0 NAGIOHAL AUTONAN
=

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

DESARROLLO Y VALIDACION DE UNA METODOLOGIA PARA LA
DETERMINACION SIMULTANEA DE LOS IONES
Na*,NH},K*,Ca** y Mg?* POR MEDIO DE CROMATOGRAFIA
DE IONES CON DETECCION CONDUCTIMETRICA EN MUESTRAS
AMBIENTALES

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QuUiMICA

PRESENTA

VIVIANA BERENICE GALINDO ZAVALA

MEXICO, D.F. 2016




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: Jose Luz Gonzalez Chavez
VOCAL: Profesora: Araceli Patricia Pefia Alvarez
SECRETARIO: Profesora: Olivia Zamora Martinez

ler. SUPLENTE: Profesora: Minerva Monroy Barreto
2do. SUPLENTE: Profesora: Selena Gutiérrez Flores

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Laboratorio de Cromatografia, Depto. de Edafologia, Instituto de Geologia, UNAM.

ASESOR DEL TEMA:

Dra. Olivia Zamora Martinez

SUSTENTANTE (S):

Viviana Berenice Galindo Zavala




AGRADECIMIENTOS

Con mucho carifio y respeto a la Universidad Nacional Auténoma de México por ser mi

segunda casa y por enseflarme que con esfuerzo y dedicacién se puede lograr un cambio.

A la Facultad de Quimica por brindarme la oportunidad de obtener los conocimientos

necesarios para lograr este objetivo en mi vida.

Agradezco al Comité Técnico de Becas del Instituto de Geologia de la UNAM por brindarme la

beca para la realizacién de este trabajo durante los semestres 2016-1y 2016-2.

A la Direccion General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA) a través del proyecto
PE101316 del Programa de Apoyo a Proyectos de Innovacién y Mejoramiento de la Ensefianza
(PAPIME): “Disefio y desarrollo de materiales para el fortalecimiento de la ensefianza de

técnicas de analisis ambiental de los estudiantes de las Ciencias de la Tierra”.

A la Direccion General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA) a través del proyecto
PE102113 del Programa de Apoyo a Proyectos de Innovacion y Mejoramiento de la Ensefianza
(PAPIME): “Aprendizaje de procesos de interaccién geosférica a través de experiencias en

campo”.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia a través de proyecto CONACyT Ciencia basica
221789: “Alteracion de las comunidades microbianas edaficas por el cambio de uso de sueloy

sus implicaciones en los procesos biogeoquimicos”.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia a través del proyecto CONACyT CB-2013-220489
A la Direccion General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA) a través del proyecto
IN105715 del Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacidon Tecnoldgica

(PAPIIT): “Transporte de atrazina en suelos tipo Pheozem con diferente tiempo bajo riego con

agua residual cruda”.



AGRADECIMIENTOS

A los alumnos del curso de Monitoreo Ambiental del Posgrado de Ciencias de la Tierra UNAM,

guienes colectaron las muestras en campo.

A mi asesora la Dra. Olivia Zamora Martinez por brindarme su amistad, su apoyo y compartir

sus conocimientos y su valioso tiempo para poder realizar el presente proyecto.

A mis sinodales por sus comentarios y sugerencias para mejorar este trabajo.

A la M. en C. Iris Sudrez Quijada por su confianza, su amistad y por brindarme su apoyo asi

como compartirme de sus conocimientos en la realizacién de mi servicio social.

A la Dra. Edith Garay por su confianza y su valiosa amistad en mi estancia en este Instituto.

A Luis Galindo y Adriana Angeles por brindarme su ayuda, tiempo y paciencia.

A mis amigos y compafieros de laboratorio, Mario Rodriguez, Itzel Ramirez, Alberto Colin y

Mariana Veldzquez, por todo su apoyo y ayuda.

A quienes me brindaron su amistad y compartieron de su tiempo y ayuda en mi estancia en

esta Institucidn, haciéndola mas interesante y amena.



Dedico este trabajo a mis padres Paula Zavala e Ignacio Galindo y a
mis hermanos Luis y Arturo, por su carifio y acompafiarme en
cualquier momento, brindarme su apoyo incondicional y apoyarme

en cada proyecto de mi vida.

A mi periquito “Cuyi” por todas esas desveladas y malcomidas que

pasamos juntos, te quiero :)

iGRACIAS!



ABREVIATURAS

Administracién de Alimentos y Medicamentos
Altura equivalente a un plato tedrico

Ancho a mitad de altura de pico

Ancho de base

Asimetria de pico

Centro para la Evaluacién e Investigacion de Farmacos
Coeficiente de distribucion o de reparto
Coeficiente de variabilidad

Cromatografia de iones o cromatografia idnica
Cromatografia de liquidos de alta resolucidn, alta presién o alto
desempeiio

Desviacidn estandar

Desviacidn estandar relativa

Factor de retencion o de capacidad

Grado centigrado

Gramo

lon amonio

lon calcio

lon magnesio

lon potasio

lon sodio

Limite de cuantificacion

Limite de deteccién

Media aritmética

Megaohm

Microlitro

Micrometro

Miliequivalentes por litro

Miligramo por litro

FDA
H, HETP

HPLC

% RSD

LoQ
LOD

MQ
uL

um
meq/L
mg/L




ABREVIATURAS

Mililitro

Milimetro

Milimol por litro

Mol por litro

Numero de ensayos

Numero de platos tedricos

Ordenada al origen

Organizacion Internacional de Normalizacidn
Partes por billén

Partes por millén

Partes por trillén

Pendiente de la recta

Recobro

Resolucion

Retencion relativa o factor de capacidad
Sistema Internacional de Unidades
Tiempo de retencidn

Tiempo de retencién ajustado

Tiempo muerto

Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada
Velocidad lineal de flujo

Volumen de retencion

Volumen de retencién ajustado

Volumen muerto

mL

mm
mmol/L, mM
mol/L, M
n

N

b

ISO

ppb

ppm

ppt

% R

Sl

tg

tg’

tm
IUPAC
Ux

Ve

Vim




INDICE

Contenido Pdgina
Resumen 1
Introduccion 2

CAPITULO I. Objetivos

1.1 Objetivo General 3
1.2 Objetivos Particulares 3
CAPITULO Il. Marco Teérico

2.1 El agua 4
2.1.1 El agua como componente de los organismos vivos 4
2.1.2 Los ecosistemas de agua dulce 4
2.1.3 Salinidad y composicién idnica de las aguas continentales 5
2.1.4 Funcion bioldgica del sodio, potasio, magnesio y calcio 5
2.1.5 Efectos en los seres humanos e impacto ambiental debido al
sodio, potasio, magnesio y calcio 6
2.1.6 Presencia del ion amonio en el agua 7
2.1.7 Impacto ambiental a consecuencia del amonio 8
2.2 Aguas residuales 8
2.2.1 Composicion del agua residual doméstica e industrial 9
2.3 Cromatografia 10
2.3.1 Definicién y fundamento de la cromatografia 10
2.3.2 Clasificacidn de los métodos cromatograficos 10
2.3.3 El cromatograma 12
2.3.3.1 El pico cromatografico 13
2.3.4 Definiciones y parametros cromatograficos 14
2.3.5 Eficiencia de la separacién 19
2.3.5.1 Altura equivalente a un plato tedrico 20
2.3.5.2 Numero de platos tedricos 20

2.3.6 Resolucidén 21




INDICE

Contenido

2.3.7 Ecuacion de van Deemter de altura de plato
2.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucién
2.4.1 Instrumentacidn general
2.4.2 Fases moviles
2.4.3 Tipos de elucién
2.4.4 Fases estacionarias
2.5 Cromatografia de iones
2.5.1 Fundamento de la cromatografia de iones
2.5.2 Modelos de retencién
2.5.3 Selectividad en el intercambio i6nico
2.5.4 Fases estacionarias
2.5.5 Fases moviles
2.5.6 Tipos de detectores en cromatografia de iones
2.5.7 Técnicas de deteccion
2.6 Validacion de métodos analiticos
2.6.1 Definiciones de Validacion
2.6.2 ¢{Cuando es necesario validar un método?
2.6.3 Pardmetros de desempefio a validar en un método de analisis
2.7 Trazabilidad
2.7.1 Definicion internacional de trazabilidad
2.7.2 La carta de trazabilidad
CAPITULO IIl. Parte experimental
3.1 Instrumentacién
3.1.1 Equipos y materiales
3.1.2 Reactivos y disolventes

3.2 Desarrollo del método cromatografico

Pdgina

23
25
25
28
29
30
31
32
33
34
35
37
38
40
40
41
41
42
48
48
49

50
50
50
51




INDICE

Contenido Pdgina

3.2.1 Optimizacion de las condiciones cromatograficas para la

determinacion simultanea de los iones Na*, NH,*, K, Ca*" y Mg?* 51
3.3 Validacion del método cromatografico 51
3.3.1 Intervalo lineal 52
3.3.2 Precisidn 52
3.3.3 Exactitud 52
3.3.4 Limite de deteccion 52
3.3.5 Limite de cuantificacion 53
3.4 Aplicacion del método cromatografico desarrollado 53
3.4.1 Recobros 53
3.4.2 Evaluacion de interferencias: selectividad del ion amonio 53
3.4.3 Evaluacién de la coelucion (sodio y amonio) 54
3.5 Descripcion y conservacion de las muestras de trabajo 54

CAPITULO IV. Resultados y discusion
4.1 Desarrollo del método cromatografico 56

4.1.1 Optimizacién de las condiciones cromatograficas para la

determinacion simultanea de los iones Na*, NH,", K*, Ca®" y Mg 56
4.1.1.1 Evaluacion de la columna C4 100 56

4.1.1.2 Evaluacion de la columna C6 250 58

4.1.2 Parametros cromatograficos de las fases estacionarias 60
4.1.2.1 Evaluacion de la columna C4 100 60

4.1.2.2 Evaluacion de la columna C6 250 61

4.2 Validacion del método cromatografico 63
4.2.1 Evaluacion del blanco 63

4.2.2 Intervalo lineal 64

4.2.3 Precision 65

4.2.4 Exactitud 66




INDICE

Contenido

4.2.5 Limites de deteccidn y cuantificacion experimentales
4.3 Aplicacion del método cromatografico desarrollado
4.3.1 Recobros
4.3.2 Evaluacion de interferencias: selectividad del ion amonio
4.3.3 Evaluacién de la coelucidn (sodio y amonio)
CAPITULO V. Conclusiones
ANEXOS
Anexo |. Cromatogramas obtenidos para el intervalo lineal en las condiciones
Optimas de trabajo.
Anexo II. indice de coleo calculado al 10 % de altura de pico.
Anexo lll. Pruebas de hipdtesis sobre la pendiente (curvas de calibracién).

Referencias bibliograficas

Pdgina

67
68
68
69
70
71

72
73
75
76




iINDICE DE FIGURAS

Numero de figura

Figura 1. Ejemplo de cromatograma de una mezcla de componentes.

Figura 2. Ejemplo de pico debido a un solo componente y un pico sin resolver.
Figura 3. Representacion de algunos parametros cromatograficos.

Figura 4. Procedimiento para la estimacién de la varianza de un pico.

Figura 5. Determinacion del factor de asimetria de un pico cromatografico.
Figura 6. Equilibrio de distribucion del soluto entre la fase estacionaria y la
movil.

Figura 7. Eficiencia de la separacién.

Figura 8. Definicion de la resolucién en un sistema cromatografico.

Figura 9. Valores de resolucion entre dos picos cromatograficos.

Figura 10. Relacion entre H y la velocidad lineal.

Figura 11. Esquema basico de un cromatdgrafo de liquidos.

Figura 12. Proceso de elucién: etapas sucesivas de intercambio del analito por
el disolvente.

Figura 13. Esquema general de la trazabilidad del resultado de una medicidn.
Figura 14. Localizacién de los sitios de muestreo de agua residual del canal de
riego en Las Palmas (LPC).

Figura 15. Cromatograma obtenido con la columna C4 100 de un estandar de
10 mg/L de los cinco cationes de interés (flujo de fase mévil de 0.9 mL/min y
volumen de inyeccién = 10 uL).

Figura 16. Cromatograma de un estandar de 50 mg/L, flujo fase mévil: 0.9
mL/min, volumen de inyeccion: 10 pL.

Figura 17. Cromatograma obtenido con la columna C6 250 de un estandar de
10 mg/L de los cinco cationes de interés (flujo de fase mévil de 0.9 mL/min y
volumen de inyeccién = 10 pL).

Figura 18. Cromatogramas de estandares de a) 50 y b) 100 mg/L, flujo fase

movil: 0.9 mL/min y volumen de inyecciéon: 10 L.

Pdgina

13
13
14
16
17

18

20

22

22

24

28

29
48

55

56

57

58

59




iINDICE DE FIGURAS

Numero de figura Pdgina

Figura 19. Cromatograma obtenido del blanco en las condiciones dptimas de

trabajo. 63
Figura 20. Graficos de calibracion obtenidos para los cinco analitos de estudio. 65
Figura 21. Evaluacidn de la selectividad en el andlisis del ion amonio. 69

Figura 22. Relaciones sodio-amonio evaluadas: a) 1:1, b) 10:1, c) 100:1 y d)
1000:1. 70




INDICE DE TABLAS

Numero de tabla

Tabla 1. Clasificacion de los métodos cromatograficos segun la naturaleza de
las fases.

Tabla 2. Valor de conductividad equivalente de algunos iones a dilucién
infinita en agua a 25 °C.

Tabla 3. Pardmetros recomendados a evaluar segln el tipo de prueba.

Tabla 4. Pardmetros cromatograficos obtenidos para la columna C4 100.

Tabla 5. Evaluacidn de la eficiencia de la columna C4 100.

Tabla 6. Pardmetros cromatograficos obtenidos para la columna C6 250.

Tabla 7. Evaluacién de la eficiencia de la columna C6 250.

Tabla 8. Analisis de regresion lineal para los cinco cationes (n = 3).

Tabla 9. Evaluacion de la precisidn en tres niveles de concentracioén (n = 5).
Tabla 10. Determinacion de la exactitud en tres niveles de concentracion (n =
5).

Tabla 11. LOD y LOQ determinados para los cinco analitos de interés (n = 7).
Tabla 12. Andlisis de recobros para los cinco cationes en muestras reales (n =

3).

Pdgina

11

39
43
60
60
61
61
64
66

66
67

68




RESUMEN

Se realizd el disefio y la validacién de un método cromatografico con deteccidon
conductimétrica para llevar a cabo la determinaciéon simultdnea de los iones
mayoritarios presentes en muestras acuosas ambientales: Na*, NH,", K*, Ca** y Mg*".
Por medio del método propuesto es posible llevar a cabo la deteccidn y cuantificacién
de NH.', alin en presencia de altas concentraciones de Na®, su principal interferente
en este tipo de muestras. Se obtuvieron los pardmetros tipicos en una validacién
analitica como lo son el limite de deteccidn y cuantificacién, exactitud, precisiéon, asi
como el intervalo lineal y de trabajo. Al realizar la evaluacién estadistica de los
resultados obtenidos experimentalmente para los cinco cationes evaluados, se
determind que este método analitico presenta linealidad en un intervalo de
concentraciones que va desde 0.1 a 100 mg/L. Los limites de deteccion encontrados
son de 0.14, 0.04, 0.28, 0.10 y 0.09 mg/L para Na', NH,", K', ca®* y mg*,
respectivamente. Mientras que los limites de cuantificacién encontrados fueron de
0.56, 0.05, 0.60, 0.50 y 0.24 mg/L para Na*, NH,", K*, Ca** y Mg?*, respectivamente.
Este método cromatografico demostrd ser preciso (% RSD < 3) y exacto (% exactitud =
90 - 110 %). Se evalud el desempeiio del método propuesto en este trabajo de
investigacidn, analizando muestras acuosas reales, agua residual proveniente del Valle
del Mezquital, encontrandose por medio de experimentos de recobro, que para este

tipo de muestras la metodologia propuesta no presenta interferencias.




