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I. RESUMEN.

Se evaluaron las condiciones analiticas para el desarrollo del método determinacion de
aniones en agua naturales por cromatografia idnica directa, tales como: tiempo de

andlisis, conductividad y pH de la fase movil.

Se evaluo el modo de integracion automatica realizado por el software con respecto a la
integracion manual, comparando los parametros de regresion obtenidos por analisis de
regresion lineal ponderado (ARLP), comprobando que los resultados entre ambas
integraciones no son significativamente diferentes, por tanto se procedié a trabajar con

las integraciones de las areas realizadas por el software del equipo cromatografico.

Se realizo una evaluacion de los parametros analiticos para el desarrollo del método:
repetibilidad de la medicion, linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion y
porcentaje de recuperacion, obteniendo una buena linealidad con un coeficiente de

determinacion (r°) para fluoruro 0.9886, cloruro 0.9999, nitrito 0.9997 y nitrato 0.9996.

A las curvas de calibracion, se les realizd un estudio de repetibilidad utilizando una
carta de control que considera los valores obtenidos para el intercepto (by) y la

pendiente (b;), comprobando que no existe repetibilidad en diferentes dias.

Los limites de deteccion y los limites de cuantificacion fueron respectivamente para los
aniones: fluoruro 0,383 mg/l y 1,166 mg/l, cloruro 0,245 mg/l y 0,747 mg/l, nitrito
0,100 mg/l y 0,301 mg/1, nitrato 0,399 mg/l y 1,215 mg/1.

Finalmente se calculo el porcentaje de recuperacion para cloruro y nitrato obteniendo
89,65% y 117,5% respectivamente, valores que estan dentro del rango de porcentaje de

recuperacion recomendado para las metodologias analiticas.



II. INTRODUCCION.

Muchas sustancias provenientes de las diferentes actividades humanas, pueden
incorporarse a las aguas de abastecimiento de una determinada poblacion, ocasionando

de esta forma, contaminacion que ponen en riesgo la salud de sus habitantes.

Las aguas superficiales son mas susceptibles a la contaminacion que las aguas
subterraneas y ¢ésta suele ser evidente y de efectos adversos inmediatos. La
contaminacion de fuentes subterraneas es por el contrario, un proceso inicialmente
inadvertido pero de efectos mucho mas persistentes, y técnicamente dificiles de

remediar.

En el andlisis fisico quimico del agua, la determinacion y cuantificaciéon de aniones es
de gran interés, ya que la informacion generada de dichos analisis resulta ser clave en la
evaluacion de la calidad del agua, de la cual depende en gran medida la calidad de vida
de la poblacion humana, debido a que algunos de estos aniones, al encontrarse en
elevadas concentraciones o en presencia de otros compuestos pueden llegar a causar

efectos nocivos a la salud y al medioambiente.

Concentraciones altas de cloruro pueden contribuir a la salinizacion de las aguas; altas
concentraciones de nitrato pueden ser una consecuencia del uso de fertilizantes

sintéticos que contiene este i6n, como nutriente de las plantas. '

Los iones fluoruro, cloruro, nitrito y nitrato pueden ser determinados de forma
individual por métodos convencionales: colorimétricos, volumétricos o
espectrofotometrico. El uso de estos métodos exigen mayor tiempo de andlisis requiere
algunas veces procesos de preparacion de la muestra. La cromatografia idnica permite
la determinacion simultdnea de los aniones de interés en una muestra en una sola etapa,

requiriendo de esta manera, menos tiempo para el analisis.

Con el presente trabajo se pretende identificar y evaluar los factores que pueden influir
en el desarrollo del método analitico: repetibilidad, reproducibilidad, linealidad,
intervalo dindmico lineal, porcentaje de recuperacion, de un método de analisis por
cromatografia idnica sin columna supresora o de modo directo, para la determinacién

simultanea de aniones en muestras de aguas naturales.



III. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

4 Identificar y estudiar los factores que afectan el desarrollo del método.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

# Determinar las condiciones analiticas 6ptimas para el andlisis de aniones: fluoruro,
cloruro, nitrito y nitrato en agua por cromatografia de intercambio idénico sin columna

supresora.

# Evaluar los pardmetros analiticos que afectan el desarrollo del método; repetibilidad,

linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion y exactitud.



IV. MARCO TEORICO.
IV.1 GENERALIDADES.

El agua es uno de los elementos de mayor importancia para los seres vivos y su entorno,

la calidad 6ptima del agua es un factor esencial para satisfacer las necesidades humanas.

Las aguas naturales son objeto de permanentes analisis, debido a que son expuestas a
contaminacion por diferentes compuestos quimicos, los contaminantes pueden ser no
toxicos o inofensivos a medida que no provoquen dafios irreversibles, tanto a la fuente

de agua como en la salud de los seres vivos.

Muchos de los contaminantes del agua son de caracter toxicos, éstos pueden hacerla
inadecuada para sus diferentes usos en la actividades cotidianas, los aniones en elevadas
concentraciones son causantes en gran parte de este tipo de contaminacion. Por este
motivo se han establecido normas (CAPRE, OMS) que regulan los niveles méaximos de
concentracion permisibles en que deben encontrarse estos aniones, estas normas sirven
de guia para organismos gubernamentales y no gubernamentales, ministerio de salud u
otras entidades que se dedican al estudio de los parametros fisicoquimicos y el grado de

toxicidad en las aguas.
IV.2 PARAMETROS FiSICOS-QUIMICOS.

El objetivo de realizar un andlisis fisico-quimico es obtener informacién adecuada para
definir los criterios de la calidad de las aguas naturales. Los parametros fisico-quimicos
a considerarse dependen de la procedencia de la muestra de agua de interés y del uso
que se pretenda darle.

Importancia de los parametros analiticos a considerar:

Fluoruro.

El fluoruro se caracteriza por tener una solubilidad limitada y contribuye ligeramente a
la alcalinidad del agua, se hidroliza ligeramente. El fluoruro juega un papel muy
importante en la conservacion de la dentadura, a una concentracion de 1 mg/l reduce la
posibilidad de caries dental sin producir efecto toxicos, y a concentraciones superiores a
1.5 mg/l pueden causar fluorosis (hipomineralizacién del esmalte dental por aumento

de la porosidad) *



Cloruro.

Los cloruros son unas de las sales que estan presentes en mayor cantidad en todas las
fuentes de abastecimiento y drenaje. El sabor salado de las aguas, producido por los
cloruros, es variable y dependiente de la composicion quimica del agua, cuando el
cloruro esta en forma de cloruro de sodio, el sabor salado es detectable a una

concentracion de 250 ppm de NaCl.

La concentracion de cloruros en aguas es un pardmetro importante relacionado con su
utilizacion. Los cloruros en aguas naturales provienen de los cloruros lixiviados de las
rocas y de los suelos con los que ella tiene contactos. En dareas costeras, la
concentracion de cloruros puede provenir de la intrusion de las aguas salinas. Otras
fuentes potenciales de cloruros son las descargas de aguas residuales domesticas,

industriales y agricolas a las aguas superficiales.”

Nitritos.

Los nitritos pueden estar en las aguas, por la reduccion de los nitratos o por la
oxidacion del amoniaco en este caso es casi seguro que su presencia se deba a una
contaminacion reciente en las aguas. El nitrito tiene accion hipotensiva ya que oxida el

hierro de la hemoglobina en la sangre e impide el transporte del oxigeno.

En las aguas subterraneas, se pueden encontrar nitritos como consecuencia de la
existencia de un medio reductor ya que es inestable y se oxida facilmente. Igualmente
cuando contiene nitrato esta en contacto con metales facilmente atacables, ya sea a pH

alcalinos o acidos, se pueden presentar nitritos.

Desde el punto de vista de los usos del agua, la presencia de nitritos en concentraciones
elevadas la impotabiliza, debido a que su presencia indica una contaminacion, con la

consiguiente presencia de organismos patogenos.



Nitratos.

Actualmente existen en zonas aledafias a las pilas de tratamientos de aguas residuales
un alto indice de contaminacidn por nitratos en las aguas naturales, esto representa un

problema serio en la poblacion que no poseen agua potable.

En el transcurso de los afos, los efectos de las practicas agricolas, se han percibido en
el medio ambiente, sobre todo en las zonas de cultivo. Los excesos de abonos
nitrogenados, y su posterior arrastre, por las aguas de lluvia o riegos, provocan

concentraciones elevadas de nitratos, en aguas superficiales y subterraneas.

Las principales fuentes de contaminacion de las aguas superficiales y subterrdneas por
nitratos, son la agricultura, ganaderia, aguas residuales urbanas e industriales, no
estando asi clasificadas por ningin orden de importancia a la hora de evaluar sus
secuelas en la naturaleza. En raras ocasiones el nitrato puede proceder de los minerales
del suelo y de las aguas de lluvia que pueden contener nitrato provenientes del oxido de

nitrogeno y del amoniaco presentes en la atmosfera. ™

Las aguas de consumo con concentraciones altas de nitrato, puede alterar la salud del
ser humano, por eso es importante regular las concentraciones de nitrato en las aguas
naturales, altas concentraciones de nitratos produce cianosis y trasmiten corrosividad
(oxidaciones) al agua. En los lactantes, en los que la acidez del estomago es
normalmente muy baja, se favorece la proliferacion de bacterias que reducen el nitrato a
nitrito. En determinadas circunstancias, se puede producir una alteracion conocida como
metahemoglobinemia, originada por la reaccion del nitrito con la hemoglobina de la
sangre, con formacion de hierro ferroso y generacion de metahemoglobina, que
imposibilita el transporte de oxigeno, pudiendo dar lugar a un proceso de consecuencias

fatales."



En el siguiente grafico se muestra como el nitrato entra en el agua via el ciclo del

nitrogeno, mas que a través de los minerales disueltos.

Figura. 1: Ciclo del nitrégeno.
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IV.3 NIVELES MAXIMOS PERMISIBLES DE FLUORURO, CLORURO,
NITRITO Y NITRATO EN AGUAS NATURALES.



A continuacién se presenta un resumen de los niveles aceptables para los aniones

fluoruros, cloruros, nitritos y nitratos presentes en las aguas naturales y los efectos que

provocan en la salud tanto por deficiencia de los mismos como por exceso, estos valores

pertenecen a la ultima edicion (1995) segiin la Organizacion Mundial de la Salud

(OMYS) y la ultima edicion (1994) de las Normas de Saneamiento de Agua Potable para

Centroamérica, Panama y Republica Dominicana (CAPRE)."

Tabla 1. Niveles maximos permisibles (mg/l) en aguas naturales de los iones bajo

estudio..

ANION

NORMAS
OMS

NORMAS
CAPRE

EFECTOS EN LA SALUD

Fluoruro (F)

1.5

1.5

1 mg/l, reduce la posibilidad de caries
dental sin producir efectos toxicos en la
salud.

A concentraciones superiores causa
fluorosis (hipomineralizacion del esmalte
dental por aumento de la porosidad).

Cloruro (Cl)

250

250

Practicamente nulo, pero a niveles
superiores de 250 mg/l, transmiten sabor
salado al agua.

Nitrito (NO, )

A niveles superiores oxida el hierro de la
hemoglobina en la sangre e impide el
transporte del oxigeno

Nitrato (NO3 )

50

50

Produce Cianosis, trasmiten corrosividad
al agua, y causa la enfermedad
metahemoglobinemia en los lactantes.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

CAPRE: Normas de Saneamiento de Agua Potable para Centroamérica, Panama y Republica

Dominicana.




IV.4 METODOS DE ANALISIS PARA LA DETERMINACION DE ANIONES
EN AGUA.

Para la determinacion de aniones en aguas naturales se emplean varios métodos
analiticos recomendados por los Métodos Normalizados para el Analisis de Aguas

Potables y Residuales tales como"":

Método volumétrico (determinacion del anion Cloruro): en el analisis volumétrico,

la concentracion del analito se determina midiendo su capacidad de reaccion con un
reactivo patron. La valoracion implica conocer el volumen de solucidon patron necesario
para llevar a cabo la reaccion completa con el analito, contenido en un peso o volumen

de muestra.

La volumetria es una de las técnicas analiticas de mayor utilidad. Es bastante rapido

aunque el andlisis se divide en varias ramas y permite lograr buena exactitud.

Método argentomeétrico.

En una solucidon neutra o ligeramente alcalina, el cromato potasico (K,CrO4) puede
indicar el punto final de la titulacion de cloruros con nitratos de plata. Se precipita
cloruro de plata cuantitativamente antes de formarse el cromato de plata rojo. Este
método es adecuado para aguas relativamente claras, cuando la porcion de agua titulada

contenga de 0.15 a 10 mg de CL."

Meétodo del nitrato mercurico.

El cloruro se puede valorar con nitrato mercurico Hg (NOs),, por que se forma cloruro

mercurico soluble, ligeramente disociado en la zona de pH de 2,3 a 2,8 la
difenilcarbazona indica el punto final de la valoracion por formaciéon de un complejo

purpura con los iones mercuricos en exceso.

Método potenciométrico.

Se determina el cloruro por titulacién potenciométrica con solucion de nitrato de plata
(AgNO3) y un conjunto de electrodo de vidrio y plata-cloruro de plata. Durante la

valoracion se utiliza un voltimetro electrénico para detectar el cambio de potencial



entre los dos electrodos. El punto final de la valoracién es la lectura del aparato a la que
se produce el maximo cambio de voltaje para un
incremento pequefio y constante del nitrato de plata anadido. Es adecuado para muestras

turbias o coloreadas cuando el punto final podria ser dificilmente observable. "

Método Espectrofotometrico (determinacion del anion nitrato, nitrito y fluoruro).

Uno de los métodos fisicoquimicos mas empleados en analisis es el de la medida de la
absorcion de energia radiante. EI método es en general, aplicable a las determinacion
exacta de cantidades de constituyentes muchos menores que con los métodos

gravimétricos o volumétricos.

Método SPADNS para la determinacion de fluoruro:

El método Colorimétrico SPADNS se basa en la reaccion entre fluoruros y una laca
coloreada de circonio. El fluoruro reacciona con la laca coloreada, disociando una parte
de ella para dar un anion complejo incoloro (ZrF2'6) y el colorante. Al aumentar
contenido de fluoruro, el color producido se hace cada ves mas palido la tasa de
reaccion entre los iones fluoruros y circonios tienen una gran influencia de la acidez de

la mezcla reaccionante. Presenta un margen analitico comprendido entre 0 y 1.40 mg/l
de F, con un desarrollo de color virtualmente instantaneo. La determinacion de color

habra de realizarse fotométricamente.

Método de Zambelli para la determinacion de nitrito:

El nitrito (NO ;) se determina por la formacién de un colorante azo purpura rojizo,

producido a pH 2 - 2.5 por acoplamiento de sulfanilamida diazotizada con

diclorohidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina (diclorohidrato de NED).El rango de
aplicacion del método para medidas espectrofotométrica es de 10 a 1000 pg de NO »-

N/L.

Meétodo Ultravioleta Selectivo para la determinacion de nitratos:




Esta técnica se utiliza solamente en muestras con bajo contenido en materia organica, es

decir, aguas naturales incontaminadas y suministros de agua potable. La curva de
calibrado de NO3  verifica la ley de Beer hasta las 11 mg N/I.

La medida de la absorcion UV a 220 nm hace posible la determinacion répida de
nitrato. Dado que la materia orgédnica disuelta puede absorber también a 220 nm y

nitrato no lo hace a 275 nm, se puede utilizar una segunda medida a 275 nm para

corregir el valor de nitrato. *'

Método de la Brucina para la determinacion de nitratos:

Este método se basa en la reaccion de los iones nitratos de una muestra de agua con la
brucina en un medio &cido sulftrico formandose un complejo de color amarillo medible
a410 nm.

La intensidad del color amarillo es proporcional a la concentracion del i6n nitrato de la

muestra.

Método Cromatografico (determinacion de aniones fluoruro, cloruro, nitrito,

nitrato):

La cromatografia idnica como una técnica innovadora, es uno de los métodos mas

eficaces para la determinacion simultanea de aniones, se lleva acabo mediante el empleo
de un medio acuoso i6nico como fase mévil y una resina de intercambio i6nico como
fase estacionaria, y un detector de conductividad. El desarrollo cromatografico se
produce tras introducir la muestra por el sistema de inyeccion de la columna.
Seguidamente, se hace circular la fase mévil de forma continua, arrastrandose asi los
componentes de la muestra, los cuales se distribuyen entre la fase movil y Ia

estacionaria segun los valores de sus coeficientes de distribucion.

Los compuestos de una mezcla se separan porque su distribucion entre la fase mévil y la
estacionaria es desigual. Si no existiese interaccion entre los compuestos y la fase
estacionaria estos se desplazarian a la misma velocidad que la fase moévil."!

Existen dos métodos de andlisis por cromatografia ionica, ambos bajo la modalidad de
deteccion conductimétrica con o sin columna supresora previa a la deteccion. El uso de
columna supresora es para eliminar o atenuar la conductividad de la fase movil antes de

llegar al detector, sin embargo este método no es muy eficaz debido a que permite una



baja resolucion en los andlisis, produce ensanchamiento de banda y restringe el numero
de inyecciones debido a que este tipo de columna requiere de un regeneramiento
periodico. La cromatografia idnica sin columna supresora es un método mas sencillo y

puede ser usado en el caso que la fase movil presente una baja conductividad. "™

El método de cromatografia idnica sin columna supresora tiene numerosas ventajas
sobre otros métodos tradicionales, esta técnica permite realizar el andlisis de forma
directa de todos los aniones de interés en un solo proceso, requiere menos tiempo de
analisis, alta resolucion, apta para el andlisis cuantitativo, permite realizar analisis de
mezclas complejas eficazmente y evita la necesidad de usar reactivos que contaminan

el medio ambiente.™

IV.5 FUNDAMENTO DE LA CROMATOGRAFIA.