INTRODUCCION

El agua dulce es imprescindible para la vida, pero la cantidad de la que podemos
disponer es escasa y su distribucién es desigual, ademads de que varia a lo largo del
afio y estd sujeta a cambios provocados por la actividad humana. Los usos mas
importantes estan relacionados con la agricultura, el consumo industrial y el
domeéstico. ™

La escasez cada vez mayor de las aguas dulces debido al crecimiento demogréfico, a la
urbanizacion y, probablemente, a los cambios climaticos, ha dado lugar al uso
creciente de aguas residuales para la agricultura, la acuicultura, la recarga de aguas
subterraneas y otras areas. En algunos casos, las aguas residuales son el Unico recurso
hidrico de las comunidades pobres que subsisten por medio de la agricultura. Si bien
el uso de aguas residuales en la agricultura puede aportar beneficios (incluidos los
beneficios de salud como una mejor nutricién y provisién de alimentos para muchas
viviendas), su uso no controlado generalmente estd relacionado con impactos
significativos sobre la salud humana. (2

El uso de aguas residuales puede tener un impacto ambiental positivo, asi como el
aumento de los rendimientos agricolas y acuicolas. Entre los resultados de mejora del
medio ambiente incluyen el evitar la contaminacion de las aguas superficiales, que se
produce cuando las aguas residuales sin usar se descargan en los rios o lagos, la
conservacion y uso mas racional de los recursos de agua dulce, reducir el uso de
fertilizantes artificiales. Por otro lado, la contaminacion del suelo y de las aguas
subterraneas son posibles desventajas, pero éstas pueden minimizarse al tener una
buena planificacién. 3]

Debido a lo anteriormente mencionado, es necesario contar con metodologias lo
suficientemente sensibles y libres de interferencias para llevar a cabo el monitoreo de
los diferentes componentes del agua residual, siendo los iones un conjunto de
especies de amplio interés en cuestiones de tipo ambiental. Dentro de los iones, las

. . . . 2
concentraciones presentes de los cationes mayoritarios como son: Na®, NH,", K, Ca™*

y Mg”", resultan ser muy importantes.




APITULO |

BJETIVOS




OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

# Desarrollar y validar una metodologia para la determinacion simultanea de los
cationes Na*, NH,", K*, Ca** y Mg** por medio de cromatografia de iones con

deteccidon conductimétrica en muestras acuosas ambientales.

1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

# Optimizacién de los pardmetros cromatograficos de separacion: seleccion de

fase estacionaria, composicién de la fase movil.

# Validacién de método, obteniendo los pardmetros tipicos de validacién:
intervalo lineal y de trabajo, precision, exactitud, limites de deteccién vy

cuantificacion.

# Evaluacién de la metodologia desarrollada sobre la cuantificacion de amonio

en medios con altas concentraciones de sodio.

# Aplicacidon de la metodologia propuesta para la determinacion de cationes

mayoritarios en muestras reales.
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MARCO TEORICO

2.1 ELAGUA

2.1.1 El agua como componente de los organismos vivos

El agua es el componente que aparece con mayor abundancia en la superficie
terrestre ya que cubre cerca del 71 % de la corteza de la Tierra, ademds es un
constituyente de todos los organismos vivos. [4]

El agua interviene en diversas funciones vitales de plantas y animales. Las plantas
verdes realizan la fotosintesis a partir de agua y didxido de carbono, por medio de sus
raices captan los nutrientes cuando estdn disueltos en agua. En los animales, el agua
participa en importantes reacciones bioquimicas que se desarrollan dentro de las
células. Ademas disuelve y transporta las sustancias necesarias para la alimentacién

celular y las sustancias toxicas que el organismo expulsa en forma de sudor y orina. [1]

2.1.2 Los ecosistemas de agua dulce
El agua dulce es aquel tipo de agua que contiene cantidades minimas de sales

disueltas, distinguiéndose asi del agua de mar o del agua salobre. [5]

El aporte potencial de agua dulce se ve reducido a causa de diversos factores, entre
éstos podemos encontrar la pluviosidad, la cual no se encuentra repartida
equitativamente sobre la superficie de la tierra, ademas de que el ser humano no se
ha distribuido en proporcidn a las concentraciones de agua. El segundo factor se debe
a que el consumo total de agua ha ido aumentado exponencialmente con el desarrollo
demoférico (ciclo de degradacion de la biosfera a consecuencia de la incidencia de la
produccién sobre el ambiente y el consumo de productos tecnoldgicos). Un tercer
factor, el cual es potencialmente mas grave y derivado del desarrollo demoférico, es
la gran degradacion de la calidad del agua por polucién (contaminacién producida por
los residuos procedentes de la actividad humana o de procesos industriales o
bioldgicos). El resultado de ésto consiste en una fuerte disminucion de la cantidad de

agua para otros fines. ®
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2.1.3 Salinidad y composicidn iénica de las aguas continentales

Normalmente la salinidad idnica total de las aguas continentales es determinada
completamente por cuatro cationes principales, calcio (Ca**), magnesio (Mg”*), sodio
(Na®) y potasio (K*); y por los aniones carbonato (CO5%), sulfato (SO4%) y cloruro (CI').
Esta salinidad es determinada por los aportes debidos al lavado de las rocas de la
cuenca de drenaje, por la precipitacion atmosférica y por el equilibrio entre
evaporacion y precipitacion. Las proporciones de los principales iones muestran una
tendencia a presentar las relaciones siguientes: Ca’* > Mg®* 2 Na* > K*, y CO5* > SO,*
> CI'. En terminologia quimica, la salinidad corresponde a la suma de la composicién

i6nica, expresada en mg/L o meq/L."®

La salinidad de las aguas superficiales es altamente variable, dependiendo de las
influencias idnicas del drenaje e intercambio con la tierra circundante, de las
sustancias atmosféricas derivadas de la tierra, del océano y de la actividad humana,
asi como del equilibrio e intercambio del volumen de agua con los sedimentos. La
adsorciéon de estos iones depende de la disponibilidad de los cationes, de sus
concentraciones, de sus proporciones en la disolucién del suelo o en el agua de
lavado, de la naturaleza y numero de posiciones de intercambio en el complejo de

intercambio de los suelos, y el volumen de agua en contacto con dicho complejo. (6]

2.1.4 Funcion bioldgica del sodio, potasio, magnesio y calcio
Los seres vivos estan conformados por los mismos elementos que la Tierra sélo que en
diferentes proporciones, a estos elementos se les denomina bioelementos. Entre éstos

se encuentran el sodio, potasio, magnesio y calcio. (6,71

De forma general, algunas de las caracteristicas importantes que presentan estos

bioelementos son:

Sodio y potasio. Los cationes monovalentes de sodio y potasio estan implicados

principalmente en el transporte e intercambio idnico. Aunque el potasio tiene un
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comportamiento quimico similar al sodio, éste no puede sustituir al sodio. La
presencia de sodio y potasio en forma de cationes altamente solubles de numerosas
sales es tan abundante que la alteracién del contenido de las aguas dulces es poco
frecuente. La presencia del potasio es de gran importancia para la salud del suelo, el
crecimiento de las plantas y la nutricidon animal, ademas es requerido en proporciones

relativamente elevadas por las plantas en desarrollo. [6.7]

Calcio. El calcio actua de distintas formas sobre el crecimiento y la dindmica de las
poblaciones floristicas y faunisticas de las aguas dulces. Normalmente el calcio se
precisa en forma de micronutriente. Es un componente esencial para la preservacién
del esqueleto y dientes de los humanos. La cantidad de calcio utilizada por los seres
vivos es tan pequefia al compararla con las cantidades disponibles de este elemento

quimico. ¢!

Magnesio. Todas las plantas con clorofila precisan de magnesio en forma del
componente magnesioporfirina de las moléculas de clorofila, y como micronutriente
en las transformaciones enzimaticas de los organismos. Las demandas metabdlicas de
magnesio son minimas si las comparamos con las cantidades disponibles

generalmente en las aguas dulces. [e]

2.1.5 Efectos en los seres humanos e impacto ambiental debido al sodio, potasio,
magnesio y calcio

El sodio es un mineral de alimentaciéon parcialmente responsable de funciones del
sistema nervioso. Un consumo excesivo en forma de cloruro de sodio causa aumento
de la presién sanguinea, arteriosclerosis, edemas e hiperosmolaridad. La falta de éste
puede causar convulsiones, deshidratacién, paralisis muscular, disminucién del

crecimiento y entumecimiento general. el
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Por otro lado cuando nuestros riflones no funcionan bien se puede dar la acumulacion
de potasio, lo cual puede llevar a cabo una perturbacién en el ritmo cardiaco. Las
consecuencias de niveles bajos de potasio se muestran por variedad de sintomas:
restriccion del crecimiento, reduccidon del florecimiento, cosechas menos abundantes
y menor calidad de produccidn. Al contrario, niveles elevados de potasio soluble en el
agua pueden causar dafios a las semillas en germinacién, inhibir la toma de otros

minerales y reducir la calidad del cultivo. (5]

El término dureza se usa frecuentemente como un pardmetro indicador de la calidad
del agua. La dureza de un agua estd regida por el contenido de sales de calcio y de
magnesio, combinados principalmente con bicarbonato y carbonato, conocida como
dureza temporal; y con sulfatos, cloruros y otros aniones de acidos minerales,

denominada como dureza permanente. (6]

Los iones calcio disueltos en el agua forman depdsitos en tuberias y calderas cuando
el agua es dura. El consumo mayor a 2.5 gramos de calcio por dia sin una necesidad
médica puede llevar a cabo el desarrollo de piedras en los rifiones, esclerosis y
problemas en los vasos sanguineos. La falta de calcio es una de las causas principales
de la osteoporosis. El calcio trabaja conjuntamente con el magnesio para formar

nueva masa o6sea. El fosfato de calcio es muy tdxico para los organismos acuaticos. [10]

Los iones magnesio disueltos en el agua también forman depdsitos en tuberias y
calderas cuando el agua es dura. En forma de 6xido de magnesio se ha establecido
una toxicidad en el agua en 1000 ppm. Con grandes dosis de magnesio se producen

;. . 11,12
vémitos y diarrea. '

2.1.6 Presencia del ion amonio en el agua
El amonio es el principal producto final de la descomposicién de la materia organica

realizada por las bacterias heterdtrofas (proteinas y urea, asi como de otros
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compuestos organicos nitrogenados). A pesar de que el amonio constituye uno de los
principales productos de excrecion de los animales acudticos, la cantidad de nitrégeno

obtenida por esta via es muy inferior a la derivada de la descomposicién. (6]

El amonio en el agua se presenta principalmente en la forma de NH," y como NH,OH
no disociado, siendo este Ultimo altamente téxico para los organismos, en especial
para los peces. El amonio, nitrito y nitrato son tipicos indicadores de contaminacion
del agua. Ademas de que el amoniaco y el nitrito son tdxicos para los peces incluso en

concentraciones pequefias. &%

2.1.7 Impacto ambiental a consecuencia del amonio

El amonio es un indicador de contaminacién del agua producida por heces vy
productos de descomposicion. La presencia de amonio no tiene significado
toxicolégico, pero un pequefno contenido puede indicar un estado no higiénico en el
agua, que se manifiesta en contenidos aumentados en bacterias fecales, gérmenes
patdgenos, etc. En aguas acidas y neutras existe exclusivamente en forma iénica como

NH.", y a partir de pH 8 aumenta la proporcién de NH; libre. [13]

El equilibrio que se presenta es el siguiente:
NH;" + OH & NH40H & NH3 + H,0  (pKa=9.2)

En el ciclo del nitrégeno, la fijacidon de nitrégeno es inhibida en presencia de nitrégeno

combinado accesible en forma de nitrato o amonio. [®

2.2 AGUAS RESIDUALES

En general, se puede definir el agua residual como aquel tipo de agua de composicién
variada proveniente de las descargas de usos municipales, industriales, comerciales,
de servicios, agricolas, pecuarios, domésticos, incluyendo fraccionamientos y en
general de cualquier otro uso, asi como la mezcla de ellas, de tal modo que ha sufrido

degradacidn o alteracién en su calidad original. [14,25]
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Dependiendo de su procedencia, las aguas residuales pueden ser:

- aguas residuales de proceso. Es aquel tipo de agua resultante de la produccion de un
bien o servicio comercializable. ™

- agua residual industrial. Toda el agua descargada después de ser utilizada o
resultante de un proceso industrial o durante el transcurso de éste, y que no tiene
ningun valor inmediato. [16]

- aguas residuales domésticas. Tipo de agua proveniente del uso particular de las
personas y del hogar. ™

- aguas crudas. Se refiere a las aguas residuales sin tratamiento o el agua que entra a
una planta para un tratamiento posterior. [*®!

- aguas residuales tratadas. Agua residual que mediante procesos individuales o
combinados de tipo fisicos, quimicos, biolégicos u otros, se ha adecuado para hacerla

apta para su reuso en servicios al publico. [17]

2.2.1 Composicion del agua residual doméstica e industrial

Debido a que cualquier tipo de agua natural (subterranea, de lluvia, de tormenta,
superficial, etc.) contiene sales, el agua residual también las tiene. [18]

Ademas, el agua residual doméstica contiene materias que la enturbian, sustancias
coloidales y sustancias solubles, tales como la urea, las sales, los detergentes. [19]

El agua residual industrial contiene materiales que son transformados o producidos
en las empresas o desechos de fabricacion. Puede contener sustancias orgdnicas e
inorganicas, sustancias solubles o insolubles; las cuales pueden ser de naturaleza acida

. . 1
o alcalina, con o sin color, etc. 1!

Debido a la diversidad de las especies que puede contener un tipo de agua y de su
nivel de concentracion, en la actualidad se ha visto la necesidad de contar con
numerosos métodos de preparacidn y analisis de muestras que permitan el monitoreo
de estas especies. Para el andlisis de iones una de las mas utilizadas es la

cromatografia de iones.
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2.3 CROMATOGRAFIA

2.3.1 Definicion y fundamento de la cromatografia

La IUPAC define a la cromatografia como “método fisico de separacién en el que los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales permanece
en reposo (fase estacionaria) mientras que la otra (fase mdvil) se mueve en una

direccién definida”. 2

La cromatografia es un método analitico que agrupa un conjunto importante y diverso
de métodos que permite separar, determinar e identificar componentes

estrechamente relacionados en mezclas complejas. [21,22]

Cuando una molécula de analito se encuentra en la fase moévil, avanza a la misma
velocidad media que ésta, pero al entrar en la fase estacionaria, su velocidad media es
cero. Si los componentes de la mezcla difieren en su afinidad por alguna de las fases,
sus velocidades medias de avance a lo largo del sistema seradn diferentes. Como
consecuencia se obtiene la separacion. Las dos fases (movil y estacionaria) se eligen
de tal manera que, los componentes de la muestra se distribuyan de modo distinto

entre ellas. %%

2.3.2 Clasificacion de los métodos cromatograficos

Los métodos cromatograficos se pueden clasificar con base en la disposicién
geométrica en la que se encuentran las fases. La cromatografia en columna, en la cual
la fase estacionaria se encuentra dentro de un tubo con didmetro pequefio y la fase
movil pasa a través del tubo bajo presién o por gravedad y la cromatografia en plano,
en la que la fase estacionaria es sostenida por una placa plana o en los poros de un
papel, mientras que la fase mdvil se desplaza en la fase estacionaria por capilaridad o

por influencia de la gravedad. *****!
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Para poder clasificar a la cromatografia se toman en cuenta dos criterios, el primero es
establecer la naturaleza de las fases (tabla 1) y el segundo es en funcién del

mecanismo de interaccidn entre el analito y la fase estacionaria. [23,24]

Tabla 1. Clasificacidn de los métodos cromatograficos segun la naturaleza de las fases.

Liquido gas-liquido (GLC) | fluidos supercriticos (SFC) | liquido-liquido (LLC)

Solido gas-solido (GSC) | fluidos supercriticos (SFC) | liquido-sélido (LSC)

a) Cuando la fase estacionaria es un liquido, el mecanismo de separacién

predominante es el de reparto, por lo que se le denomina cromatografia de reparto.

b) Si la fase estacionaria es un sélido, pueden existir varios mecanismos y
dependiendo de su naturaleza se clasifican en:

- cromatografia de adsorcion. El analito se adsorbe en la superficie de las particulas
sélidas, la cual se basa en la distinta magnitud de las interacciones de la mezcla con la
superficie activa de la fase estacionaria.

- cromatografia de reparto. El analito esta en equilibrio entre el liquido estacionario y
la fase movil.

- cromatografia de intercambio idnico. La fase estacionaria es un sélido con capacidad
para intercambiar iones con la fase moévil. Los iones cargados en disolucién son
atraidos por los grupos funcionales de carga opuesta presentes en la fase estacionaria
por fuerzas electrostaticas.

- cromatografia de exclusion molecular. La fase estacionaria es un sélido reticular con
tamaios de reticula del mismo orden que las moléculas de la muestra a separar.
Separa a las moléculas con base en su tamafio. No hay interaccién atractiva entre la

fase estacionaria y el soluto.
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- cromatografia de afinidad. Emplea interacciones especificas entre una clase de
moléculas de analito y una segunda molécula que estd unida covalentemente a la fase

estacionaria.

Otro criterio que se debe tomar en cuenta al realizar la clasificacién es conocer la
relacidn de polaridad entre la fase mévil y la fase estacionaria:

- cuando la fase moévil es menos polar que la fase estacionaria se le denomina
cromatografia en fase normal (NP). 23!

- cuando la fase movil es mds polar que la fase estacionaria se le denomina

cromatografia en fase inversa o reversa (RP).**!

Y finalmente, de acuerdo con coémo se lleva a cabo el proceso cromatografico, se
puede clasificar en:

- cromatografia frontal. En la que se introduce la muestra de forma continua en el
sistema cromatogréfico, siendo ella misma la fase movil. %%

- cromatografia de desplazamiento. En la fase mdvil se encuentra presente un
componente que es mas afin a la fase estacionaria y el cual es capaz de desplazar a los
componentes de la muestra. [23]

- cromatografia de elucion. La muestra se introduce en un momento determinado y la
fase mavil circula continuamente. Los componentes de la muestra salen de la columna
como zonas (picos cromatograficos), que en el caso ideal presentan una distribucién

gaussiana de concentracidn y estan separadas unas de otras. [23]

2.3.3 El cromatograma

Un cromatograma es un grafico que representa la respuesta del detector en funcidn
del tiempo de elucién o del volumen de fase mévil anadido. Es decir, si un detector se
coloca en el extremo de la columna y éste responde a la propiedad de interés del
analito, la sefial obtenida lleva a una grafica en la cual se obtienen una serie de picos

simétricos, dando como resultado lo que se conoce como cromatograma (Fig. 1). [21,24]
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|

1 I 1
Tiempo (min)

Respuesta del detector

Figura 1. Ejemplo de cromatograma de una mezcla de componentes.

Un cromatograma es util para un analisis cualitativo y cuantitativo, de modo que la
posiciéon de los picos en el eje del tiempo puede servir para identificar los
componentes de la muestra y el area bajo los picos es una medida de la cantidad de

cada componente. [22]

2.3.3.1 El pico cromatografico

El pico es la porcién del cromatograma que se genera a partir de la respuesta del
detector cuando un solo componente es eluido de la columna. ® Pero si la separacion
es incompleta, dos o mds componentes pueden eluir como un pico sin resolver (Fig.

2).

Respuesta del detector

Tiempo (min)

Figura 2. Ejemplo de pico debido a un solo componente (izquierda) y un pico sin resolver

(derecha).
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2.3.4 DEFINICIONES Y PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

En cromatografia en columna algunos términos importantes son los siguientes:

Tiempo muerto (ty). Es el tiempo requerido para eluir un analito que no puede ser

retenido por la fase estacionaria (Fig. 3).%®

Tiempo de retencion (tg). Es el tiempo transcurrido desde que se realiza la inyeccion
de la muestra hasta la aparicidn del maximo del pico, es decir, es el tiempo que pasa
cada analito en la columna (Fig. 3). [26]

Este valor es usado para identificacion. Los tiempos de retencidn son caracteristicos
de los compuestos que representan, pero no son unicos. Los tiempos de retencion
gue coincidan entre una muestra y una sustancia de referencia pueden ser usados

para elaborar un perfil de identidad pero esto no es suficiente para lograr establecer

su identidad. 2%

Tiempo de retencién ajustado (tz). Mide el tiempo que el analito permanece en la

fase estacionaria %%, y se calcula como:

En la figura 3 se presenta un cromatograma en el que se muestran algunos
parametros cromatograficos, como son: tiempo muerto, tiempo de retencion, la

altura del pico (h), entre otros.

i t; :
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Figura 3. Representacion de algunos parametros cromatograficos.
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Volumen muerto (V). Es el volumen de fase moévil que se requiere para eluir un
analito que no es retenido por la fase estacionaria. Se puede calcular a partir del
tiempo muerto y de la velocidad de flujo o caudal (uy, volumen de disolvente que

pasa por la columna por unidad de tiempo en mL/min). [25]

VMth*uV

Volumen de retencion (Vg). Es el volumen de fase moévil necesaria para eluir un
analito determinado desde el punto de inyeccion, pasando por la columna hasta el
detector. Se puede calcular a partir del tiempo de retencion correspondiente (tg) por

la velocidad de flujo. [26]

VR:tR*uV

Volumen de retencidén ajustado (V). [26] Representa el volumen gastado en el tiempo

en que el analito permanece en la fase estacionaria y estad dado por:

Ve =Vr —Vy

Ancho de base (W}). Es la porcidn de la linea base intersectada por las tangentes
trazadas en las porciones de mayor pendiente de la curva, para un pico gaussiano, es
definido como 4 veces la desviacidén estandar del pico, 40. Este parametro es usado

para el calculo de la eficiencia del sistema (Fig. 4). [24]

Ancho a mitad de altura de pico (W}, ;). Es el ancho de pico medida a una altura igual

a la mitad de la altura del pico. Una medida mas reproducible, adecuada para evaluar

manualmente la eficiencia del sistema (platos tedricos) (Fig. 3 y 4). [24]

En la figura 4 se muestra la determinacion del ancho de base y el ancho a mitad de

altura de pico. (271
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Figura 4. Procedimiento para la estimacidn de la varianza de un pico.

Asimetria de pico (A4g). La asimetria de pico es una medida de la calidad de la
columna. Con la edad de la columna la simetria de pico generalmente se deteriora;
por lo tanto, se observan picos con “coleo”. Esto es indeseable, ya que afecta la
calidad de la integraciéon de pico, especialmente cuando la relacién sefial-ruido es baja

o cuando los picos se resuelven sélo parcialmente. [27]

Ill

Existen varias formas de medir el “coleo” de pico. Una muy comun es la relacién de la
anchura de la cola del pico a la anchura de la parte frontal del pico a5 6 10 % de la
altura del pico. Una manera de calcularlo es con la ecuacion:

tp
A, =—
*fr
Donde fp representa el ancho de pico desde la parte frontal del pico hasta el maximo

de pico y tp representa el ancho de pico desde el maximo de pico hasta la cola de

pico, medidas a una altura apropiada (Fig. 5). [27]
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Figura 5. Determinacion del factor de asimetria, en este caso al 10 % de altura de pico.

Velocidad lineal de flujo (u,). Cuando establecemos un método cromatografico,
debemos seleccionar una velocidad de flujo. Se sabe que la elecciéon de la velocidad de
flujo influye en la contrapresién ejercida por la columna y el tiempo que tarda en
completarse un analisis. Sin embargo, el parametro subyacente que determina la
hidrodindmica del sistema es la velocidad lineal. La velocidad lineal es nada mas que
una manera de normalizar la velocidad de flujo de la seccidén transversal de la
columna. !

La velocidad lineal es la distancia en centimetros recorrida por el disolvente en la fase

. . . 24 . I .,
estacionaria en un mlnuto[ ], y se obtiene con la siguiente ecuacion:

u, =

Coeficiente de distribucion o de reparto (K). Cuando un analito entra al sistema
cromatografico inmediatamente se reparte o distribuye entre la fase mévil y la fase
estacionaria, estableciéndose un equilibrio de distribucién entre el analito y las dos
fases (Fig. 6). La concentracion de analito en cada fase esta dada por el coeficiente
termodinamico de particidén o de reparto:

K==
Cm
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Donde C; y C,, son las concentraciones del analito en la fase estacionaria y movil
respectivamente. Cuando K = 1, el analito se encuentra igualmente distribuido entre
las dos fases. El coeficiente de reparto determina la velocidad promedio de cada zona
de analito, mas especificamente, del centro de la zona de analito conforme la fase

movil avanza a lo largo de la columna. ?°!

—gigigl g8

Figura 6. Equilibrio de distribucidn del analito entre la fase estacionaria y la movil.

Factor de retencion o de capacidad (k'). Es una medida de la retencién del analito por
la columna, es decir, es una medida del tiempo transcurrido en el que el analito
permanece en la fase estacionaria en relacién con el tiempo que permanece en la fase
movil. ®! Este factor relaciona el equilibrio de distribucién de la muestra dentro de la
. .o [28]
columna con las propiedades termodinamicas de la columna y con la temperatura.

Se define como el cociente de los moles de un analito en la fase estacionaria entre los

moles en la fase movil:

Donde V; es el volumen de la fase estacionaria, V,,, es el volumen de la fase movil, t5 es
el tiempo que pasa el analito en la fase estacionaria y t,, es el tiempo que pasa el

analito en la fase movil. El cociente 1}, /V; conocido como relacién de fases, se denota

por B, de manera que k' = K/B."®

La retencidn del analito en la fase estacionaria depende de la afinidad y de los factores

qgue puedan afectar a la misma. (23]
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Retencion relativa o factor de selectividad (a). Es una medida de la habilidad de una
columna para separar dos componentes. 2°!
Si en la muestra existen dos componentes 1 y 2 (en donde el componente 1 eluye

antes que el componente 2), la retencion relativa se puede expresar como:

a_ = _ —
tr, Ve, Ki K

En donde si t;ez > t}'el' se tiene que a > 1. Cuanto mayor es la retencion relativa, mayor

es la separacién entre los dos componentes. 1%°!

Los valores que puede tomar a dependen de:

1) la composicién quimica de las fases estacionaria y moévil; y

2) la temperatura de operacion de la columna.

Al escoger las fases para componentes dificiles de separar se debe procurar ser lo mas

selectivo posible. [23,24,25]

2.3.5 Eficiencia de la separacion

Cuando se inyecta una pequefa cantidad de analito en una columna, se forma una
banda estrecha en la parte superior de la columna. A medida que el analito migra a
través de la columna, la banda se vuelve mas amplia. En un lecho uniforme, la anchura
del pico aumenta con la raiz cuadrada de la longitud que la banda ha viajado (Fig. 7).
Si se inyecta una mezcla que contiene dos analitos en la parte superior de la columna,
forman una banda estrecha. Si sus afinidades hacia la columna son ligeramente
diferentes, éstos migraran a velocidades ligeramente diferentes hacia el final de la
columna. A medida que contintan migrando, la distancia entre los centros de las dos
bandas aumenta en una relaciéon directamente proporcional a la longitud que las
bandas han recorrido (Fig. 7). 271 Dado gue la distancia entre las bandas aumenta con
la longitud recorrida, pero la anchura de cada uno de bandas aumenta sélo con la raiz
cuadrada de esta longitud, estas bandas en algin momento estaran completamente

separadas. Cuanto mas lejos migran, mejor separacién tendran. [27]




MARCO TEORICO

En la figura 7 se muestra como el analito o analitos se desplazan a lo largo de la

columna cromatogréfica después de ser inyectados.

L

Figura 7. Conforme el analito migra a través de la columna, la
banda se hace mas amplia.

2.3.5.1 Altura equivalente a un plato tedrico

La altura equivalente a un plato tedrico (HETP, H), es la distancia que se mueve el
analito para lograr un equilibro y depende del disefo del sistema. La altura del plato
estd relacionada con la anchura del pico (cuanto mas pequena es la altura del plato,

mas estrecha es la banda) del analito y la distancia que recorre dentro de la columna:

La altura de plato puede relacionarse directamente a las condiciones experimentales y

[24]

los parametros de operacion. Para una columna eficiente H es un numero

pequeno.

2.3.5.2 Numero de platos tedricos

La eficiencia de la columna estd relacionada con el ensanchamiento de la banda que
se encuentra en la columna y se expresa como un numero de platos tedricos. Las
columnas cromatograficas consisten de un nimero de zonas adyacentes en cada una
de las cuales hay suficiente espacio para que un analito esté en equilibrio entre las dos

fases. Cada una de estas zonas se conoce como plato tedrico (de los que hay N en




MARCO TEORICO

cada columna) y representa un equilibrio tedérico de distribucion del analito entre las

dos fases. 2839

Para picos gaussianos se calcula con la ecuacién:

L te )2 < te )2
N=—=16 (—) = 5.54
H W, W2

El nUmero total de platos tedricos de una columna representa el poder de separacion

de la columna. Una buena columna tiene un ndmero alto de platos tedricos. 242!

El valor de N es diferente para cada analito, por lo que depende del analito en estudio,
asi como de las condiciones de funcionamiento, tales como la velocidad de flujo y la
temperatura de la fase mdévil, la calidad y uniformidad del empaquetamiento dentro
de la columna, el didmetro interno y la longitud de la columna. Por lo que es
importante que las comparaciones sean hechas bajo condiciones idénticas. Ademas,
solo se puede determinar el valor de N en cromatogramas isocraticos y no en

cromatogramas de gradiente, ya que el procedimiento es diferente. [25.27]

2.3.6 Resolucidén
El grado de separacién o resolucion de dos picos adyacentes se define como la
distancia entre los centros de los picos dividida entre el promedio del ancho de los

picos. [27]

Si la retenciéon y el ancho de los picos se mide en unidades de tiempo (Fig. 8), la

resolucién estd dada por:

_ 2(tgz2—tg1)
T Wyt Wy
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Respuesta del detector

Figura 8. Definicion de la resolucién en un sistema cromatografico.

La resolucién minima aceptable para mezclas sencillas es de 1.0, mientras que un
valor de 1.5 representa una separacion a la linea base de picos de tamafo similar (Fig.

9). 27281 'Una buena separacion hace que se puedan medir los tamafios de pico

apropiadamente por lo que se obtiene una cuantificacién fiable.

R=0.8 R=1.0 R=1.5

Figura 9. Valores de resolucion entre dos picos cromatograficos.