. Que es la cromatografia?

La cromatografia es una técnica de separacion analitica la cual consiste en hacer pasar
un soluto de una fase a otra, donde una fase permanece fija (estacionaria) mientras que

la otra se mueve pasando a través de la primera (fase movil). *

Desarrollo cromatografico.

El siguiente esquema general muestra una disolucion que contiene los solutos A y B
que se depositan en la entrada de la columna empaquetada con particulas solidas y
llenas con disolventes, se afiade un nuevo disolvente y la mezcla se eluye de la columna
mediante un flujo continuo de disolventes. Si el soluto A se absorbe mas fuertemente
que el soluto B en la particula sélida, entonces el primero esta libre en disolucion en
menor tiempo. El soluto A desciende por la columna mas lentamente que el soluto B y
emerge por la solida después del soluto B, de ese modo se separa una mezcla en sus

componentes por cromatografia.™



Figura. 2 Esquema general del desarrollo cromatografico.
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En cromatografia, la fase movil (el disolvente que desciende a través de la columna) es
un liquido o un gas. La fase estacionaria (la que se encuentra fija en el interior) es
frecuentemente un liquido que recubre el interior de un tubo capilar o la superficie de

particula solidas empaquetadas dentro de la columna.

Las columnas pueden ser empaquetadas o de tubos abierto. Una columna empaquetada
se llena con particulas que contiene la fase estacionaria. La columna de tubo abierto es

un capilar hueco estrecho con la fase estacionaria cubriendo las paredes interiores.

Cromatograma.
Un cromatograma es un grafico que representa la respuesta del detector en funcion del
tiempo de elucion. ™

Tiempo de retencion (t,).

El tiempo de retencion (t) es el tiempo necesario después de la inyeccion de una

mezcla en la columna hasta que ese componente llega al detector. ™



Tiempo muerto (ty,).

Es el tiempo requerido para eluir una muestra no retenida en la columna y se determina

midiendo el tiempo de retencion de la fase movil misma o bien de una muestra similar.

X

Tiempo de retencion ajustado (t",).

Es la diferencia entre t, y t,, es decir la medida del tiempo que la muestra permanece

retenida en el material de relleno de la columna. ™
El tiempo de retencion ajustado se expresa de la siguiente manera:

t'r =tr —tm Ec. 1

Eficacia de separacion.

Existen dos factores para determinar el grado con que se puede separar los compuestos
por cromatografia. Uno es la diferencia de tiempo de elucion de los respectivos picos:
cuanto mas distante sean, mejor serd la separacion. Otro factor es la anchura de los

picos: cuanto mas ancho sean los picos, peor serd la separacion.
Resolucion.

Al pasar por la columna cromatografica, los solutos tienden a difundirse de acuerdo con
una curva gaussiana, de desviacion estdndar 6.Cuanto mas tiempo pasa el soluto en la

columna, mas ancha se hace la banda. ™
En cromatografia se define la resolucion entre dos picos como:

R esolucién = ﬂ = A_\/r Ec.2

Whpt - Wopr

Donde At, o AV, es la separacion entre los picos (en unidades de tiempo o de
volumenes), y Wy, es el promedio de anchura de los picos en las unidades

correspondientes (la anchura de los picos se mide en la base).

Difusion.



Una banda de soluto se ensancha a medida que pasa por una columna cromatografica.
Teodricamente, una banda infinitamente estrecha en la entrada de la columna sale de ella
en forma de una curva gaussiana. En circunstancias menos ideales, la banda se hace

asimétrica.

Una causa importante del ensanchamiento de banda es la difusion. El coeficiente de
difusion mide la velocidad a que se mueve al azar una sustancia desde una region de

mayor concentracion a otra de menor concentracion.

Altura de plato.

Es la constante de proporcionalidad entre la varianza (62) de la banda y la distancia que
ha recorrido (X). El nombre esta tomado de la teoria de destilacion, en la que la
separacion se lleva a cabo en pasos discretos llamados platos. La altura de plato también
se llama la altura equivalente a un plato teérico. En cromatografia no existen “platos”
fisicos, de manera que se debe considerar la altura de plato como un termino que
relaciona la anchura de una banda con la distancia que ha recorrido a través de la

columna. Cuanto mas pequeiia es la altura de plato, mas estrecha es la banda. ™

La capacidad de una columna para separar componentes de una mezcla mejora al
disminuir la altura de plato. Decimos que una columna eficaz tiene mas platos tedricos
que una columna ineficaz. En cromatografia HPLC valen aproximadamente 10 um.

La altura de plato se expresa con la siguiente formula:

H=—=— Ec.3

Donde 67 es la desviacion estandar de la banda gaussiana y X es la distancia recorrida a
través de la columna. Para un soluto que sale de una columna de longitud L, el nimero

de platos tedricos (N) en toda la columna es la longitud L dividida por la altura de plato.
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Ensanchamiento de banda.

La banda de un soluto se ensancha irremediablemente a medida que recorre una columna
cromatografica, y al llegar al detector con una desviacion estandar (0‘). Cada uno de los
mecanismos individuales que contribuyen al ensanchamiento produce una desviacion estandar G5

. 2 . . Error!
La varianza observada (6”gps) €s la suma de las varianzas de todos los mecanismos. iError! Marcador

no definido.

. - 2 2 2 2 2
La varianza es aditiva O'ws =0 1+02+073 +K ZZG 1 Ec. 1

Ensanchamiento fuera de la columna

Los solutos no se pueden aplicar a la columna en forma de una zona infinitamente fina; de modo
que la banda tiene una anchura finita incluso antes de entrar a la columna. Si la banda se aplica
como un segmento de anchura At (medida en unidades de tiempo), su contribucion a la varianza

de la anchura de banda final es: iError! Marcador no definido.

2
. . . ., 2 2 (At)
Varianza debido a la inyeccion o deteccion.: o “inyeccion = o detector =

Ec.2

Ecuacion de altura de plato.

La altura de plato (H) es proporcional a la varianza de la banda cromatografica. Cuanto menor es

la altura de plato, mas estrecha es la banda. La ecuacion de Van Deemter expresa como influye la

. 1 :
columna y el caudal en la altura de plato. irrer* Marcador no definido.

B
Ecuacion deVan Deemter : H = A+ —+Cuy Ec. 3
Uy '

Selectividad (o).
Valores elevados de a significan mejores separaciones.
t’
t’

r2

a = Ec. 4

ri

En forma practica se puede decir que @ es una medida de la solubilidad diferencial de dos

. . iE 'M finido.
compuestos en la fase estacionaria, '*rrert Marcador no definido
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IV.6 MECANISMOS DE SEPARACION DE DIFERENTES TIPOS DE
CROMATOGRAFIA.

La cromatografia se define en varias categorias en funcion del mecanismo de interaccion del

soluto con la fase estacionaria:

4 Cromatografia de adsorcion: La fase estacionaria es sélida y la fase movil es liquida o gaseosa.

4 Cromatografia de reparto: la fase estacionaria es un liquido que forma una fina pelicula sobre la

superficie de un soporte s6lido

4 Cromatografia de afinidad: Esta forma de cromatografia, que es la mas selectiva, se basa en las
interacciones especificas entre una clase de moléculas de soluto y una segunda molécula que esta

unida covalentemente (inmovilizada) a la fase estacionaria.

4 Cromatografia de exclusion molecular (conocida también como Cromatografia de filtracion por
gel o de permeacion por gel): Separa moléculas por su tamafio; las moléculas grandes pasan mas
rapidamente que las pequeiias, la fase movil liquida o gaseosa pasa a través del gel poroso. Los

poros son bastante pequefios para excluir a los solutos grandes pero no a los pequefios.
4 Cromatografia de intercambio i6nico: En este tipo de cromatografia existen aniones tales como

- . + . . N
SO3 ¢ cationes tales como N(CH3)3 covalentes unidos a la fase estacionaria sélida, que es una

resina. Los iones en disolucion de carga opuesta son atraidos a la fase estacionaria por fuerzas

electrostatica. La fase movil es un liquido.®er Marcador no definido

e e L L S L S L SE JE GER N o Sl R I SR L R N o SR B I B SR S o L L Sl I Sl Sl B S I SN S L L ol o
Estudio preliminar para el desarrollo del método determinacion de aniones en aguas naturales por
Cromatografia de intercambio idnico.
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IV.7 SELECCION DEL MODO DE SEPARACION.

-

———

-

En cromatografia liquida existen varios modos de separar los componentes de una mezcla dada

con respecto al peso molecular de los solutos.

iError! Marcador no definido.

Diagrama. 1 Modos de separacién en base a peso molecular < 2000.
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Estudio preliminar para el desarrollo del método determinacion de aniones en aguas naturales por
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Diagrama. 2 Modos de separacién en base a peso molecular < 2000.