La resolucién esta en funcidon de la selectividad, la eficiencia y la capacidad del sistema

cromatografico, dado que son los tres parametros mas importantes en una columna

cromatogréfica, su expresion analitica es:

R_W(a—l) kb
ST 4\ a 1+ khrom

Donde N es el niumero de platos tedricos, a es la retencién relativa de los dos picos,

k; es el factor de capacidad del componente mds retenido y kz,)rom es el promedio de
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los factores de capacidad de ambos componentes. En el caso de que el valor de N de
los dos picos sea diferente se debera sustituir VN por /Ny N, y k3 por k}yom. 2+

De esta ecuacidon se deduce que la resolucion depende de la retencién y la
selectividad de manera proporcional. Por lo que a mayor selectividad y retencién se
tiene mayor resolucion. Para lograr una buena separacién se recomienda trabajar con

k' >2ya~1.124%

La separacién de los picos se mejora a mayores valores de R, (Fig. 9). La separacion de
dos picos es mejor si éstos son de igual tamafio, por lo que se requiere que aumente
el valor de R; para picos que no sean iguales. De esta forma, la resolucién que
presentan dos picos adyacentes se puede mejorar aumentando la separacién de los
picos o disminuyendo el ancho de los mismos. %1 yn valor de resolucién bajo puede
deberse a que el método utilizado no es el apropiado ya que no puede discriminar
entre los solutos o que el tamafio de la muestra inyectada en la columna

cromatografica es muy grande. &

2.3.7 Ecuacion de van Deemter de altura de plato
La ecuacién de van Deemter nos da una idea de cémo influye la columna y el caudal

en la altura de plato:

B
H=A+—+Cu,

Uy

Donde u, es la velocidad lineal del flujo y A, B y C son constantes para una columnay
una fase estacionaria dadas. Es decir, al cambiar la columna y la fase estacionaria

cambian los valoresde A, By C. [24]

En esta ecuacién el primer término, conocido como término de los caminos mdultiples
o anteriormente de difusion de Eddy (independiente de la velocidad lineal), esta en

funcién del tamafo y distribucién de los canales entre particulas y otras
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uniformidades en el empaquetamiento. El segundo término (término de la difusion
longitudinal), que es inversamente proporcional a la velocidad lineal, describe la
difusién molecular a lo largo del eje de la columna. El dltimo término (conocido como
tiempo de equilibrado o término de transferencia de masa, y que se debe al tiempo
finito que necesita el analito para alcanzar el equilibrio entre las fases estacionaria y
movil) es directamente proporcional a la velocidad lineal y contiene todos los
términos relacionados con la transferencia de masa: resistencia a la transferencia en

la fase mévil y la resistencia de transferencia de la fase estacionaria (Fig. 10).*”!

En la figura 10 se muestra la grafica de la ecuacién de van Deemter asi como de cada

uno de sus términos individuales. 2

N
B
H H=A+—+Cu,
Uy
Cu,
Hminimo
A
B/u, <
rd
Uy optima

Velocidad lineal (u,)

Figura 10. Relacion entre H y la velocidad lineal.

La ecuacion de van Deemter nos dice que existen diferentes mecanismos de
ensanchamiento de banda que son proporcionales a la velocidad de flujo, otros
inversamente proporcionales a la velocidad de flujo y otros independientes de la
velocidad. Todos estos términos contribuyen al ensanchamiento de banda cuando se

usan columnas empaquetadas, es decir, A, By C # 0. [24]
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2.4 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia de liquidos de alta resolucion, alta presion o alto desempefio (HPLC
por sus siglas en inglés) comprende todas las técnicas cromatograficas en las que se
requiere el uso de presiones elevadas para forzar el paso del disolvente (fase mévil) a
través de una columna que contiene particulas muy finas, dando como resultado
separaciones de gran resolucion. Es por lo cual en ocasiones se le conoce como
cromatografia de liquidos de alta presion. La cromatografia HPLC es una técnica
analitica de separacién que permite detectar y cuantificar analitos de interés en
matrices y mezclas mas o menos complejas. Ademas, se utiliza para separar y purificar
compuestos. Una de las ventajas que se presenta al utilizar esta técnica, es que no
estd limitada por la volatilidad o la estabilidad térmica de la muestra, de modo que se
pueden separar macromoléculas y especies idnicas, productos naturales labiles,
materiales poliméricos y una gran variedad de otros grupos polifuncionales con alta

masa molecular. 27!

De acuerdo con la naturaleza de las fases, las modalidades de HPLC mas utilizadas son
las de reparto, de adsorcion, en fase inversa, intercambio idnico, pares ionicos y
exclusion molecular, ademas de la cromatografia de liquidos quiral y la cromatografia

de afinidad. [23,25]

2.4.1 Instrumentacion general

La cromatografia en columna se realiza en un equipo instrumental (Fig. 11) que consta
de las siguientes partes fundamentales:

1) fuente de fase movil — Recipiente elaborado con un material que es inerte a la fase
movil y ademas depende fundamentalmente del tipo de fluido que se utilice. [23]

2) sistema de bombeo — Es el sistema de regulacion y medida del caudal o la presion
de la fase movil. Para conocer la calidad de una bomba en HPLC es necesario conocer

si se produce un flujo constante, reproducible y controlado. De tal forma que un

caudal que fluctua origina ruido en el detector por lo que no se podrian ver sefales
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débiles. Las bombas usadas en HPLC deben estar construidas de un material inerte a
la fase moévil, poder trabajar a presiones elevadas y suministrar flujos adecuados al
didmetro de la columna empleada y libre de pulsaciones para no disminuir la
sensibilidad de la deteccion. 1!

3) sistema de inyeccion de la muestra — Dispositivo que permite introducir la muestra
en la corriente de fase movil. %!

4) columna cromatogrdfica — Es la parte fundamental ya que en ella se lleva a cabo la
separacion. Para seleccionar una columna para una aplicacién en particular, se debe
tener en mente: a) la seleccion de la quimica del empaquetamiento que sea el mas
apropiado para llevar a cabo la separacion y b) la seleccion de las propiedades fisicas
de la columna, especialmente el tamafio de particula y las dimensiones de la columna.
La columna cromatografica es un tubo construido de diversos materiales (metal,
vidrio, silice fundida, polimeros, etc.) de una longitud que puede oscilar entre varios
centimetros y mas de un centenar de metros, cuyo diametro interno varia entre varios
micrémetros y varios centimetros. %!

5) controlador de temperatura — Es un recipiente termostatado que controla la
temperatura de la columna. Al elevar la temperatura dentro de la columna, disminuye
la viscosidad del disolvente reduciendo asi la presién requerida o permitiendo un
mayor caudal. Al aumentar la temperatura se acortan los tiempos de retencién y se
mejora la resolucidn ya que se aumenta la velocidad de difusidn de los analitos. Pero
por otro lado, al aumentar la temperatura se puede degradar la fase estacionariay a
su vez reducir la vida util de la columna. ¥ En cromatografia de liquidos es frecuente
trabajar a temperatura ambiente, en cuyo caso se prescinde de este componente. %!
6) sistema de deteccion — Es el dispositivo que mide en continuo y transforma en una
sefial eléctrica una propiedad, generalmente fisica, de la fase moévil, que se ve
ampliamente alterada por la presencia de pequefias concentraciones de otras
sustancias (componentes de la muestra). Un detector ideal no debe ensanchar los
picos del cromatograma y no debe ser sensible a variaciones de temperatura ni a la

composicion del disolvente. [23]
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Caracteristicas esenciales de los detectores

En las técnicas de HPLC se han usado diferentes tipos de detectores, pero la eleccién
del detector conveniente debe hacerse siempre con base en el problema a resolver.
Los puntos mas importantes a cubrir por un detector son:

a) alta sensibilidad en la medicidn y tiempos de respuesta cortos,

b) seial de medicidn proporcional a la concentracién del analito (con intervalo lineal
grande),

c) cambios pequefios en la sefal de fondo,

d) ruido de fondo bajo y

e) disminuir el volumen como sea posible para reducir el ensanchamiento al maximo.

- Sensibilidad. Un detector debe ser sensible a pequefias concentraciones de analito.

La sensibilidad se define como la relacidn entre la seiial generada por el detector en

[23]

un momento dado (AR) y la concentracién (AQ) del analito que la produce es
decir:
g — AR

- Linea base. Es la sefal que se obtiene cuando no llega al detector mas sustancia que
la fase movil, estando el detector operando y conectado todo el sistema. Esta sefial
corresponde a la fase mévil o tampdn de separacidn mas las impurezas del sistema. En
condiciones idéneas debe tener un valor relativamente constante. %!

- Deriva. Es la pendiente media de la linea base a lo largo del tiempo. Puede ser
positiva, negativa o variable, aunque lo deseable es que sea cero. Se produce por
causas muy diversas pero que tienen en comun la variacién de un parametro de
control de la separacion (temperatura, composicion de la fase movil, presién,
intensidad del campo eléctrico, etc.). [23]

- Ruido de fondo. Se denomina ruido a cualquier alteracion de la linea base producida
durante un cromatograma por causas ajenas a los compuestos inyectados. Cualquier
tipo de ruido puede producir interferencias en la deteccion y determinacién

cuantitativa de las sustancias. [**
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- Tiempo de respuesta. El cual refleja la inercia del sistema de deteccidn frente a
cambios bruscos de la concentracién de los analitos. 2*!

En HPLC los detectores mas comunes son los de ultravioleta, de indice de refraccidn,
de dispersion de luz, electroquimicos, de fluorescencia, de conductividad y en sistema
acoplado a un espectrémetro de masas.

7) integrador o registrador — Es el sistema de amplificacién y tratamiento de la sefial
eléctrica generada en el detector. El tratamiento puede incluir la adquisicidon y

almacenamiento de datos y ciertos calculos mediante un sistema informatico. [23]

En la figura 11 se presenta el esquema bdsico de un sistema cromatografico de
liquidos, el cual estd constituido de un reservorio que contiene la fase mdvil, un
sistema de bombeo de alta presién, un inyector, la columna cromatogréfica o

analitica, un detector y un sistema de registro y procesamiento de datos.

< Fasc :
movil ﬁ | f\
Controlador de i

L

temperatura ' /I\
Control de Registro y
flujo y sistema Inyector Columna Detector — procesamiento
de bombeo de datos

Figura 11. Esquema basico de un cromatdgrafo de liquidos.

2.4.2 Fases moviles

La fase mévil tiene un papel primordial en el proceso de cromatografia de liquidos en
lo que respecta a las interacciones con el analito. En HPLC la naturaleza de la fase
movil se puede cambiar de manera casi ilimitada, de tal forma que su modificacién
permite variar ampliamente la selectividad y controlar la separaciéon de los
componentes de la muestra, aun cuando se cuente con un numero limitado de fases

estacionarias. Al variar las relaciones de fase maévil y fase estacionaria, asi como otros
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pardmetros de operacidn, se puede afectar el grado de retencién, desde obtener la

retencién total hasta la migracién libre. !

2.4.3 Tipos de elucion

En cromatografia de adsorcién el disolvente compite con las moléculas del analito por
ocupar los sitios activos de la fase estacionaria (Fig. 12). ** Se denomina fuerza
eluyente o poder de elucion de una fase movil a su capacidad de eluir un analito dado
desde una fase estacionaria determinada. Es decir, un disolvente D; presentard mayor
fuerza eluyente que otro disolvente D, si un analito tiene un factor de retencion
menor en la misma columna cuando se emplea D; como fase moévil que cuando se

emplea D,. [23]

Moléculas Moléculas de

de analito / disolvente

#4300

Figura 12. Proceso de elucidn: etapas sucesivas de intercambio del analito por el disolvente.

Por ejemplo, en la cromatografia de liquidos de fase inversa, cualquier disolvente
organico (metanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano) es un disolvente fuerte en
comparacion con el agua, que es el disolvente mas débil utilizado en esta técnica. En
una fase mévil formada por la mezcla de agua y un disolvente organico, cuanto mayor
sea la proporcidon de este ultimo mayor sera la fuerza eluyente, debido a que los
analitos estardan menos retenidos cuanto mayor sea la concentracién de disolvente

organico en la fase movil. [23]
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En cromatografia de liquidos existen dos estrategias generales para llevar a cabo una

separacion:

- Elucion isocrdtica. Todas las condiciones y configuraciones de la separacién
permanecen constantes. La fuerza eluyente de la fase mévil permanece constante
durante el anadlisis. Se emplea generalmente cuando los componentes de la muestra
presentan factores de retenciéon semejantes, por lo que casi siempre es posible
encontrar una composicion de fase moévil en la cual todos los analitos se eluyen con

un intervalo de retenciones razonable con una resolucién éptima. [23]

- Elucion en gradiente. En este tipo de elucion uno o mas pardmetros cambian de
forma continua, en la mayoria de los casos sélo se varia un pardmetro. Por ejemplo, se
modifica el poder de elucion de la fase movil a lo largo del analisis. Esto se logra
cambiando la composicién de la fase mévil que entra en la columna. También se
puede usar un gradiente de temperatura o un gradiente de flujo. Se emplea en la
separacion de mezclas complejas, formadas por analitos de distinta naturaleza y que

.. . 2
poseen un amplio intervalo de factores de retencién. %!

2.4.4 Fases estacionarias

La eficacia de una columna empaquetada aumenta al disminuir el tamafio de las
particulas de la fase estacionaria. Una razén por la que al usar particulas pequefias se
obtiene mejor resolucién es porque permiten que haya un flujo mas uniforme a través
de la columna. Otra razén es que entre mas pequefias sean las particulas, menor es la
distancia en la que se debe difundir el analito en la fase mévil. Por el contrario, la
desventaja que se presenta con las particulas pequefias es que oponen resistencia al

flujo del disolvente. [24]

En HPLC el soporte mas comun son las particulas microporosas de forma esférica de

silice muy pura, que son permeables al disolvente y tienen un darea superficial de
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varios centenares de metros cuadrados por gramo. La silice se disuelve en agua a pH
superior a 8, por lo que se recomienda que no se use por arriba de este valor.
Dependiendo de la calidad de silice, se puede obtener estabilidad hasta valores de pH
de 9 6 10. Cuando se analizan compuestos con pH basico, entre 8 y 12, se pueden usar

soportes poliméricos, como el poliestireno. 24

2.5 CROMATOGRAFIA DE IONES

La cromatografia de iones o cromatografia idnica (IC por sus siglas en inglés) es una
técnica analitica usada para la separacion y determinacion de analitos idnicos
presentes generalmente en agua. %

Los tipos de analitos que pueden ser determinados usando esta técnica son:

- aniones inorganicos como Br’, F, CI, NO3', HPO4%, S04, etc.,

- cationes inorganicos como metales alcalinos, alcalinotérreos, metales de transicion,
a excepcion de complejos metdlicos neutros,

- dcidos organicos como los acidos carboxilicos, acidos sulfénicos, etc.,

- bases organicas como las aminas y

- compuestos organometalicos iénicos.

Dentro de la IC se encuentra la cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de

exclusién de iones y la cromatografia de formacion de pares idnicos. [31]

- La cromatografia de intercambio iénico se basa en reacciones quimicas
estequiométricas de intercambio entre iones presentes en una solucidon y una
sustancia solida que contiene grupos funcionales cargados eléctricamente, los cuales
atraen a los iones como resultado de las interacciones electrostaticas.