[ Peso molecular >2000 ]

1 1
[Soluble en disolventes organicos ] [ Soluble en agua ]
| |
1 1

e N
Tamafio Tamafio molecular No iénico o
molecular <30 30-400 nm pares de iones
\ Y,

N I I

Cromatografia de Cromatografia de ( N N " Cromatografia
fase inversa exclusién Tamafio molecular Tamaflo de intercambio
enlazada molecular <30 nm molecular iénico
- < 30-400 nm
Cis C3 Cy Cromatografia de
fase inversa Cromatografia de
\ ) ol
enlazada o de exclusion
interaccion molecular
hidrofobica
C18,Cg8,Cq0

resina con grupos
fenilo o poliéter

-
e e e Bl el R R R SR L SR L R G N S R R SR SN S R L R L N R S Sl N ol S L o Sl o

Estudio preliminar para el desarrollo del método determinacion de aniones en aguas naturales por
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IV.8 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

La cromatografia de intercambio i6nico, esta basada en la atraccion entre iones del soluto y grupos
funcionales cargados de la fase estacionaria. En el caso de intercambiadores anidnicos, grupos
cargados positivamente en la fase estacionaria atraen aniones del soluto. Los intercambiadores
catidnicos contienen grupos funcionales cargados negativamente, unidos por enlaces covalentes a

. . . . 1 i
la fase estacionaria, que atraen los cationes del soluto, ¥t Mareador no definido.

En la siguiente figura se presentan los componentes principales de un cromatdgrafo de intercambio
ionico.

Figura. 1 Elementos basicos de un cromatégrafo de intercambio idnico.

Fase movil » Bomba » Inyector » Columna
A
Columna > Detector
supresora conductividad
A 4
Cromatograma

IV9 DETECTOR DE CONDUCTIVIDAD.

La conductividad eléctrica es una propiedad de las especies ionicas en solucion. Los detectores de
conductividad responden a todos los iones. En cromatografia con supresion es facil medir un
analito por que la conductividad de la fase movil se reduce a cero gracias al paso de supresion. La

supresion también nos permite usar gradientes de concentracion en el eluyente.

En cromatografia anidnica sin supresor, la conductividad del anion del analito es mayor que la del
eluyente, de manera que la conductividad aumenta cuando sale un analito de la columna. Los
limites de deteccién normalmente se encuentran en el intervalo de ppb a ppm, pero pueden
disminuir en un factor de 10 usando como eluyente 4cido carboxilico en lugar de sales carboxilato.
Usando eluyentes a base de benzoato o ftalato se puede conseguir una deteccion indirecta sensible

(< 1 ppm) de aniones.‘E"Or! Marcador no definido.

-

o o o e oo

Estudio preliminar para el desarrollo del método determinacion de aniones en aguas naturales por
Cromatografia de intercambio ionico.
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IV.10 IDENTIFICACION DE ANIONES.

Un cromatograma proporciona solo un elemento de informacion cualitativa acerca de
cada uno de los aniones de una muestra, su tiempo de retencion. Asi, un cromatograma
sirve para reconocer la presencia de componentes en mezclas. Hay que considerar que
aunque los cromatogramas no conducen a una identificacion positiva de todos los
aniones presentes en una muestra, proporcionan la evidencia segura de la ausencia de
ciertos compuestos. Asi, si en la muestra no aparece un pico con el mismo tiempo de
retencion que el estdndar en las misma condiciones analiticas (el tipo de columna
analitica, la concentracion del eluente, etc.), se puede asumir que el anién en cuestion

., . . ., N !
esta ausente (0 presenta una concentracion por debajo del limite de deteccion). &

Marcador no definido.

IV.11 ANALISIS CUANTITATIVO DE ANIONES.

Se puede conocer rapidamente la concentracion de un anidén en una muestra
desconocida, basandose en el hecho de que la conductividad de una solucion es
directamente proporcional a la concentracion de iones que este contiene. Asi, el pico
mas grande del i6n determinado en un cromatograma le corresponde la concentracion
mas grande, el area del pico en el cromatograma para un i6n es proporcional a la
concentracion del 16n en la solucion. Para determinar la concentracion de un i6n en una
solucion desconocida es necesario comparar el area del pico del i6n en la solucion
desconocida con el area del pico del i6n en cualquier solucion en la cual la
concentracion del i6n es conocida, es decir, una solucion estandar del analito. Los

resultados cuantitativos son tipicamente logrados usando estandares externos.

Supongase que se desea determinar la concentracion exacta de un aniéon en una
solucion desconocida. Primero, es necesario preparar soluciones estdndares a diferentes
concentraciones donde la concentracion del anion es conocida. Luego cada solucion es
analizada en el cromatografo de los resultados se obtiene una relacion entre las areas y
las concentraciones de los estandares, normalmente una relacion que corresponde a una
relacion lineal, es decir ajustado a un modelo de regresion de primer orden u otro orden.
Esta curva se obtiene graficando la altura del pico o el area contra la concentracion del

. .y I ’ i ! ido.
anion en cuestion, generando un grafico, una linea recta.®rrer Mareador no definido

ol il il oy ol ol oy (o e e ol e e i ol il _pol | s ol gl sl ol ol ol

Estudio preliminar para el desarrollo del método determinacion de aniones en aguas naturales por
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Figura. 2 Esquema de un grafico de una recta de regresion para una
serie de estandares (area versus concentracion)

10 100

30
Conc. (ppm)

Finalmente, la solucion desconocida es analizada, midiendo el 4rea del pico del anion
(identificado por el tiempo de la retencion), y comparandolo con la curva de regresion
de los estandares, y se calcula la concentracion del anion en la solucion

desconocida. iError! Marcador no definido.

Estudio preliminar para el desarrollo del método determinacion de aniones en aguas naturales por
Cromatografia de intercambio idnico.
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IV.12 CROMATOGRAFIA IONICA CON COLUMNA SUPRESORA.

La cromatografia de aniones con columna supresora consiste en la separacion de una mezcla de
aniones por intercambio ionico y su deteccion por conductividad, el rasgo fundamental de
cromatografia con modalidad de columna supresora es la atenuacion de la conductividad de la fase
movil que no interesa antes de medir la conductividad.

Cromatografia cationica con columna supresora se lleva a cabo de una manera analoga, pero la
columna supresora es una columna de intercambio anidnico cargada con OH .

El uso de columna supresora provoca el ensanchamiento de bandas y da como resultado una baja
resolucion, restringe el nimero de inyecciones debido a la capacidad de la columna supresora, este
tipo de columna tienen que estarse regenerando periddicamente para volver a convertir los rellenos

y . y . .« . . iE |
en forma 4cida o basica original. Actualmente, se dispone de supresores de membranas.™"°"

Marcador no definido.

IV.13 CROMATOGRAFIA IONICA SIN COLUMNA SUPRESORA.

Si la capacidad de intercambio i6nico de la columna de separacion es suficientemente baja y si se

usa una fase mévil de baja concentracion, el uso de la columna supresora es innecesario.

La cromatografia ionica sin columna supresora tiene numerosas ventajas: tiene una alta
selectividad, baja conductividad de la fase movil, facil preparacion de la muestra y bajo limite de
deteccion y cuantificacion. Esta técnica se caracteriza por tener buena exactitud, precision y
linealidad. Proporciona el analisis de varios aniones en un menor tiempo. La columna no requiere
regeneracién y no necesita equipos especiales, 150" Mareador no definido.p oy matografia anionica sin
columna supresora, se usa una resina de una capacidad de intercambio de alrededor de 5 pequiv/g,

y un eluyente de sales Na" o K" de 4cido benzoico, p-Hidroxibenzoico o acido ftalico en
.y -4 .. . .
concentracion: 10 = M. Estos eluyentes dan una conductividad de fondo baja, y los analitos se

detectan por una pequefa variacion de la conductividad cuando salen de la columna. Eligiendo

Estudio preliminar para el desarrollo del método determinacion de aniones en agua naturales por
Cromatografia de intercambio i6nico.
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adecuadamente el pH de trabajo, se puede obtener una carga media de eluyente entre 0 y -2, que

' o .
permita un control de la fuerza eluyente./="™"* Marcador no definido.

V. PARTE EXPERIMENTAL.
V.1 EQUIPOY MATERIAL.

1. Cromatdgrafo de intercambio idnico

a) Columna Alltech Anion/R 10pm empacada con polimero de poliestireno divinilbenceno.
b) Bomba HPLC Waters 510.

¢) Detector Conductimétrico Waters 43 1.

d) Interfase Agilent 35900E

Conductimetro GLP 32 Crison

Balanza Analitica Sartorius H-110/Handy

pH-metro Corning 430

Horno Heraeus Instuments

Desionizador LAB-Ion ps/cm.

Agitador magnético, P. Selecta.

Bomba al vacio, Cenco

A A A T o

Micro pipetas de 500 L1, Clinipet

—
S

. Micro pipetas 100-1000 pl Nichiryo

—
—

. Jeringa 100 pl, Eosge

—
[\

. Filtro 13mm, 0.45um Nylon Acrodisc
. Balones de 1000, 100, 50 ml

. Bureta 25, 10 ml

. Beaker 50, 10 ml

[ T
AN N B~ W

. Viales

e e . W M Wy e e .y Y .y e
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V.2 REACTIVOS

Acido 4-Hidroxibenzoico 99.5 %. Acros Organic 26
Hidroxido de litio, grado laboratorio, Fisher

Fluoruro de potasio anhidrido 99 %. Acros Organic

Cloruro de sodio. Certificado A.C.S Fisher

Nitrito de sodio 98%. Acros Organic

Nitrato de potasio. Certificado A.C.S Fisher

A o

Agua desionizada.