Para los intercambiadores anidnicos, existen grupos cargados positivamente en la fase
estacionaria y atraen los aniones del analito. En los intercambiadores catidnicos, la
fase estacionaria contiene puntos cargados negativamente (unidos covalentemente)

gue atraen los cationes del analito. [24]
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- La cromatografia de exclusion de iones se aplica particularmente en la separacién de
acidos y bases débiles tales como acidos carboxilicos, carbohidratos, fenoles y
aminodcidos. En este procedimiento no hay implicada una interaccién quimica o fisica

entre los analitos y la fase estacionaria. [31]

- La cromatografia de formacion de pares idnicos se utiliza para la separacién y
determinacion de especies idnicas. La fase movil estd constituida por una disolucién
acuosa amortiguadora que contiene un disolvente orgdnico que puede ser metanol o
acetonitrilo y un compuesto iénico que aporta un contraion de carga opuesta a la del
analito. Este contraion se combina con el ion del analito para formar una pareja de

iones que es neutra, la cual es retenida por la fase estacionaria. [31]

Existen dos tipos de cromatografia idnica: basadas en supresores y de columna
sencilla. Difieren en el método usado para evitar que la conductividad del electrolito

gue se eluye interfiera con la medicién de la conductividad de los analitos. [22,24]

2.5.1 Fundamento de la cromatografia de iones

La IC favorece la separacion de iones y compuestos polares. En esta técnica se utilizan
fases estacionarias que contengan zonas idnicas que son capaces de crear
interacciones dipolares con los analitos contenidos en la muestra. Aquellos
componentes que posean mayor carga son retenidos fuertemente por la fase
estacionaria por lo que se mueven lentamente con el flujo de la fase movil. Por otro
lado, los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria se mueven con

mayor rapidez. [22,33]

La selectividad en la cromatografia de intercambio iénico depende no sélo de la

naturaleza y numero de grupos idnicos en la matriz, sino también depende del pH y de

.. 2
la fuerza i6nica. 28
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2.5.2 Modelos de retencion
En IC la retencion de un analito se determina por la afinidad que presenta hacia los

grupos funcionales encontrados en la fase estacionaria. [31]

Cromatografia de aniones. Para el caso mds sencillo en el que los eluyentes sélo
contienen un anién, se tiene que al inicio del proceso cromatografico los sitios de
intercambio en una columna de separacién son ocupados por los aniones encontrados
en el eluyente (EY™). Estos posteriormente son intercambiados por los aniones del
analito (A*7), esto es debido a que existe una competencia entre éstos por los grupos

funcionales encontrados en la fase estacionaria:
A 4+ x-EYT o y-AX 4+ x-EY”
YAy S Y Ag M

Cuando en la fase movil se encuentra un anién se debe tener en consideracion que:

- se aumenta la elucién al incrementar la concentracion del eluyente [EY 7],

- los analitos multivalentes (A™*~) son retenidos mas fuertemente que los analitos
monovalentes (4*7),

- los eluyentes multivalentes (E™ ™) tienen mayor poder de elucién que los eluyentes

monovalentes (EY 7).

En la practica varias especies se encuentran presentes en el eluyente, pero la especie
gue esté presente depende fuertemente del pH del eluyente.
Si Ay B tienen carga diferente, entonces la selectividad (a4 g) depende del factor de

retencién de uno o de los dos analitos. 3"

Cromatografia de cationes: la cromatografia de cationes se debe dividir en dos grupos
de modelos de retencién. Uno de ellos es para los cationes alcalinos, alcalinotérreos,
amonio y aminas de cadena corta, los cuales sélo requieren de un sistema de elucién
basado en el desplazamiento isoidénico (como en el caso de la cromatografia de
aniones). Por otro lado, en la separacion de iones con dos o mas cargas se usa un

agente complejante.
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Si varias especies catidnicas de un mismo metal estan presentes, normalmente sélo se
obtiene un pico en el cromatograma. Se obtiene solamente un pico si los equilibrios
de formacién de complejos se alcanzan mds rdpidamente en la fase mdvil en
comparacion con el tiempo de residencia del complejo en la fase estacionaria. Si el
proceso de formacién del complejo ocurre lentamente entonces los picos obtenidos

serdn multiples o asimétricos. !

2.5.3 Selectividad en el intercambio idnico

La selectividad y la fuerza de elucién dependen de pardmetros como el tipo y
concentracion de iones en la fase movil y el pH. Ademads de la concentracion del
contraion, su naturaleza también influye sobre su retencién a través de la constante

de equilibrio del intercambio:
R™A*t + BY* & R™BY* + A**

Donde se tiene que:

[R™BY*][A™]
[R=A**][BY*]

K =

Al valor de K se le conoce como coeficiente de selectividad y refleja la relacién de

afinidad del intercambiador idnico por el analito y el contraion. (23]

La selectividad ©2 gue presente el intercambiador se ve afectada por:

- la carga delion,

- el tamafio del ion solvatado,

- el grado de entrecruzamiento del intercambiador,

- la polarizabilidad que presenta el ion,

- la capacidad intercambiadora de la fase estacionaria,

- el tipo de grupos funcionales presentes en la fase estacionaria y

- la amplitud de las interacciones con la matriz de la fase estacionaria.

Generalmente, los intercambiadores idnicos fijan preferentemente los iones que

tienen mayor carga, menor radio hidratado y mayor polarizabilidad. [23,24,32]
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Los analitos presentes en una muestra, dependiendo de la naturaleza del anién en la

fase movil, presentan el siguiente orden de selectividad:

citrato > salicilato > ClO, > SCN™ > 1~ > 5,05~ > WO0;~ > MoO;~ >
CrO;~ >S0;~ > S05~ > HPO;~ > NO; > Br~ >NO, >CN~ >Cl” > HCO3 >
H,PO, > CH3C00~ > 105 > HCOO™ > BrO3 > ClO3 > F~ > OH~

Y un orden general de selectividad para cationes es:

Pu**t > La3*t > Ce3t > Pr3t > Eudt > Y3t > Sc3t > A3t » Ba?t > Pb?t >
Sr¥* > Ca?t > Ni%** > Cd** > Cu?t > Co** > Zn?*t > Mg?* > U0%* » Tl >
Agt > Cs*™ > Rb* >K* > NH] >Na* >H* > Li*

2.5.4 Fases estacionarias

Las fases estacionarias deben presentar una distribucion granulométrica comprimida
(monodispersa), tener gran superficie especifica, presentar resistencia mecanica,
permanecer estables a valores de pH acidos o basicos y ser capaces de asegurar una
transferencia rapida de iones. Para que la IC sea eficiente se requiere que los
materiales de empaquetamiento estén hechos de particulas muy pequefas, tan
esféricas como sea posible, éstas por lo general presentan un didmetro que va de los 2
a 10 um. Se pueden usar diferentes materiales orgdnicos e inorgdanicos, lo que todos
tienen en comun es que en sus superficies contienen grupos funcionales que son
aptos para llevar a cabo el intercambio de iones. Los materiales mas empleados son
las resinas organicas poliméricas modificadas, silica gel modificada, sales inorgdnicas,
cristales, zeolitas, o6xidos metalicos y derivados de celulosa. Todas las fases
estacionarias se pueden diferenciar de acuerdo con el tipo de aplicacion
(cromatografia catidnica o anidnica) y con el tipo de estructura del grupo funcional.
Aunque tengan un buen funcionamiento al momento de la separacién y una buena
estabilidad mecanica, su inestabilidad quimica indica que sélo pueden ser utilizadas

en valores de pH entre 2 y 12, %33
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En los intercambiadores de aniones aparentemente los Unicos grupos funcionales
utilizados son los basados en nitrégeno (desde aminas primarias hasta las aminas
cuaternarias, todas tienen en comun que presentan carga positiva), los cuales son
fijados en el polimero correspondiente. El uso de compuestos de nitrégeno es debido
principalmente a su buena e inusual estabilidad quimica y al ndmero ilimitado de

sustituyentes posibles. [31]

En los intercambiadores de cationes se utilizan materiales basados en silica gel y

materiales basados en polimeros. [31]

Intercambiadores de cationes basados en silica gel. En este tipo de intercambiadores
existen dos grupos, los basados en silica funcionalizada, donde un grupo funcional
estd quimicamente unido a las particulas de silica; y los basados en silica cubierta de
un polimero, en ellos las particulas de silica son recubiertos con una capa de polimero,
el cual puede ser poliestireno, silicona o fluorocarbono. Las fases estacionarias que
son a base de silica tienen las ventajas de que presentan buena eficiencia

cromatogréfica, estabilidad y durabilidad a altas presiones. (321

A pesar de esto, presentan ciertas desventajas, la primera es que presentan un
intervalo de pH limitado (2 < pH < 7). %32

- a pH menor a 2 los enlaces entre el silicon y los grupos funcionales se hacen mas
débiles; esto lleva a una erosidn de los grupos funcionales y genera una disminucién
en su capacidad intercambiadora.

- a pH mayor a 7 aumenta considerablemente la solubilidad de la silica gel, lo que
genera una reduccion en la estabilidad mecanica del empaque.

Otra desventaja que tienen es la afinidad que presentan los grupos de silanol libres de
la superficie hacia los iones metalicos con alta densidad electrénica, como los metales
de transicion, ya que éstos son adsorbidos irreversiblemente en la superficie causando

interferencias en los analisis. *%
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Intercambiadores de cationes basados en polimeros orgdnicos (resinas). La matriz
consiste en resinas copolimerizadas de estireno-divinilbenceno (PS-DVB) o
copolimeros de divinilbenceno-acido acrilico o metacrilico (PMMA). Este tipo de
materiales son estables en el intervalo de pH de 0 - 14 y son inertes gracias al fluoruro
gue contienen. Debido a que su resistencia a la presion es baja, en comparacién con
los que estdn basados en silica gel, la longitud y velocidades de flujo son

limitadas.?3%

Intercambiadores de cationes peliculares. Un polimero conocido como latex,
preparado a partir de un mondmero portador de funciones organicas se deposita en
forma de minusculas esferas agregadas (0.1 - 0.2 um de didmetro) para obtener una
pelicula continua de 1 - 2 um de espesor sobre un soporte impermeable, constituido
por microesferas de silice, vidrio o poliestireno, con un didmetro de 25 - 50 um. La
fijacion se lleva a cabo mediante interacciones electrostaticas e interacciones de van
der Waals. La desventaja que presenta este tipo de materiales es su sensibilidad a los

disolventes orgénicos y a fases méviles con fuerza iénica elevada. 3!

2.5.5 Fases moviles

La fase movil es el pardmetro mas facil de modificar si se desea influenciar una
separacion. El poder de elucién se puede controlar modificando la fuerza idnica, el
tipo de aniones o el pH. Las fases méviles usadas en IC son normalmente disoluciones
acuosas saturadas de iones salinos u orgdanicos, y si es necesario, un poco de metanol

.. . .y . 1-
o acetona para facilitar la disolucién de ciertos componentes. [32-33]

1,32 .
313 ], se deben tomar en cuenta varios

Para lograr una buena eleccién del eluyente
criterios:

- compatibilidad con el método de deteccidn, con o sin supresién,
- la naturaleza quimica y concentracion del ion del eluyente,

- el pH,
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- la capacidad amortiguadora (buffer) y

- el contenido del disolvente orgdnico (modificantes).

Segun el tipo de relleno de la columna, los iones del eluyente pueden ser aportados
por acidos minerales u organicos (acido perclérico, benzoico, ftalico, metasulfénico,
etc.), asi como también por bases (hidréxido de potasio, carbonato, etc.). El pH se
ajusta en funcién de la separacion a realizar. Una desventaja que presentan las
disoluciones bdsicas es que presentan una tendencia a carbonatarse por absorcién de
dioxido de carbono del aire ambiental de modo que se ve afectado el tiempo de

retencion. ¥

2.5.6 Tipos de detectores en cromatografia de iones

En IC existen diferentes tipos de detectores, entre ellos se encuentran los detectores
de conductividad, detectores electroquimicos (amperométricos o coulombimétricos),
detectores potenciométricos, detectores espectroscépicos y los detectores de

reaccion postcolumna. 2

El detector mas frecuentemente usado en IC es el de conductividad ya que se basa en
la propiedad que tienen los electrolitos de conducir la corriente eléctrica. Aqui se
mide la conductancia (inverso de la resistencia) de la fase movil entre dos
microelectrodos que se encuentran en la salida de la columna. Para poder hacer una
medida directa es necesario utilizar un eluyente con pequeina concentracién de iones,
gue tenga una conductancia débil y disponer de una celda termostatada a 0.01 °C,
debido al efecto pronunciado de la temperatura sobre la conductancia (~5 %*°C). Se
puede conocer la sensibilidad de la deteccion de un ion X (valencia Z y concentracién
molar C) conociendo su conductancia equivalente (Ay) y la del ion eluyente E (Ag). Se
calcula el valor de AK, que dependiendo del signo el pico podra ser positivo o

negativo:

AK:CZ(AX_AE)
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La conductancia G = 1/R (en donde R es la resistencia medida entre dos electrodos
en los que se mantiene una diferencia de potencial y que estan sumergidos en la
disolucion conductora). La conductancia se expresa en unidades de siemens (S). Para
un ion dado, la conductancia de la disolucién varia seglin la concentracion del
electrolito. La relacidon es lineal para disoluciones muy diluidas. La conductancia

especifica (Sm™) o conductividad k es independiente de los pardmetros de la celda:
k = G ) Kcel

El término K.,; = d/S determina la constante de la celda (superficie Sy separacién d).
Su valor no se obtiene por medicidn directa, sino que se determina a partir de una

disoluciéon patron de la que se conoce la conductividad K. [35]

La conductancia equivalente idnica (Sm’mol™) (tabla 2) representa la conductividad
de un ion de valencia Z, en disolucion acuosa a 25 °C, en la que la concentracién molar

C (mol/L) tiende hacia cero en agua:

Ao = 1.000-k/C-Z

Tabla 2. Valor de conductividad equivalente de algunos iones a dilucidn infinita en agua a 25

°C.

Catién | Ay (Sm’mol™) x 10* | Anién | A,y (Sm’mol™) x 10™
H* 350 OH 198
Na* 50 F 54
K* 74 cr 76
NH," 73 Br 78
% Mg™ 53 HCO; 45
% Ca* 60 H,PO, 33




MARCO TEORICO

2.5.7 Técnicas de deteccion

En un arreglo clasico de un sistema cromatografico de liquidos, si se conecta la
columna de separacion directamente a un detector se le denomina cromatografia de
iones no suprimida. El eluyente que contiene al analito deja la columna de separaciéon
y no es alterado quimicamente. En este caso se debe considerar la compatibilidad del
eluyente con el detector. En principio se pueden usar cualquier tipo de detectores en

IC no suprimida. 4

Técnica de supresion (cromatografia de supresion de iones o cromatografia idnica con
supresion quimica). En un eluyente fuertemente idnico puede ser dificil distinguir
entre la sefal producida por pequenas concentraciones de iones. Por lo que para
mejorar la sensibilidad en la deteccién, un supresor es introducido entre la columna
de separacién y el detector. Este supresor tiene como finalidad reemplazar los iones

iniciales del eluyente por otros de conductividad mas baja. 523!

El fundamento de la cromatografia con supresidon de iones es la eliminacion del

electrolito que no interesa, antes de medir la conductividad. [24]

2.6 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Validar un procedimiento de ensayo es documentar su calidad, por lo que es
necesario verificar experimentalmente que este procedimiento cumple con los
criterios de calidad establecidos por el cliente o el usuario del procedimiento. B4 Los
criterios de calidad, pardmetros de calidad u otras caracteristicas de un método
analitico se definen por la aplicacion de este método a un determinado tipo de
muestras. Por lo que si se cambia de muestra, método o laboratorio es necesario
volver a verificar los criterios de calidad. Los criterios de la calidad en un método

analitico pueden ser del tipo estadistico, operativo y econémico. (341
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2.6.1 Definiciones de Validacion
La ISO define a la Validacion como la “confirmacidon mediante examen y suministro de
evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos particulares para un uso

especifico previsto”. !

La validacidn es el proceso por el cual se establece, mediante estudios de laboratorio,
gue las caracteristicas de desempeno del método cumplen con los requisitos para las

aplicaciones analiticas previstas. °°

Es una adaptacién especifica de una técnica analitica para un propdsito de medicion
seleccionado, es un procedimiento para establecer por medio de estudio de
laboratorio una base de datos que demuestren cientificamente que un método
analitico tiene las caracteristicas de desempefio que son adecuadas para cumplir los

requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas. [37]

Por lo que se puede decir que la Validacion de un Método consiste en el proceso de
establecer las caracteristicas de desempefio y limitaciones de un método vy la
identificacién de las influencias que pueden modificar esas caracteristicas y hasta qué
punto. Asi también, es el proceso de verificacion de que un método es adecuado a su

propdsito, es decir, es adecuado para resolver un problema analitico en particular. (s8]

2.6.2 ¢{Cuando es necesario validar un método?

Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que sus parametros de
desempeiio son adecuados [38] por ejemplo:

- un nuevo método desarrollado para un problema especifico;

- un método ya establecido revisado para incorporar mejoras o extenderlo a un nuevo
problema;

- cuando el control de calidad indica que un método ya establecido estd cambiando

con el tiempo;
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- cuando un método establecido es usado en un laboratorio diferente o con diferentes
analistas o con diferente instrumentacion;
- para demostrar la equivalencia entre dos métodos, por ejemplo, entre un método

nuevo y uno de referencia.

La necesidad de validar un método es para cumplir con requisitos establecidos en
normas o por organismos internacionales tales como las Normas Oficiales Mexicanas
(NOM), la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), las Normas
Mexicanas (NMX), los Métodos Oficiales del AOAC (Association of Official Analytical
Chemists), Standard Methods, Environmental Protection Agency (EPA), Pesticide
Analytical Manual (PAM), Collaborative International Pesticides Analytical Council
(CIPAC), United States Pharmacopoeia (USP), British Pharmacopoeia (BP), American
Society for Testing Materials (ASTM), International Standard Organization (ISO 17025
Acreditacién de Laboratorios de Ensayo y de Calibracion); ISO 15189 (Acreditacidon de
Laboratorios Clinicos), Food and Agriculture Organization (FAO), la OMS, la ICH
(Conferencia Internacional Tripartita sobre Armonizacién), Codex Alimentarius, Food
and Drug Administration (FDA), European Commission (CE), United States Department

of Agriculture (USDA). [38,39]

2.6.3 Parametros de desempeiio a validar en un método de analisis

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

observaciones hechas mientras avanza el estudio. *®
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El laboratorio tiene que decidir cudles de los parametros de desempefio del método
necesitan caracterizarse. De acuerdo con el tipo de método se recomienda evaluar

ciertos parametros, los cuales se muestran en la tabla 3. [39]

Tabla 3. Parametros recomendados a evaluar segun el tipo de prueba.

Tipo de prueba
S
IE m 8
= &7 ©
Parametro de desempeiio :g §° 'S ‘g g g
o < = S S w
5 £ 3 S T
-
2| S |8 ©
(%]
Ll
Intervalo lineal y de trabajo Si Si Si Si Si No
Limite de deteccién Si® Si® No No No Si°
Limite de cuantificacién Si® Si® Si® Si® Si® No
Recuperacion Si Si No Si Si No
Sesgo Si Si Si Si Si No
Repetibilidad Si Si Si Si Si Si
Reproducibilidad Si Si Si Si Si Si€
Incertidumbre Si Si Si Si Si Si
Sensibilidad sit | sit | si* | s | Si* | No
Selectividad si siv | si*® | i Si Si°
Robustez sit | st | st | st | st | sif

#S6lo para anélisis a nivel de trazas (ppm, ppb, ppt)
®Sélo métodos cualitativos

“Sélo métodos cuantitativos

4S6lo aplica para métodos no normalizados

¢SAlo para el andlisis de aniones y cationes por ion selectivo.
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Dentro de los términos que se usan comunmente durante un proceso de validacion se

encuentran:

Linealidad. Medida de la capacidad de un método analitico para dar resultados que
son directamente proporcionales a la concentracién del analito dentro de un intervalo

dado [38,39]

Intervalo lineal. Se define como el intervalo de concentraciones del analito sobre el
cual el método proporciona resultados de pruebas proporcionales a la concentracion

del analito. %3

Intervalo de trabajo. Intervalo comprendido entre las concentraciones superior e
inferior (incluyendo dichas concentraciones) y para las que se ha demostrado que el
analito es cuantificado con un nivel satisfactorio de repetibilidad, recuperacién y

linealidad. 13

Limite de deteccidn. Es la concentracién mds baja a la cual puede detectarse el analito
pero no necesariamente cuantificarse bajo las condiciones experimentales
establecidas. ©*°!

En términos generales, el limite de deteccién (LOD) de un analito se puede describir
como aquella concentraciéon que proporciona una sefial en el instrumento
significativamente diferente de la sefial del “blanco” o del “ruido de fondo”. [40]

Se define el limite de deteccidn como la concentracidon de analito que proporciona
una sefal igual a la sefial del blanco,xg, mas tres veces la desviacion estandar del

blanco, sg:

LOD = Xp + 3SB

Limite de cuantificacion. El limite de cuantificacién (LOQ) estrictamente es la
concentracion mas baja del analito que puede ser determinada con un nivel aceptable
de precision, repetibilidad y veracidad. En general, los limites de cuantificaciéon son

caracteristicos de desempefio que marcan la habilidad de un proceso de medicién
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491 5o define como la

guimica para ‘cuantificar’ adecuadamente un analito.
concentracion de analito que proporciona una seial igual a la sefial del blanco, x5,

mas diez veces la desviacion estandar del blanco, sg:

LOQ = Xp + 1053

Exactitud. La I1SO la define como “proximidad de concordancia entre el resultado de
una medicidn y el valor de referencia aceptado”. ! La exactitud de un resultado
individual puede estar afectada por dos tipos de errores, aleatorios y sistematicos. [40]

La exactitud se reporta como porcentaje de error, y se calcula como:

Concentracion qicyiada—Concentracion,qq; £100

% error =
Concentracion,qq;

Precision. La ISO define la precision como “la proximidad de concordancia entre los
resultados de pruebas independientes obtenidos bajo condiciones estipuladas”. [41]

Las medidas de precision mas comunes son la “repetibilidad” y la “reproducibilidad”.
La evaluacion de este pardmetro puede ser realizado mediante el calculo del

porcentaje del coeficiente de variabilidad (% CV). 4°!

Coeficiente de variabilidad (% CV) = desviacién estandar relativa (% RSD) = —* 100

S
x
Recuperacion. La recuperacion es la fraccidon de analito adicionada a una muestra de
prueba (muestra fortificada o adicionada) previa al analisis, que es determinada
efectivamente por el método y que permite evaluar la eficiencia de la extraccion. El
porcentaje de recuperacion (% R) entre las muestras fortificadas y sin fortificar se

calcula como sigue:
o R = | <F =D 100
= *
° CA

Donde CF es la concentracién de analito medida en la muestra fortificada; CU es la

concentracion de analito medida en la muestra sin fortificar; CA es la concentracion
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del analito adicionado (valor medido, no determinado por el método) en la muestra

fortificada. *®

Repetibilidad. Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea por un solo analista, usando los mismos instrumentos y método
en intervalos cortos de tiempo. [38,39]

Reproducibilidad. Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea por dos analistas o instrumentos diferentes, usando el mismo
método en diferentes dias. 383

Sensibilidad. Es el cambio en la respuesta del instrumento que corresponde a un
cambio en la concentracion del analito. Es la pendiente del intervalo de trabajo y
cuanto mayor es ésta, mayor es la sensibilidad del método. [38,39]

Selectividad. Es la capacidad de un método para determinar exacta y especificamente
el analito de interés en presencia de otros componentes en una matriz de muestra

bajo las condiciones de prueba establecidos. [38]

Especificidad. Es |la capacidad de un método analitico para medir solamente lo qué se

pretende que se mida. [39]

Robustez. Es la medida de la capacidad del método analitico de permanecer
inalterado por pequefas, pero deliberadas variaciones (efecto de cambio en las

condiciones) en los pardmetros del mismo, proporcionando un indice de su

confiabilidad durante su uso normal. 8

Matriz o placebo. Muestra que contiene todos los componentes de un producto a

excepcion del analito. (3]
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Efecto matriz. El efecto matriz se ve reflejado en el cambio de pendiente en una curva
de calibrado o en la alteracién de la sensibilidad producida por la matriz. Este efecto
es debido a la forma quimica en la que se encuentra presente el analito en la muestra,
asi como de su entorno quimico-fisico (presencia de componentes en la muestra que
interaccionan con el analito). Algunas causas de efecto matriz actlan selectivamente

sobre algunos analitos y otras con efecto general. (4]

Muestra adicionada o fortificada. Porcion representativa del material a evaluar, a la

gue se le adicionan cantidades conocidas del analito de interés. (3]

Blancos. El uso de varios tipos de blancos permite evaluar qué tanto de la sefial

medida es atribuible al analito y qué tanto se debe a otras causas, existen diferentes

tipos. [38]

a) Blancos de reactivos. Son todos aquellos reactivos usados durante el proceso
analitico (incluyendo los disolventes usados para la extraccion y la disolucién),
se analizan por separado con el fin de ver si contribuyen o no a la senal de
medicién. La sefial de medicién que surge del analito puede entonces ser

corregida adecuadamente. [38]

b) Blancos de muestra. Son esencialmente matrices sin analito. Son dificiles de
obtener pero son necesarios para contar con una estimacidn realista de las
interferencias que pueden encontrarse en el analisis de las muestras de
prueba.Bg]

Materiales de referencia certificados (MRC). Es el material o sustancia en el cual uno

0 mas valores de sus propiedades son suficientemente homogéneos y bien definidos.

Es el material de referencia acompaifiado de un certificado, en el cual uno o mas

valores de sus propiedades estan certificados por un procedimiento que establece

trazabilidad a una realizacidn exacta de la unidad en la cual se expresan los valores de
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la propiedad y en el que cada valor certificado se acompafia de una incertidumbre con

un nivel declarado de confianza. 1*®

2.7 TRAZABILIDAD

2.7.1 Definicion internacional de trazabilidad

La trazabilidad se define como la “propiedad del resultado de una medicién o del
valor de un patrén, tal que ésta pueda ser relacionada con referencias determinadas,
generalmente patrones nacionales o internacionales, por medio de una cadena
ininterrumpida de comparaciones (cadena de trazabilidad) teniendo todas las

incertidumbres determinadas” (Fig. 13).

[ SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES ]
N / T
Métodos Primarios Métodos Primarios Métodos Primarios

Mediciones de

Materiales de Sistemas de referencia, Métodos Primarios
referencia referencia laboratorios de aplicados directamente
referencia
[ LABORATORIOS QUIMICOS ]

Figura 13. Esquema general de la trazabilidad del resultado de una medicion.

La trazabilidad del resultado de una medicién esta relacionada con la diseminacién de
la unidad correspondiente a la magnitud que se mide. La expresién del valor de una
magnitud incluye la referencia a una unidad de medida, la cual ha sido elegida por
acuerdo, y por tanto, las medidas de la misma magnitud deben estar referidas a la
misma unidad. Por lo que es conveniente lograr la uniformidad universal de las

mismas mediante el uso de las unidades del Sistema Internacional de Unidades, SI. [43]




MARCO TEORICO

Ademads, se establece que un patron es una medida materializada, aparato de
medicion o sistema de medicién destinado a definir, realizar, conservar o reproducir
una unidad, o uno o varios valores conocidos de una magnitud, para servir de

referencia. *?

2.7.2 La carta de trazabilidad

Una carta de trazabilidad de un resultado de medicién especifico o del valor de un
patron es un diagrama que muestra la relacién de calibraciones o comparaciones
entre este resultado y las referencias determinadas. Una carta de trazabilidad muestra
los elementos que constituyen la cadena de trazabilidad respectiva, es decir, los
sistemas de mediciéon o los patrones y los métodos, las incertidumbres de cada
calibracion o medicién, y la referencia al documento o procedimiento que soporta
cada calibracidn o medicién. En el caso de que el valor resultante de una medicidn se
derive de la medicidén de varias magnitudes, se indica las cadenas relativas a cada una
de esas magnitudes. El resultado de medicién objeto de la carta puede ser el
resultado de un proceso de certificacién de un material de referencia, de un servicio

. ., . e 42
de calibracién o de una medicién. 4%

Una carta de trazabilidad es una herramienta para visualizar informacion relevante a
la trazabilidad de una medicién o calibracion de manera resumida. Es util para
identificar los elementos de la trazabilidad, analizar la cadena de trazabilidad vy
mostrar la coherencia de los valores de las incertidumbres. Se espera que la
informacién mostrada en la carta esté ampliamente respaldada mediante los

documentos apropiados. [42]




7

T
P
LLd
N
oc
LL)
al
X

.
E/r




PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Instrumentacion

3.1.1 Equipos y materiales

m Para la determinacion simultanea de los iones Na*, NHa", K*, Ca®" y Mg”* se

utilizdé un cromatografo de liquidos constituido de dos bombas binarias de la
marca Waters modelo 1525, un automuestreador marca Waters modelo
717 plus y un detector de conductividad de la marca Waters modelo 432.
Columna catiénica metrosep C4 100 de 100 x 4.0 mm de Metrohm®,
empacada con particulas de didmetro de 5 um

Columna catiénica metrosep C6 250 de 250 x 4.0 mm de Metrohm®,
empacada con particulas de didmetro de 5 um

Purificador y desionizador de agua Milli-Q Modelo 185 de Millipore.
Micropipeta Rainin Classic modelo 10824677G de 20 - 200 pL.

Micropipeta Rainin Classic modelo E0905676G de 100 - 1000 pL.
Micropipeta Rainin Classic modelo H0968503G de 500 - 5000 uL.

Jeringas de plastico.

Filtros de nylon para jeringa con tamafio de poro de 0.45 um de la marca

Millipore.

3.1.2 Reactivos y disolventes

Disolucidon acuosa de acido 2,6-piridindicarboxilico (acido dipicolinico),
grado cromatografico, de concentracién 0.02 M, Sigma-Aldrich.

Acido nitrico al 70 %, grado reactivo, Sigma-Aldrich.

Estandar multielemental, HIGH-PURITY STANDARDS acredited to: I1SO/IEC
17025 Guide 34, que contiene los iones Na*, NH,*, K*, Ca®* y Mg®* en agua,
en una concentracion equivalente a (100 + 1) mg/L cada cation.

Estandar que contiene Na' en agua, grado reactivo, con una concentracion

igual a 1000 mg/L, Sigma-Aldrich.
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s Estandar que contiene NH4" en agua, grado reactivo, con una concentracién
igual a 1000 mg/L, Sigma-Aldrich.
B Agua ultrapura, resistividad 18.2 MQecm a 25 °C.

3.2 Desarrollo del método cromatografico

3.2.1 Optimizacién de las condiciones cromatograficas para la determinacién

simultanea de los iones Na*, NH,", K*, Ca®* y Mg**

Para la determinacion de estos cationes se utilizaron las dos fases estacionarias
descritas en el apartado de equipo y materiales. Para la columna C4 100 se utilizé
como fase mévil una mezcla de acido nitrico y acido dipicolinico de concentraciones
1.7 mM y 0.7 mM, respectivamente, mientras que para la columna C6 250 la fase
movil fue una disolucién constituida por HNOs; y acido dipicolinico en una
concentracion equivalente a 1.7 mM de cada uno. En ambos casos se trabajé en modo

isocratico y a un flujo de 0.9 mL/min.

Se realizaron inyecciones de varias disoluciones stock de concentraciones variadas de
los cationes de interés, las cuales fueron preparadas por dilucién del estandar de
referencia trazable al NIST (IC-4 High-Purity Standards), utilizando agua ultra pura tipo

| como disolvente (MilliQ).