V.3 PREPARACION DE SOLUCIONES.

Solucién Buffer Acido P-Hidroxibenzoico/LiOH 5mM
Se pesaron 0,6906 g de Acido y 0,1385 g de LiOH, alcanzando un pH de 8,5 con una solucién de
1 M de LiOH vy se diluyo exactamente a 1000 ml con agua desionizada.

Solucién de Hidroxido de Litio (LIOH) 1 M
Se pesaron 0,2395 g de LiOH y se diluyo exactamente a 100 ml.

Solucion estandar de Fluoruro 1000 ppm

Se pesaron 0,3057 g de KF y se diluyo exactamente a 100 ml con agua desionizada.

Solucién estandar de Cloruro 1000 ppm

Se pesaron 0,648 g de NaCl y se diluyo exactamente a 100 ml con agua desionizada.

Solucion estandar de Nitrito 1000 ppm

Se pesaron 0,1499 g de NaNO, y se diluyo exactamente a 100 ml con agua desionizada.

Estudio preliminar para el desarrollo del método determinacion de aniones en agua naturales por
Cromatografia de intercambio i6nico.
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Solucion estandar de Nitrato 1000 ppm
Se pesaron 0,1628 g de KNOs y se diluyo exactamente a 100 ml con agua desionizada
V.4 OBTENCION DE AGUA DESIONIZADA.

El agua desionizada se obtuvo haciendo pasar agua destilada a través de un desionizador que

contiene dos columna de intercambio anidnico en su forma OH', y de una columna de intercam 27

. + . .y . . .
cationico en su forma H obteniendo agua con una concentracion muy baja de iones proveniente

de las columnas, el agua es recolectada en un recipiente limpio y previamente enjuagado con la
misma, de esta manera se obtiene el agua desionizada. La conductividad del agua desionizada se

mantiene entre 0,2 a 0,4 puS.

V.5 CONDICIONES DE TRABAJO DEL EQUIPO CROMATOGRAFICO.

# Columna: Alltech Anion/R, resina de polimero de poliestireno-divinilbenceno,

tamafo de particula 10 ps, Capacidad de intercambio 0.19 + 0.02 meq/g

Rango de sensibilidad :  0.002
Rango base: 500 uS
Fluyjo: 2,0 ml/min.
Tiempo de andlisis: 8,0 min.

Fase movil (4cido p-Hidroxibenzoico/ Hidréxido de Litio SmM, pH 8.5)
Conductividad fase mévil: 375 =390 uS

Volumen de inyeccion: 1,0 ml

$ & & & & b & &

Sistema de inyeccion: manual

e e . W M Wy e e .y Y .y e
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V.6 PROCEDIMIENTO.

V.6.1. REPETIBILIDAD EN LA MEDICION.

Se prepard una solucion 5 ppm de cloruro, a partir de una solucion madre de 1000 ppm aforando
con agua desionizada en un balén de 100 ml. Se inyecto un volumen de 1 ml, a distintas horas

del dia en el cromatografo, esto se realizo por cinco dias consecutivos.

V.6.2. CURVA DE CALIBRACION NORMAL, LIMITE DE DETECCION Y LIMITE
DE CUANTIFICACION.

Se prepararon cinco soluciones estandares a partir de soluciones madres a 1000 ppm de fluoruro,
cloruro, nitrito, nitrato, aforando con agua desionizada en balones de 100 ml para obtener un
rango de concentraciones: 0 - 5 ppm de los estdndares fluoruro, nitrito y un rango de
concentraciones: 0 - 20 ppm de los estandares cloruro y nitrato. Se procedié a inyectar en el
cromatdgrafo un volumen 1 ml para las cinco mezclas de estandares, utilizando una jeringa de 10

ml, durante 5 dias consecutivos.

V.6.3. CURVA DE CALIBRACION POR ADICION PATRON.

Se prepararon cuatro soluciones conteniendo 25 ml de muestra y enriquecida con estandares de
fluoruro, cloruro, nitrito y nitrato a partir de una solucién madre de 1000 ppm aforada con agua
desionizada en balones de 100 ml para obtener un rango de concentraciones 0 — 4 ppm de cada
anion. Seguidamente se procedio a inyectar en el cromatografo uno a uno un volumen de 1 ml,

utilizando una jeringa de 10 ml.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

Se efectio el estudio de los pardmetros para el desarrollo del método analitico (repetibilidad,
linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion y exactitud) en la determinacion
simultanea de aniones por cromatografia de intercambio idnico, el cual se realiz6 a partir de

soluciones de estandares preparados en el laboratorio y de una muestra de agua de origen natural.

VI.1. REPETIBILIDAD DE LA MEDICION.

Con el estudio de la repetibilidad se trata de comprobar la precision entre los resultados de
mediciones, es decir la homogeneidad de las varianzas y la repetibilidad en las medias en un
mismo dia y en dias diferentes, realizadas bajo las mismas condiciones de medidas (mismo

operador, igual volumen de inyeccién y tiempo de analisis).

Para determinar la repetibilidad de la medicion se utilizo el estdndar de cloruro a una
concentracion de 5 ppm, y se realizaron inyecciones por triplicado a diferentes horas del dia

durante 5 dias consecutivos.

Para evaluar la homogeneidad de las varianzas para el cloruro se utilizo el test de Bartlett. Este
método consiste en comparar la varianzas entre el M calculado por Bartlett y el estadistico de
tabla Chi-cuadrada(x?). El valor de M calculado es de 16,732 y el valor de Chi-cuadrada al 95%
es de 52,189, como el valor de M calculado es menor que el valor de Chi-cuadrada, se puede

concluir que las varianzas son homogéneas.

Es importante comparar las medias del dia y entre varios dias, puesto que la muestra utilizada en
la medicion es la misma y no debe haber diferencias significativas entre ellas. Para saber si las

medias son iguales fue necesario aplicar el analisis de varianza ANOVA de dos factores.
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Tabla 1: Estudio del area del pico en funcion del dia y hora de analisis

(Anova de dos factores)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA DE DOS FACTORES
sgflgﬁon de S.C. GL | CM. | Fecritico.| Fa5%
Filas 3999,8 8 499,98 2,2440 0,6130
Entre columnas 21022 4 5255,5 2,6680 6,4460
Error 26088 32 815,26
Total 51110 44

Los datos para realizar el Anova de dos factores se muestran en la tabla Ny 17 del anexo.

S.C: suma cuadratica

G.L: grados de libertad.
C.M: cuadratica media

F.C.: factor critico de la tabla.

F. 5%: factor calculado a un margen de error 5 %

El valor de F critico de la tabla es de 2,6680 y el valor de F a un nivel de confianza de 95% es de
6,4460, como el valor de F critico es menor que el F a 95% se deduce que las medias no son
homogéneas entre los dias, es decir existen diferencias significativas entre columnas. Sin embargo
si se compara el valor critico para F entre filas 2,2440 con el valor encontrado F a un nivel de
confianza 95% 0,6130, el valor de F critico es mayor que el valor de F encontrado, esto indica que
no existen diferencias significativas entre las medias en el dia, por lo tanto el método es repetible

para un mismo dia.

A partir de los resultados obtenidos en Bartlett se puede afirmar que las varianzas son homogéneas,
a diferencia del analisis de varianza ANOVA en el cual existe diferencia significativa entre las

medias de los dias, por lo tanto no hay reproducibilidad de los resultados entre dias.
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La falta de control de la temperatura fue un factor incidente en la reproducibilidad de los anélisis.
La temperatura es una variable clave para la resolucion cromatografica, el tiempo de retencion y
la conductividad son los parametros que mas se afectan por la variacion de la temperatura, por tal
razén, es necesario un mejor control de la temperatura ambiental y de la columna cromatografica
para obtener cromatogramas mas reproducibles y con buena resolucion, esto permitird realizar
analisis por diferentes dias obteniendo buenos resultados. Entre las posibles causas de la falta de

repetibilidad de los resultados por esta técnica podemos citar las siguientes:

4 Una limitante en la precision de las medidas, fue la reproducibilidad con que se introdujo la
muestra en el sistema de inyeccion de la columna. Esto tuvo una gran influencia en la variabilidad

de las areas de cada uno de los compuestos.

4 El agua utilizada en la preparacion de la fase movil no fue de calidad ultrapura ya que aun
contenia iones en concentraciones muy pequefias, provocando que la conductividad de la fase
mdvil no se mantuviera constante. Mantener la conductividad es importante ya que el detector de
conductividad detecta la mas minima variacion. Estas variaciones no permiten que los tiempos de

retencion se mantengan constantes.

4  La calidad de los reactivos que se utilizaron en la preparacion de la fase movil y de los
estandares no son los recomendados para analisis por cromatografia de intercambio i6nico, debido
a su naturaleza y grado de pureza, esto aumento la conductividad de la fase movil en las sefiales del
detector de conductividad debido a los contaminantes que provenian de los reactivos, los reactivos

para este tipo de andlisis tienen que ser calidad HPLC.

e Gl B L ol S B L L L I L ol L e L S N S L ol o I S S B S L L I S R S B S N o L R R SR R
Estudio preliminar para el desarrollo del método determinacion de aniones en agua naturales por 32
Cromatografia de intercambio i6nico.



Gina Osorio / Edwin Picado

e e e e e e e e e e e e e s e e e e

ﬁ UNAN - Leon Departamento de Quimica.

VI1.2. LINEALIDAD.

Para comprobar la linealidad del método analitico, se realizd una curva de calibraciéon normal para

cada anidn, en un intervalo de concentracion entre 0 — 5 ppm para el fluoruro, nitrito y de 0 — 20

ppm para el cloruro y nitrato, la diferencia de rango en las concentraciones se debe a que los

limites permisibles para cada anion son diferentes a como se puede observar en la tabla de niveles

maximos permisibles en aguas segiin normas de calidad internacionales (tabla Ny1).

En las siguientes tablas se presentan datos promedios de los resultados experimentales obtenidos

en una semana, asi como sus respectivas varianzas en cada nivel.

Tabla 2: Datos de la curva de calibracion

normal para el anion fluoruro.

Tabla 4: Datos de la curva de calibracion
normal para el anion cloruro

C(mg/l) Area(mAU) Vagazl; 28 C(mg/l) | Area(mAU) Varianza (5%
0,0 0,0000 0,0000 0,0 0,0000 0,0000
1,0 89,010 70,658 1,0 98,078 279,20
2,0 132,83 139,39 5,0 400,99 261,05
3,0 195,84 87,852 10,0 770,91 572,43
4,0 233,97 321,03 15,0 11723 376,36
5,0 272,07 327,33 20,0 1569.,4 1597,0

Tabla 3: Datos de la curva de calibracion

normal para el anién nitrito.

Tabla5: Datos de la curva de calibracion

normal para el anion nitrato.

C(mg/l) | Area(mAU) Varianza (S?) C(mg/l) | Area(mAU) Varianza (S%)
0,0 0,0000 0,0000 0,0 0,0000 0,0000
1,0 50,577 26,815 1,0 48,777 20,988
2,0 95,813 56,537 5,0 199,98 61,930
3,0 145,91 59,902 10,0 386,72 127,14
4,0 189,15 124,25 15,0 612,22 227,05
5,0 24298 152,36 20,0 798,86 351,20
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A los resultados obtenidos experimentalmente, se les realizo un andlisis de regresion lineal

ponderado (ARLP).

El andlisis de regresion lineal ponderada consiste: en calcular la recta de regresion dando mas peso

a aquellos puntos donde existe menos error, es mas importante que la recta calculada pase cerca de

tales puntos que de aquellos puntos con errores mas grandes. Este resultado se logra cuando se da

a cada punto una ponderacion inversamente proporcional a la varianza correspondiente. '

Los valores obtenidos por
ponderacion se detallan en la tabla Ny

20 de anexo.

. )
El valor del coeficiente de determinacion (1)
fue obtenido por andlisis de regresion lineal
ponderado para cada anion, los resultados se
muestran a continuacion:
Tabla 6: Resultados

del coeficiente de
determinacion.

Anid Coeficiente de determinacién
nion 5
(r)
F 0,9886
CIr 0,9999
NO, 0,9997
NOs3 0,9996

Un valor de coeficiente de determinacion
. 2 L :
igual r =1 indica que existe una buena

correlacion que se ajusta al modelo lineal de

primer orden entre la concentracion y el area

para cada anion en el rango de trabajo, como
el valor de r° obtenido experimentalmente
para cloruro, nitrito y nitrato es cercano a la
unidad se puede decir que existe una buena
linealidad. Excepto para el fluoruro no hay
una buena linealidad, este método no esta
recomendado para la determinacion de
fluoruro segiin Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater 20
th, 1998, pues los estudios han indicados
sesgos positivos 0 negativos, poca precision
en algunas muestras y es dificil de

cuantificar a concentraciones bajas.

En las siguientes figuras se muestran las

rectas de analisis de regresion ponderada.

Figura. 1: Curva de calibracion normal
anion fluoruro
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Figura. 2: Curva de calibracion normal
anion cloruro.
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Las rectas fueron graficadas en base a las areas promedios de las réplicas en funcion de las

concentraciones para los aniones fluoruro, cloruro, nitrito y nitrato, se puede observar que las curvas

presentan buena linealidad
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V1.2.1. EVALUACION DEL MODO DE INTEGRACION DE LAS AREAS AUTOMATICO
Y MANUAL DEL SOFTWARE

El software utilizado por el equipo de cromatografia corresponde a la nueva version A.09.03 de
Agilent ChemStation para cromatografia liquida. Este programa realiza integraciones de las areas
de forma automatica por eventos de integraciones establecidos por el analista, el software
proporciona gran cantidad de datos Utiles para el analisis cualitativo como cuantitativo en un
reporte, el cual representa entre otros: tablas de los tiempos de retencidn, areas, alturas,

concentraciones, etc. de cada uno de los componentes de una muestra.

Las integraciones de las areas anteriormente presentadas para las curvas de calibracion fueron
realizadas por integracién automatica (por el software del cromatégrafo), para evaluar el modo de
integracion automatico se procedio a integrar de forma manual para cada estandar y de esta manera
comparar los resultados de las integraciones manuales y automaticas, debido a las dispersiones que
existen entre los resultados obtenidos de las lecturas para cada nivel de concentracion, se aplico el

analisis de regresion lineal ponderado (ARLP).
En la siguiente tabla se muestra la comparacion de los pardmetros de regresion lineal ponderado
manual y automatico.

Tabla 1: Comparacion del analisis de regresion lineal ponderado para los modos de integracion
de las &reas: automatico y manual. (F, NO, 0,0-5,0 mg/l y CI", NO3™ 0,0- 20,0 mg/l)

Integraciones automaticas Integraciones manuales.
Anion — —
Intercepto | Pendiente Coeﬁu_ente_@e Intercepto | Pendiente Coeﬁm_ente_qle
determinacion determinacion
(bo) (b1) ) (bo) (b) )
F 41,84 48,40 0,9886 44,55 46,18 0,9882
Cr 15,77 77,18 0,9999 11,76 77,64 0,9999
NO> 2,516 47,49 0,9997 0,827 46,61 0,9998
NO3 7,575 39,29 0,9996 3,892 38,55 0,9994
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En la tabla se observan que los parametros de regresion obtenidos por integraciones automaticas y
manuales no varian mucho uno con respecto al otro, por tanto se procedio a trabajar con las
integraciones automaticas realizando un analisis de regresion lineal ponderado (ARLP).EI trabajar
con integraciones automaticas permite reducir el tiempo en el tratamiento de los resultados el cual

es fundamental a la hora de desarrollar un método para un analisis de rutina.

VI.3 CONTROL DE CALIDAD DE LA CURVA DE CALIBRACION NORMAL.

Las rectas de calibracion pueden ser usada como guia para realizar varios analisis, por este motivo
es necesario realizar un control a la curva de calibracion para cada anion. Mediante el uso de las
cartas de control se evalla el comportamiento de los resultados de las curvas obtenidos durantes

varios dias.

Para observar la repetibilidad en las curvas de calibracién normal se utilizaron cartas de control,
para cada anion donde se presentan los limites de tolerancia de los pardmetros de regresion
(intercepto y pendiente) de dichas curvas las cuales se elaboraron por 5 dias consecutivos, se
realizé el promedio de las &reas obtenidas durante los cinco dias para cada uno de los cuatro

aniones. Estos datos se muestran en la tabla Ng 9.

Tabla 2: Parametros de regresion de las curvas de calibracion normal realizadas por
cinco dias consecutivos.

Parametros Dias
Anién de
regresion 1 2 3 4 5

_ bs 55,02 41,34 46,35 45,67 40,87
F bo 21,73 41,71 51,98 57,32 70,91
_ bs 40,03 39,01 37,94 40,00 38,90
Cl bo 12,58 6,861 5,679 0,118 6,968
_ b 51,24 43,95 48,72 48,85 46,01
NO, bo 2,274 12,16 3,056 6,552 4,854
_ bs 40,03 39,01 37,94 40,00 38,90
NO; bo 12,58 6,861 5,679 0,118 6,968
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Para que exista un buen control en las diferentes curvas tiene que haber una correlacion entre los
parametros b, y b; obtenidos de los dias en que se realice el analisis, por lo tanto los valores b, y
b; de las diferentes curvas de calibracion deben caer dentro de la elipse. De caso contrario al no

existir correlacion no puede haber buen control de las curvas.