3.3 Validacion del método cromatografico

En el caso de la fase estacionaria C6 250 y la fase mévil constituida por HNOs y acido
dipicolinico en una concentracién equivalente a 1.7 mM, se determinaron los
pardmetros tipicos de una validacidn analitica: intervalo lineal, exactitud, precisién,
limites de deteccidn y de cuantificacidn, selectividad y recuperacién de acuerdo con lo

siguiente:
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3.3.1 Intervalo lineal. Con este fin se prepararon estandares de concentracién de los
cinco analitos comprendidos entre 0.05 y 100 mg/L en agua MilliQ. Cada nivel de

concentracion se preparo por triplicado.

3.3.2 Precision. Se determind para tres niveles de concentracion (1, 25 y 75 mg/L) de
cada analito. Cada nivel de concentraciéon que contenia los cinco cationes de interés,
fueron preparados por quintuplicado de manera independiente (de acuerdo con FDA,
CDER, 2001 %), La evaluacion de este parametro de calidad se realizé mediante el
calculo del porcentaje del coeficiente de variabilidad (% CV) de las areas de la sefial
analitica determinadas para cada uno de los cationes en los tres niveles de

concentracion.

% desviacion estandar relativa (% RSD) = —* 100

s
%
3.3.3 Exactitud. El parametro de exactitud fue calculado a partir de la inyeccidn de
cinco disoluciones independientes que contenian Na*, NH,*, K*, Ca®" y Mg** en tres
niveles de concentracidn: 5, 50 y 100 mg/L de cada catidn (de acuerdo con FDA, CDER,
2001 [44]). Con los valores de area determinados para cada uno de los cationes de
trabajo y los parametros de regresion calculados de sus respectivas curvas de
calibracion, se determiné la concentracién de cada estandar y se comparé con el valor

conocido. Se calculé el porcentaje de error de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Concentracion qicuiaaa —Concentracion, 4,
% error = — x100
Concentracion, 4

3.3.4 Limite de deteccién (LOD). Se realizaron siete inyecciones de disoluciones de
muy baja concentracidn de cada analito (0.5 mg/L o menores). Con los valores de area
determinados se calcularon la media (X) y su desviacidon estandar (s). El limite de

deteccion se reporta de acuerdo con lo establecido por Miller y Miller (2002) (401,
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LOD = Xp + 353

Posteriormente con la ecuacidn de la curva de calibracidn se obtuvo el limite de

deteccion en unidades de concentracion.

3.3.5 Limite de cuantificacién (LOQ). Se realizé el mismo procedimiento experimental
y tratamiento de datos que el reportado para el limite de deteccién. El limite de

cuantificacion se reporta de acuerdo con lo establecido por Miller y Miller (2002) 1°';

LOQ = Xp + 1053

3.4 Aplicacion del método cromatografico desarrollado

3.4.1 Recobros

Este pardmetro se determind al realizar el andlisis directo de 13 muestras de agua
residual, las cuales posteriormente fueron fortificadas con una concentracién
conocida de los 5 cationes de interés (10 mg/L). Con los valores de area determinados
al realizar su andlisis y con los pardametros de regresién calculados de las respectivas
curvas de calibracidon, se determinaron las concentraciones correspondientes a los
procesos de fortificacion para cada uno de los cationes. Los procesos de fortificacion

fueron realizados por triplicado.

3.4.2 Evaluacion de interferencias: selectividad del ion amonio

Para poder evaluar la selectividad del sistema cromatografico desarrollado sobre
la deteccidon del ion amonio, fueron necesarios dos experimentos: 1) el analisis
con la metodologia propuesta, de muestras reales que no contienen amonio y 2)

el andlisis de éstas cuando fueron fortificadas con 10 mg/L de amonio.
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3.4.3 Evaluacion de la coelucién (sodio y amonio)

Ya que los analitos mas comprometidos en cuestiones de separacién, debido a que
presentan tiempos de retencion muy cercanos, son el sodio y el amonio, y que las
muestras de agua residual presentan altas concentraciones de sodio con respecto al
amonio, se decidid evaluar hasta qué relacién mdaxima de concentraciones
sodio/amonio era posible realizar, con una calidad analitica aceptable, una

determinacion con el método de analisis propuesto.

3.5 Descripcion y conservacion de las muestras de trabajo

Las muestras de agua residual utilizadas para realizar los experimentos de
fortificacion, fueron tomadas en el canal de riego en Las Palmas (LPC N 20°07°50"", W
099°12°31”°) (Fig. 14), en la localidad de Tlahuelilpan, en el centro del Valle del
Mezquital en el estado de Hidalgo, localizada aproximadamente a 80 km al Norte de la

Ciudad de México. *°!

Para llevar a cabo el muestreo (realizado para cada una de las muestras), primero se
enjuagd el recipiente muestreador en tres ocasiones, después con este mismo
recipiente se extrajo la muestra, posteriormente se transfirié la muestra del recipiente
muestreador a un recipiente de polipropileno con capacidad para 50 mL haciéndola
pasar a través de un filtro Sterivex®-HV de 0.45-um. Cada recipiente fue sellado
herméticamente y etiquetado debidamente (niumero de muestra, fecha y hora de
muestreo, punto de muestreo), y finalmente fueron conservadas en hieleras para
garantizar su estabilidad hasta su llegada al laboratorio, en donde fueron colocadas

bajo refrigeracidn a 4 °C hasta su posterior analisis. [15,45]




PARTE EXPERIMENTAL

(TM) -
(TT) .|

(SGR)..
(EDO)..

(CSS)---{-..5

(ESS) . .
i Las Palmas Parcel
(Irrigation time series)

Irrigation District 112
Irrigation District 03
Irrigation District 100
N s s
3 N i Sampling locations
2t
-1 )
<) J | Contour lines
& |
W T
(-1 3 ‘ 5
- -| “4| Wastewater emissor
" Te | w
" “I\\| Rivers
4 : [ | ®| Towns
e, City hd

Figura 14. Localizaciéon de los sitios de muestreo de agua residual del canal de riego en Las

Palmas, LPC (Imagen tomada de Guédron et. al. 2014).
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4.1 Desarrollo del método cromatografico

4.1.1 Optimizacion de las condiciones cromatograficas para la determinacién

simultanea de los iones Na*, NH,", K*, Ca** y Mg**

4.1.1.1 Evaluacion de la columna C4 100

Al utilizar la columna C4 100 y como fase mavil la mezcla de acido nitrico 1.7 mM vy
acido dipicolinico 0.7 mM, fue posible realizar la adecuada separacién y deteccién de
los componentes de una disolucién que sélo contenia a los cinco analitos de interés en
una concentracién de 10 mg/L de cada uno de ellos, en un tiempo de analisis total
relativamente corto, de alrededor de 15 minutos. En la figura 15 se muestra el

cromatograma obtenido.

200.0 4
NH,*
€ Na*
s
-
§ 1000 - K" Mg2*
<L

Ca2t+

ol LI

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0

Tiempo

{min)

Figura 15. Cromatograma obtenido con la columna C4 100 de un estandar de 10 mg/L de los

cinco cationes de interés (flujo de fase mévil de 0.9 mL/min y volumen de inyeccién = 10

uL).

En el cromatograma se puede observar que al trabajar con un nivel de concentracion
igual a 10 mg/L de cada catidn, se puede obtener una buena separacion y deteccion

de los cinco analitos de interés. Sin embargo, al trabajar con estandares de mayor




RESULTADOS Y DISCUSION

concentracion de los cationes de estudio, se presentd el traslape de las senales
generadas por los iones sodio y amonio. En la figura 16 se presenta el cromatograma
obtenido al inyectar un estandar que contenia 50 mg/L de cada uno de los cationes de

interés.

T
400.0 NH,

Na*

300.0

Area (uS/cm)

K+

200.0 ]

100.0
0.0 |
T T
.0 2.0 4.

0.

Mg2+
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T
0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 (min)
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Figura 16. Cromatograma de un estandar de 50 mg/L, flujo fase mévil: 0.9 mL/min, volumen

de inyeccion: 10 pL.

En este cromatograma se puede observar que el traslapamiento de las sefiales
generadas por el sodio y amonio se incrementa al trabajar con disoluciones de mayor

concentracion de ambos cationes.

El problema de la baja resolucién de estos dos picos resulta ser mas evidente cuando
la relacion sodio/amonio o viceversa se incrementa, debido a que el pico generado
por el analito mds concentrado se va ensanchando y por lo tanto cubre casi en su
totalidad el pico generado por el analito que se encuentra en menor concentracién, el
traslapamiento de seiales se atribuye a que estos dos analitos eluyen en tiempos
cercanos, con una diferencia en el mejor de los casos de 0.4 minutos. Este

inconveniente no pudo ser eliminado aun cuando se trabajé con un flujo de fase movil
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menor a 1 mL/min y se diluyd la composicion de la mezcla de acidos: nitrico y

dipicolinico.

4.1.1.2 Evaluacion de la columna C6 250

Debido a lo obtenido en el punto anterior, se trabajo con la columna C6 250. En esta
ocasion se utilizé como fase mévil una mezcla de acido nitrico y acido dipicolinico con
una concentracién igual a 1.7 mM de cada uno. Al utilizar esta columna, aunque con
un incremento del tiempo total de andlisis, ahora de 45 minutos, se pudo realizar de
mejor forma la separacién y deteccién de los cinco analitos de interés, ya que la
diferencia de los tiempos de retencion entre sodio y amonio fue en este caso de 2

minutos.

En la figura 17 se muestra el cromatograma obtenido cuando se inyectd un estandar

de 10 mg/L que contenia los cinco cationes de trabajo y analizado bajo las condiciones

propuestas.
NH,*
T 40.0- Na*
o
8)3-, Mg2+
: i
< K* Ca2t
20.0
0.0 '_1 J L—_\—J L—j s =
= T
0.0 8.0 16.0 24.0 32.0 400  min
Tiempo

Figura 17. Cromatograma obtenido con la columna C6 250 de un estandar de 10 mg/L de los

cinco cationes de interés (flujo de fase mévil de 0.9 mL/min y volumen de inyeccién = 10

uL).
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En este cromatograma se puede observar que los cinco cationes presentan una buena
separacion y detecciéon. Como se menciond con anterioridad, las sefiales generadas
por los iones sodio y amonio no se encuentran tan cercanas, disminuyendo con ello la
posible coelucién, como lo fue en el caso de la columna C4 100. Sin embargo, fue
necesario evaluar con esta metodologia disoluciones mas concentradas de los
cationes de trabajo (50 y 100 mg/L). Al obtener los cromatogramas no se observo la

coelucién de los iones sodio y amonio, para estos dos niveles de concentracion (Fig.

18).
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0.0 4.0 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 28.0 32.0 36.0 40.0 44.0 min

Tiempo

Figura 18. Cromatogramas de estandares de a) 50 y b) 100 mg/L, flujo fase maévil: 0.9

mL/min y volumen de inyeccién: 10 pL.

Al trabajar con esta columna se observd que se pueden determinar y separar de
forma simultanea, y sin algun tipo de interferencia, los cinco cationes de interés hasta
concentraciones alrededor de los 100 mg/L. También se observé que los iones sodio y
amonio no presentan coelucidon en estos niveles de concentracién, por lo que se
puede decir que la columna C6 250 presenta un mayor poder de separacion y

eficiencia con respecto a la columna C4 100.
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4.1.2 Parametros cromatograficos de las fases estacionarias

4.1.2.1 Evaluacion de la columna C4 100

Al trabajar con la columna C4 100 y la composicién establecida de la fase movil (HNO3
1.7 mM vy acido dipicolinico 0.7 mM), a partir del cromatograma obtenido al analizar
una muestra de 10 mg/L de cada catién (flujo = 0.9 mL/min), se hicieron los calculos
correspondientes para obtener los pardmetros cromatograficos mas importantes para
los cinco cationes de interés, esto para verificar que las condiciones establecidas
fueran las dptimas para llevar a cabo la separacién. En las tablas 4 y 5 se muestran los

resultados correspondientes.

Tabla 4. Parametros cromatograficos obtenidos para la columna C4 100.

Tiempo de
Tiempo Tiempo de Factor de
retencion Selectividad Resolucion
muerto retencion capacidad
corregido tg

ty (min) tgr (min)

Mg®* 11.9 10.9 10.9 e

Tabla 5. Evaluacidn de la eficiencia de la columna C4 100.

Nidmero de platos  Altura equivalente a un plato

Analito
tedricos (N) tedrico (H, en mm)
Na* 1366 0.07
NH, 1444 0.07
K* 1878 0.05
ca® 1067 0.09
Mg 803 0.12
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4.1.2.2 Evaluacion de la columna C6 250

Al trabajar con la columna C6 250 y la composicién establecida de la fase mévil (HNO3
y acido dipicolinico 1.7 mM cada uno), a partir del cromatograma de una disolucién de
10 mg/L (flujo = 0.9 mL/min), se prosiguié con el cdlculo de los parametros
cromatograficos mas importantes para los cinco cationes de interés, esto para
verificar que las condiciones establecidas fueran las éptimas para llevar a cabo la

separacion. En las tablas 6 y 7 se muestran los resultados correspondientes.

Tabla 6. Parametros cromatograficos obtenidos para la columna C6 250.

Tiempo de
Tiempo Tiempo de Factor de
retencion Selectividad Resolucion
Analito muerto retencion capacidad
corregido tp (o)
ty (min) tg (min)
Na* 12.0 9.7 4.2 : :
1.2 2.5
NH," 14.0 11.7 5.1
1.7 6.4
K 2.3 21.8 19.5 8.5
1.4 3.8
Cca 29.0 26.7 11.6
1.5 4.6
Mg** 42.0 39.7 17.3 - -

Tabla 7. Evaluacion de la eficiencia de la columna C6 250.

Numero de platos Altura equivalente a un plato
Analito
tedricos (N) tedrico (H, en mm)
Na* 2421 0.10
NH," 2604 0.10
K 4226 0.06
ca? 2262 0.11
Mg** 2807 0.09

La FDA (FDA, CDER, 1994 [46]) recomienda que para validar un método para

cromatografia de liquidos de alta resolucidn, el valor del factor de capacidad (k') debe
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ser mayor que 2; se debe presentar una selectividad (@) mayor a la unidad (de
preferencia mayor a 1.2) y existir una resolucién mayor a 2 (Rg > 2) entre los dos
picos mas comprometidos, ya que asi se obtiene una cuantificacién aceptable y por
ultimo, el nimero de platos tedricos (N) debe ser mayor que 2000, ya que éste tiene

una estrecha relacion con la eficiencia de la columna.

Por lo mencionado anteriormente y con base en los resultados obtenidos, se puede
decir que con ambas columnas se puede lograr una buena separacién ya que los
valores obtenidos en la selectividad (a) son mayores a la unidad, pero en el caso de la
columna C4 100 los picos generados por el sodio y el amonio se encuentran

comprometidos a niveles de concentracion mayores a 10 mg/L.

El factor de capacidad (k') nos da informacion sobre el grado de interaccion entre los
cinco cationes y la fase estacionaria, a valores mayores de k' el cation serd mas
retenido. En ambos casos los valores de k' son mayores que dos, lo que indica que los
cinco cationes presentan interaccion con la fase estacionaria. A partir de los valores de
k' calculados se observa que la columna C6 250 presenta mayor interacciéon con cada
uno de los cinco cationes, y a su vez el orden de interaccién que presenta es: Mg2+ >
Ca’* > K" > NH," > Na’, ya que la fase estacionaria interacciona fuertemente con

iones de mayor carga, menor radio hidratado y mayor polarizabilidad.