Las siguientes figuras muestran la forma de las cartas de control utilizando los valores de b, y b; de

los cinco dias en que se elaboraron las curvas de calibracion

Figura. 3: Control de calidad de la curva de
Figura. 1: Control de calidad de la curva de calibracion para el anion cloruro
calibracion para el anién fluoruro
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Figura. 4: Control de calidad para el anion
Figura. 2: Control de calidad de la curva de nitrato.
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Los valores experimentales (bo y b1) obtenidos durante cinco dias consecutivos para los
aniones fluoruro, cloruro, nitrito y nitrato no caen dentro de la elipse, no existe un
control en las curvas de calibracion por lo tanto se puede afirmar que la linealidad no es
repetible en diferentes dias y no es posible trabajar con la misma curva para toda la
semana para estos aniones. Sin embargo, la curva puede ser utilizada para analisis en un

solo dia.

Los factores que afectan mas la falta de repetibilidad de las curvas de calibracion
normal es la variacion de los interceptos, esto se debe a la falta de condiciones de
trabajo citadas anteriormente tales como: la temperatura de la columna y del ambiente,
reproducibilidad con que se introduce la muestra en el sistema de inyeccion de la

columna, calidad del agua desionizada etc.



V1.4, LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION.

De acuerdo a las normas 1SO (International Standardization Organization) 9000: 2000* y IUPAC
(International Union for Pure and Applied Chemistry.)?: la sefial de detecciones se define como

S.D=3,29%Sh,. Utilizando la pendiente del modelo de regresion se obtiene el limite de deteccion

D - (3,29 x Sh,)

L Ec. 1
b,
Y para el limite de cuantificacion.
b,

Sustituyendo los valores de Sh, y by en las ecuaciones anteriores se obtuvo el limite de deteccion

y de cuantificacion para cada anion.

El limite de deteccion y de cuantificacion se determiné a partir de la curva de calibracion normal
(CI',NO3 0-20 ppmy F , NO2 0 - 5 ppm), los datos se muestran en la tabla No. 19 de anexo.

Se realiz6 un andlisis de regresion lineal ponderado obteniéndose la pendiente y el valor de la

desviacion estandar del intercepto.

Tabla 1: Resultados de la pendiente y desviacion estandar del intercepto.

Aniones pendiente (by) Desviacioén estandar
(Sho)
= 48,406 5,6426
Cl 77,184 5,7696
NO, 47,490 1,4316
NO3 39,292 4,7743

Tabla 2: Limite de deteccién y limite de cuantificacion para los aniones estudiados.
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Aniones Limite de Deteccidn Limite de
(mg/l) Cuantificacion (mg/l)
= 0,383 1,166
Ccl” 0,245 0,747
NO, 0,100 0,301
NO3 0,399 1,215

El método presenta un buen limite de deteccion y de cuantificacion, por debajo de los niveles

maximos permisibles (tabla No1) en aguas naturales para fluoruro, cloruro, nitrito y nitrato.

El método es aplicable solamente para el andlisis de cloruro y nitrato en dicha muestra, pero no es
recomendado para la determinacion de fluoruro y nitrito en aguas naturales, debido a que el rango
de trabajo de los metodos espectrofotométricos aplicados en los Métodos Estandar, son: 0.3 - 1.4

ppmy 0.005 - 0.50 ppm. Este método podria ser aplicado para el analisis en otras matrices.

VI.5. EXACTITUD DE MEDICION: PORCENTAJE DE RECUPERACION.
41



Para evaluar la exactitud de la medicion, se calcula el porcentaje de recuperacion, se puede decir
que una medicion es confiable cuando los resultados obtenidos se encuentran entre un rango de
valores de 80 a 120 % recomendado para las metodologias analiticas. EI modelo de la curva de
adicion patron (AP) es Y;= bo + b; X, y el modelo para la curva de calibracion con estandares
puros (CCN) Y,= bo + by X, (tabla No20 anexo). ElI porcentaje de recuperacion se obtiene

calculando la pendiente de la curva de adicion patron entre la curva de calibracion normal por 100.

b, AP
%R =———x100 Ec. 3
b, CCN

1

Donde:
b1 AP: pendiente del modelo de regresion de la curva de calibracion por adicion patron.
b; CCN: pendiente del modelo de regresion de la curva de calibracion con estandares puros

(calibracion normal).

Tabla 3: Resultados del porcentaje de recuperacion.

Porcentaje de recuperacion

Cloruro Nitrato

89,65 % 1175%

El método para andlisis de cloruro y nitrato presenta una buena recuperacién de los aniones por
cuanto la muestra con adicion presenta un porcentaje de recuperacion de 89,65 para cloruro y de
117,5 para nitrato, valores que estan dentro del rango de porcentaje de recuperacion recomendado
para las metodologias analiticas. Para los aniones fluoruro y nitrito no se muestran porcentajes de
recuperacion debido a que estos aniones pueden ser detectados pero no cuantificados en la

muestra de agua analizada.

VI1.6. ESTUDIO DEL EFECTO DE MATRIZ.

Con el proposito de estudiar el efecto de matriz (aumento o disminucion de la cantidad real de 42

analitos presentes en la muestra) en la determinacion de cloruro y nitrato en muestras de agua

natural, se hizo una comparacién entre la pendiente e intervalos de confianza de la curva de



calibracion normal y la pendiente e intervalos de la curva de calibracion por adicion patrén. En las
siguientes tablas se observan los valores de las pendientes con los intervalos de confianza de

ambas curvas de los aniones cloruro y nitrato.

Tabla 4: Comparacion de los parametros de regresion de la curva de adicion patrén y de la
curva de calibracion normal para el anién cloruro.

Intervalos de confianza

Curvas de Valores de las

calibracion. pendientes (b;)

Valor inferior

Valor superior

Calibracién normal

77,18

75,750

78,617

Adicion patrén

69,00

51,426

86,593

Tabla 5: Comparacion de los parametros de regresion de la curva de adicion patrén y de la
curva de calibracion normal para el anién nitrato.

Intervalos de confianza

Curvas de Valores de las

calibracion.

pendientes (b;)

Valor inferior

Valor superior

Calibracién normal

39,29

38,105

40,478

Adicién patrén

46,01

33,094

58,928

Los resultados obtenidos, graficamente tanto de las figuras 13 y 14, y estadisticamente como de
las tablas 13 y 14, demuestran que para los aniones cloruro y nitrato, existen diferencias
significativas entre las pendientes y los intervalos de confianza de las curvas de calibracion
normal con las pendientes de las curvas de adicidn patron, demostrando que si existe efecto de
matriz en la muestra.

En las siguientes figuras se muestra una comparacion entre las curvas de calibracion normal »/ =<

L i} 43
curas de adicidn patrén.



Figura. 1: Comparacion del modelo lineal
de la curva de calibracion normal y la curva
de adicion patron para el anion cloruro.
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Figura. 2: Comparacion del modelo lineal
de la curva de calibracion normal y la curva
de adicion patrén para el anién nitrato.
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Gréaficamente al comparar las dos curvas: CCN y CAP se puede apreciar un leve efecto
de matriz en la determinacion de la concentracion de cloruro y nitrato por este método,
tanto en el rango de concentraciones de trabajo (entre 0 - 4 ppm) como extrapolando

hasta un rango de concentraciones comparables con el método CCN.

Del valor de la pendiente en la curva por adicion patron se observa que la matriz de la
muestra disminuiria la sensibilidad en la determinacion de cloruro (efecto depresor) y

aumentaria la sensibilidad en la determinacion de nitrato (efecto intensificador).

! Norma ISO (International Standardization Organization) 9000: 2000.

2 JUPAC g_nternational Union for Pure and Applied Chemistry.), Limit of Detection,
Spectrochim. Acta 33 B, 242, 1978.



VI.7. COMPARACION DEL METODO DE CROMATOGRAFIiA IONICA CON UN
METODO DE REFERENCIA.

Para efectos de comparacion, los resultados de cloruro y nitrato por cromatografia i6nica se

contrastaron con los obtenidos por los métodos de referencia o recomendado internacionalmente

para el andlisis de parametros fisico-quimicos de aguas segin Standard Methods for the

Examination of Water and Wastewater 20 ®, 1998, usando el método de nitrato mercurico para la

determinacion de cloruro y método UV-V para la determinacion de nitrato.

Los resultados del contraste se reflejan en las siguientes tablas para los dos aniones en

consideracion:

Tabla 1: Comparacion de la concentracion de cloruro obtenida por cromatografia
i6nica y por un método de referencia (Nitrato mercurico)

Cloruro.
Método cromatografia Método referencia %
- (Nitrato
ionica. . Error
mercurico)
Concentracion 36,87 34,50 6,8

Tabla 2: Comparacion de la concentracién de nitrato obtenida por cromatografia
iGnica y por un método de referencia (UV-V)

Nitrato.

y y 0

Método cromatografia Método referencia Yo
ionica. (UV-V) Error
Concentracion 33,46 32,40 3,2
mci —Cmr
%error = &*100 Ec.1
Cmr

Cmci: concentracion por método de cromatografia de intercambio idnica.

Cmr: concentracion por método de referencia
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Se puede observar que el porcentaje de error en las concentraciones para los aniones cloruro y
nitrato son menores del 10%, por lo que se puede afirmar que los resultados en la determinacién

de aniones por el método de cromatografia idnica son aceptables.

Para efectos de comparacion, se procedio a comprobar la presencia de nitritos en la muestra real
utilizando el método Zambelli recomendado por Standard Methods for the Examination Water
and Wastewater 20, cuyo rango de aplicacion es: 0,005-0,5 ppm, con un L.D= 0,0059 ppm, y se
determind una concentracion de nitritos de: 0,126 mg/l. Por lo que, la muestra contiene
efectivamente nitritos, mostrando asi la poca aplicabilidad en la realidad de la cromatografia
ionica en condiciones en las cuales la concentracion de nitrito esta por debajo de los niveles

méaximos recomendados por la OMS (3 mg/l) y normas CAPRE (1 mg/l).

B e T
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VII. CONCLUSIONES.

En el presente trabajo se llevd a cabo el estudio preliminar de los pardmetros analiticos que
influyen para el desarrollo de un método analitico en la determinacion simultanea de fluoruro,
cloruro, nitrito, nitrato en una muestra de agua por cromatografia idnica en modo directo, en este
estudio se identificaron algunos de los factores: analiticos y experimentales, que afectan el
desarrollo del método de cromatografia idnica tales como: la falta de control de la temperatura de
la columna , la reproducibilidad con que se introduce la muestra en el sistema de inyeccion de la
columna, la calidad del agua desionizada y de los reactivos, encontrando una variabilidad
significativa de: la conductividad y de los tiempos de retencion los cuales deben de permanecer
constantes para obtener buenos resultados.

Se evaluaron los parametros de validacion: estudio de la repetibilidad de la medicion, linealidad,

limite de deteccion (LD), limite de cuantificacion (LC) porcentaje de recuperacion.

El estudio de repetibilidad de la medicion para el anion cloruro y control de las curvas de
calibracién normal de los cuatros aniones reflejan que no existe repetibilidad en diferentes dias,
sin embargo se obtuvo una buena linealidad para los aniones cloruro, nitrito y nitrato, excepto
fluoruro que obtuvo un valor de (r%) 0.988, los limites de deteccién y de cuantificacién del método
estan por debajo de los niveles maximos permisibles para cada anion en aguas naturales, El
método no es aplicable para la determinacion de fluoruro y nitrito en aguas naturales, debido a
que el rango de trabajo de los métodos espectrofotométricos aplicados en los Métodos Estandar,
son: 0.3-1.4 ppm y 0.005-0.50 ppm. Este método podria ser aplicado para el analisis en otras

matrices.

El porcentaje de recuperacion para el anién cloruro fue de 89,65 y para nitrato fue de 117,5
valores que indican que se obtiene muy buena recuperacion bajo las condiciones de trabajo para

estos aniones.
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VIIL. RECO
MENDACIONES.

Los factores experimentales afectan mas a la repetibilidad de la medicion analitica por lo que se

recomienda:

4 Mejor control de la temperatura en la columna, es necesario tener adaptado un sistema de
termostatacion (horno o bafio de circulacion de agua) a la misma para obtener

cromatogramas mas reproducibles.

4 Evaluar una muestra de agua certificada que permita comparar los resultados de los analisis
por el método de cromatografia ionica y permitir una evaluacion mas objetiva de la

exactitud del método.

4  Realizar un estudio de validacion completa para el método, determinacion de aniones en

agua por cromatografia ionica.
#  Realizar la evaluacion de la incertidumbre en las mediciones analiticas.

4 Evaluar parametros fisicoquimicos sobre la conductividad de la fase mévil: fuerza iénica,

concentracion etc.

4 Aplicar este método al estudio de otro tipo de aguas, potables, purificadas, etc. para evaluar
las concentraciones en que se encuentran estos aniones y extender el rango de aplicacion

analitica del método.

e PR e R e e, e
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IX. ANEXOS.

Tabla 3: Analisis de repetibilidad de la medicion del anion cloruro (5 ppm)

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5§
Area(mAU) Area(mAU) Area(mAU) Area(mAU) Area(mAU)
386,77 393,71 389,38 385,21 444,24
385,94 583,31 371,70 379,07 416,07
377,67 453,55 382,64 370,80 423,09
382,58 417,51 389,33 387,37 425,78
371,44 407,78 381,64 387,40 425,86
389,74 403,25 372,62 382,30 415,82
396,64 400,24 398,07 391,40 407,69
387,76 415,68 379,05 390,67 422,42
386,81 419,97 386,78 390,69 431,75

Tabla 4: Analisis de varianzas por test de BARTLETT

HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS POR TEST DE BARTLETT

Parametro de Bartlett M = 16,732

Chi-Cuadrada a 95% C?= 52,189

CONCLUSION Varianzas son homogéneas
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Tablas 5: Datos experimentales para curva de calibracion normal, limite de deteccién y limite
de cuantificacion.

Fluoruro Cloruro
C(mg/l)| Area(mAU) Va(r;;;‘za C(mg/l)| Area(mAU) g;;’ 1anza
0 0 0 0 0 0
91,575 114,54
76,747 74,353
: ’ 279,20
1,0 86337 | 000 1,0 111,33
90,614 88,401
99,778 101,76
119,72 419,37
122,42 396,04
: 261,05
2,0 140,94 139,39 5,0 411,70
147,34 400,64
133,73 377,18
196,98 770,65
180,03 738,66
. 87,852 572,43
3,0 199,56 10,0 799,51
204,95 787,42
197,68 758,31
244,18 1199,2
203,60 1148,4
321,03 376,36
4,0 237,95 15,0 1180,1
249,50 1173,4
234,60 1160,2
292,37 1594,3
243,58 1528,9
50 272,00 327,33 20,0 1573,4 1597,0
281,28 1580,9
271,11 1570,5
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Nitrito
C(mg/l)| Area(mAU) Vagﬁ‘;‘za
0 0 0
1,0 55,777 26,815
55,192
51,467
44,581

Estudio preliminar para el desarrollo del método determinacion de aniones en agua naturales por

Cromatografia de intercambio iénico.
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45,867

2,0

104,35

97,458

100,22

56,537

92,053

84,992

Nitrato

C(mg/l)

Area(mAU)

Varianza

(8%

3,0

154,17

149,48

150,52

59,903

138,74

136,64

0

0

0

4,0

207,79

183,37

189,98

124,25

185,63

178,99

55,486

51,642

45,613

45,276

45,867

20,988

5,0

258,85

231,49

251,72

152,36

242,03

230,81

5,0

211,53

194,40

195,38

193,76

204,82

61,930

10,0

401,38

375,11

375,65

392,18

389,28

127,14

15,0

635,61

607,56

606,59

616,18

595,13

227,05

828,04

781,55

795,32

804,86

784,54

351,20
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Tabla 6: valores obtenidos por analisis de regresion lineal
ponderado (curvas de calibracion normal).

Fluoruro Cloruro Nitrito Nitrato
y =41.84 +48.40* x y =15.77+77.18*x y =2.516+47.48* x y =7.575+39.29* x
Xi y Xj ¥y X y Xi y
0,0 41,84 0,0 15,77 0,0 2,516 0,0 7,575
1,0 90,25 1,0 92,95 1,0 50,01 1,0 46,87
2,0 138,7 5,0 401,7 2,0 97,50 5,0 204,0
3,0 187,1 10,0 787,6 3,0 145,0 10,0 400,5
4,0 235,5 15,0 1174 4,0 192,5 15,0 596,9
50 283,9 20,0 1559 50 240,0 20,00 793,4
Xi : concentracion experimental
J : area ajustada
Tabla 7: Datos promedio de la curva de calibracion por adicion patron y para el
célculo de porcentaje de recuperacion del anion cloruro y nitrato.
Fluoruro Cloruro Nitrito Nitrato
Cmg/)| AmAU) | C@mg/l)| AmAU) | C@mg/)| AmAU) | C(mg/l)| A(@mAU)
0,0 0,000 0,0 727,2 0,0 0,000 0,0 336,2
1,0 66,39 1,0 797,1 1,0 16,48 1,0 373,5
2,0 106,1 2,0 861,5 2,0 51,94 2,0 420,6
3,0 169,7 3,0 921,4 3,0 92,46 3,0 460,2
4,0 220,2 4,0 1065 4,0 117,9 4,0 5345
C: Concentracion
A: Area
53
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Figura. 1: El cromatograma corresponde a una mezcla de estandar de 4 aniones
inorganicos a una Concentracion para F y NO; 5 ppm, CI' y NOs;* 20 ppm, a un
flujo de 2.0 ml/ min. En un Tiempo de analisis de 8 minutos, mediante
cromatografia de intercambio ionico.

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (110405\11040516.D)
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Tabla 8: tiempos de retencion de los 4 aniones en estudio (flujo de 2 ml/min.
Tiempo de analisis de 8 minutos).

Compuesto Tiempo de retencion Compuesto Tiempo de retencion
F 2,013 NO2 3.426
cr 2.893 NOs 5.192
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