La resolucion (Rg) nos da informacion sobre el grado de separacion entre dos picos y
entre mayor sea su valor, mejor serd la separaciéon entre dos picos. A partir de los
valores de Ry determinados para la columna C4 100, es evidente que no se lograria
una buena separacion entre los picos generados por el sodio y el amonio (sobre todo
en disoluciones con mayor concentracion de estas especies), por lo que resultaria
complicado realizar un analisis cuantitativo a concentraciones mayores a 10 mg/L. En
cambio para la columna C6 250 el valor de resolucién determinado indica que es

posible la separacién adecuada de los cinco cationes de estudio.
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Al realizar el analisis de la eficiencia de las dos columnas, se puede observar que la
columna C4 100 presenta valores de N menores a 2000 y la columna C6 250 presenta
valores de N mayores a 2000, de tal manera que la columna C4 100 no cumple con el
valor recomendado para N. Por tal motivo la columna C6 250 resulta ser mas eficiente
qgue la columna C4100. Para ambas columnas los valores de H son similares y
pequeios. El valor de H se recomienda que sea pequefio, ya que al tener valores
pequeiios de H se generan picos estrechos, con lo que se pueden mejorar las

separaciones.

Como la columna C4 100 no cumple con todos los valores recomendados de o, Rs, N y
Hy por ende no logra separar de manera adecuada los analitos comprometidos (sodio
y amonio), mientras que la columna C6 250 si lo hace, se decididé seguir trabajando

con ésta y proceder con la validacion de la metodologia.

4.2 Validacion del método cromatografico

4.2.1 Evaluacion del blanco
Para poder llevar a cabo la validacién de la metodologia propuesta, como primer paso
se realizé el andlisis de un blanco, el cual sélo contenia agua ultrapura, resistividad

18.2 MQecm a 25 °C, el cromatograma correspondiente se presenta en la figura 19.
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Figura 19. Cromatograma obtenido del blanco en las condiciones 6ptimas de trabajo.
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Al obtener el cromatograma correspondiente al blanco se puede observar un pico
muy pequeiio, el cual se atribuye al ion sodio, y se observd que no afectaba
significativamente en los resultados obtenidos posteriormente, por lo que se decidid

continuar con la validacién del método cromatografico.

4.2.2 Intervalo lineal

Se prepararon disoluciones con 10 niveles de concentracidn, cada disolucion se realizd
por triplicado. En el Anexo | se presentan los cromatogramas obtenidos con los
estandares en los diferentes niveles de concentracion y en el Anexo Il sus respectivos

indices de coleo.

A partir de los cromatogramas obtenidos para cada disolucién, se procedio a integrar
el area bajo la curva del pico correspondiente a cada analito, para posteriormente
realizar los gréficos de calibracion y el andlisis de regresion lineal. Los resultados se
trabajaron a un nivel de confianza del 95 %. En la tabla 8 se presentan los pardmetros

de: intervalo lineal, pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlacién.

Tabla 8. Analisis de regresion lineal para los cinco cationes (n = 3).

Intervalo lineal de

Ordenada al Coeficiente de
Analito concentracion Pendiente (m)
origen (b) correlacion (r)
(mg/L)
Na* 0.3-100 80270 + 800 58000 = 29000 0.9997
NH," 0.2-100 88240 + 150 6200 + 5800 0.9999
K 0.5-100 40330 + 190 8000 £ 7900 0.9999
ca?t 1-100 61110 £ 400 16000 + 18000 0.9999
Mg2+ 0.1-100 142590+ 470 | -14000 = 16000 0.9999

Los graficos de calibracion para cada uno de los cinco cationes de estudio se muestran

en la figura 20.
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Figura 20. Graficos de calibracion obtenidos para los cinco analitos de estudio.

A partir de los datos obtenidos se observa que para cada curva de calibracién se tiene
gue el modelo matemadtico que describe mejor su comportamiento es el de la forma
y=mx + b (respuesta del detector = m * concentracion + b). El valor de la
pendiente de la recta es mayor a cero (m > 0), lo cual indica que el detector es
sensible a los cambios de concentracién (ver Anexo lll). Para conocer si existe una
relacion lineal entre la respuesta del detector y la concentracién de analito, se
utilizaron los valores del coeficiente de correlacion (r), el cual se sugiere sea > 0.999,
este valor indica que la sefial generada por el detector es proporcional a la

concentracion, y esto se cumple para los cinco analitos en estudio.

4.2.3 Precisién

La repetibilidad del sistema cromatografico se evalud para tres niveles de
concentracion, estas disoluciones se prepararon 5 veces de manera independiente.
Los resultados obtenidos de los valores de desviacién estandar relativa (% RSD) se

muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Evaluacion de la precision en tres niveles de concentracion (n = 5).

concentracién (mg/L) | Na* | NH," | K* | ca** mg*
1 30| 29 |11 24 2.2
25 16| 1.7 |19 | 15 1.3
75 02| 03 |04]| 06 | 0.3

Taverniers et al. 7]

recomiendan que para que un sistema de medicidn se considere
preciso, los valores obtenidos de % RSD deben ser menores que 3. Para los cinco
cationes se obtuvieron valores de % RSD < 3 por lo que se puede decir que se cuenta

con un sistema de medicidn preciso.

4.2.4 Exactitud
La exactitud del método desarrollado se evalud en tres niveles de concentracion, las
disoluciones también se elaboraron por quintuplicado. Los porcentajes de exactitud

obtenidos se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Determinacion de la exactitud en tres niveles de concentracion (n = 5).

Concentracion (mg/L)
Na* NH," K ca® mg**
5 98.0+1.3 | 98.6+2.7 [ 108.0+2.0 | 104.2+3.4 | 101.7+£4.0
50 110.3+3.1 | 103.6+2.8 | 111.0+2.7 | 110.2+2.9 | 104.4+3.8
100 1145+04 | 106.6+0.3 | 114.1+0.3 | 114.0+£0.5 | 108.4+£0.5

Taverniers et al. *”]

recomiendan que para que un sistema de medicién se considere
exacto, los valores obtenidos de % exactitud se deben de encontrar en el intervalo de
(100 £ 10) %. Para los cinco cationes analizados, los valores de % exactitud calculados
se encuentran dentro de este intervalo, por lo que se puede decir que también se

cuenta con un sistema de medicidon exacto.
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4.2.5 Limites de deteccion y cuantificacion experimentales

Debido a que al realizar el analisis del blanco (Fig. 18) no se observan los picos
generados por los iones de interés a excepcién del ion sodio, y con el objetivo de
determinar los valores del limite de deteccidon y cuantificacién se procedié en la
elaboracién de disoluciones que presentaran concentraciones pequefas de los cinco
cationes de interés y se realizaron siete inyecciones de cada disolucion.
Posteriormente se realizaron los calculos correspondientes para obtener los valores

de LOD y LOQ, los cuales se encuentran en la tabla 11.

Tabla 11. LOD y LOQ determinados para los cinco analitos de interés (n = 7).

Limite de deteccion Limite de cuantificacion
Analito
LOD (mg/L) LoQ (mg/L)
Na* 0.14 0.56
NH,* 0.04 0.05
K* 0.28 0.60
ca® 0.10 0.50
mg* 0.09 0.24

Los valores de LOD y LOQ se reportan de acuerdo con lo establecido por Miller y Miller: LOD =

X+3syLOQ=x+10s.

Con base en los resultados obtenidos se puede observar que para los cinco cationes se
tienen valores de LOD y LOQ menores que 1 mg/L, lo cual indica que el sistema
cromatografico es capaz de detectar muy pequeiias concentraciones. Los valores de
LOQ indican que el método es capaz de cuantificar concentraciones del orden de los
mg/L de los cationes en estudio de forma confiable, ademas estos valores son muy
cercanos a la concentracién mas baja que forma parte de su respectivo intervalo lineal

de concentracion.
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4.3 Aplicacion del método cromatografico desarrollado

4.3.1 Recobros

Para poder evaluar el desempeifio del método propuesto, se seleccionaron vy
analizaron 13 muestras acuosas ambientales presentes en el laboratorio. Antes de
cada analisis las muestras reales fueron filtradas y analizadas en dos condiciones
diferentes: 1) sin adicion de los cinco cationes Na*, NH,", K', Ca** y Mg*; y 2)
adicionadas con una concentracién de 10 mg/L de los cinco cationes Na®, NH,4", K,
ca® y Mg2+. Las muestras adicionadas se elaboraron por triplicado. Los resultados se

muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Analisis de recobros para los cinco cationes en muestras reales (n = 3).

% recobro
Clave de muestra

Na* NH,” K ca* wmg*

M1 89.7 | 80.5 | 93.0 | 95.2 | 109.2
M2 88.5 | 101.9|96.7 | 96.0 | 101.4
M3 87.5 | 80.8 | 95.4 | 99.8 | 108.5
M4 97.8 | 84.4 |90.6 | 83.0 | 92.7
M5 89.1 | 82.5 | 88.5| 88.9 | 94.3
M6 99.4 | 81.6 | 869 | 90.1 | 96.2
M7 103.4 | 80.4 | 86.5| 93.3 | 98.3
M8 949 | 86.2 | 87.4| 853 | 95.2
M9 93.8 | 83.0 | 97.2 | 100.7 | 103.5
M10 90.5 | 83.2 | 95.2 | 101.9 | 106.9
M11 81.1 | 84.4 | 815 | 87.8 | 92.8
M12 110.5 | 86.6 | 88.1 | 86.2 | 94.3
M13 100.4 | 82.5 | 82.4| 87.2 | 95.9
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4.3.2 Evaluacion de interferencias: selectividad del ion amonio

Para poder evaluar la selectividad del sistema cromatogréfico desarrollado sobre la
deteccion del ion amonio, el ion con la deteccién mas critica debido a sus bajos
valores de concentracién y el posible traslapamiento de su sefial con la del ion sodio
presente en altas concentraciones en las muestras de agua residual, fue necesario dos
experimentos: 1) el primero consistid en el andlisis con la metodologia propuesta de
muestras reales que no contienen amonio y 2) su posterior andlisis cuando éstas
fueron fortificadas con 10 mg/L de ion amonio. En la figura 21 se muestran los

cromatogramas obtenidos de dichos anlisis.

a) Muestra sin fortificar
Ausencia de interferencias

|

b) Muestra fortificada

Respuesta del detector

2.0 6.0 8.0 12.0 14.0 16.0
min
Tiempo

Figura 21. Evaluacidn de la selectividad en el analisis del ion amonio.

En la figura se puede observar que en el cromatograma de la muestra sin fortificar no
hay presencia de una sefial en el tiempo de retencién que corresponde al ion amonio,
mientras que en la fortificada se aprecia la sefal debida a éste. Con base en estos
resultados se puede decir que se cuenta con un método de analisis libre de

interferencias.
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4.3.3 Evaluacion de la coelucién (sodio y amonio)

Para poder evaluar el alcance de la metodologia propuesta en el presente trabajo, se
realizé el andlisis de varias disoluciones que presentaban diferentes relaciones sodio
amonio y cuyos resultados indicaran la relacién maxima que el sistema cromatografico

podia resolver. En la figura 22 se muestran las relaciones sodio:amonio evaluadas.

(1S/cm)

200.0

& N

150.0;

100.01

50.0

0.0

T

8.0 10.0 12.0 140  min
Tiempo

Figura 22. Relaciones sodio-amonio evaluadas: a) 1:1, b) 10:1, c) 100:1 y d) 1000:1.

En esta figura se puede observar que en las cuatro relaciones evaluadas, aun en la que
existe mil veces mas sodio en relacion al amonio, es posible lograr la adecuada
separacion cromatogréfica de los 2 analitos comprometidos y no existe alguna posible
interferencia al momento de realizar su cuantificacién. Por lo que se cuenta con un

método de andlisis lo suficientemente selectivo.
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CONCLUSIONES

Se desarrollé una metodologia confiable por medio de cromatografia de iones

con deteccién conductimétrica, para la determinacion simultdnea de cinco
. + + + 2+ 2+ . T

cationes: Na’, NH4", K', Ca”™" y Mg, en un tiempo de andlisis de alrededor de

45 minutos, el cual permite cuantificar concentraciones menores a 1 mg/L de

cada cation.

Se optimizaron los parametros cromatograficos (fase estacionaria,
composicion de la fase movil) para obtener las mejores condiciones de
separacion y cuantificacion simultanea de los cationes Na*, NH,", K*, Ca** vy

Mg?*.

Se determind que la fase estacionaria que presenta el mejor desempefio para
llevar a cabo la determinaciéon de los analitos de interés es la columna C6 250,
ya que ésta permite la separacién adecuada de los cinco cationes de interés,
aun cuando la relacién de concentraciones de los analitos mas comprometidos
(sodio y amonio) es muy grande, encontrandose que aun existiendo mil veces
mas sodio en relacién al amonio, es posible lograr la adecuada separaciéon

cromatografica de estos 2 analitos (Rs = 2.5).

Se obtuvieron los pardmetros tipicos de un proceso de validacién como lo son:
el intervalo lineal, la precisién, la exactitud, los recobros y los limites de
deteccion y cuantificacion. Para todos los cationes, el intervalo lineal es de al
menos dos 6rdenes de magnitud, los valores de % RSD (< 3 %) indican que es
preciso, los valores de exactitud (98 - 114.5 %) indican que el método es
exacto, mientras que los valores de recobro (80.4 - 110.5 %) indica la ausencia

de interferencias de matriz en las muestras de agua residual.

Se logrd determinar que el orden de retencion que presentan los cationes
. . . + + + 2+ 2+ .
hacia la fase estacionaria es Na” < NH;" < K" < Ca” < Mg, con un tiempo de

retencién de 12, 14, 22, 29 y 42 minutos respectivamente.







ANEXO |

Cromatogramas obtenidos para el intervalo lineal en las condiciones 6ptimas de trabajo.
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ANEXO Il

indice de coleo calculado al 10 % de altura de pico

Cromatograma de la figura 15

NH4+ K+ ca2+ Mg2+

indicedecoleo| 1.0 | 1.0 10| 15 | 25

Cromatograma de la figura 16

Na* NH," K* | ca®* | mg*

indice de coleo | pico traslapado | pico traslapado | 1.5 | 2.3 | 3.3

Cromatograma de la figura 17

NH4+ I(+ Ca2+ Mg2+

indicede coleo | 1.0 | 1.0 [1.0| 1.5 | 2.0

Cromatogramas de la figura 18

indice de coleo

100 10| 1.0 |2.0| 5.0 | 10.0
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Cromatogramas obtenidos para los graficos de calibracion (Anexo 1)

indice de coleo

0.5 10| 10 (10| 10 | 1.0
1 10| 10 (10| 10 | 1.0
5 10| 10 (10| 10 | 13
10 10| 10 (10| 15 | 2.0
20 10| 10 (10| 20 | 3.0
30 10| 10 (10| 20 | 4.0
50 10| 1.0 15| 20 | 40

100 10| 1.0 [2.0| 5.0 | 10.0




ANEXO I

Pruebas de hipétesis sobre la pendiente (curvas de calibracion)

Hipdtesis nula, Hg

Curva de calibracién Na*
m = 80270, riesgo a = 0.05
Ho :m=0

Hi:m>0

Curva de calibracién NH,"
m = 88240, riesgo a = 0.05
Ho :m=0

Hi:m>0

Curva de calibracion K*
m = 40330, riesgo a. = 0.05
Ho :m=0

Hi:m>0

Curva de calibracién Ca**
m = 61110, riesgo a = 0.05
Ho :m=0

Hi:m>0

Curva de calibracién Mg
m = 142590, riesgo a = 0.05
Ho :m=0

Hi:m>0

Hipdtesis alterna, H;

tca| = 210.43
ttabla = 1.72

teal > tiabia pOr lo que se rechaza Hg

taa = 1207.63
taba = 1.71

teal > tiabia pOr lo que se rechaza Hg

tca = 449.92
trabla = 1.72

teal > tiabia por lo que se rechaza Hg

tea = 318.57
trabla = 1.73

teal > tiabia PO lo que se rechaza Hg

ta =617.96
tiabla = 1.69

teal > tiabia POr lo que se rechaza Hg
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