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RESUMEN

La realizacion de este trabajo tiene por objetiimplementar una técnica para la
determinacion del Carbono Organico Total (COT) et espectrofotometria de luz
visible, estableciendo para ello algunos pardmetnosliticos tales como: linealidad,

exactitud, precision, limites de deteccion (LD)uautificacion (LC).

Para la determinacion del COT, se utilizd un setedetivos comerciales HACH de rango

alto, 100-700 miligramos de carbono por litro (@¢L)

Para determinar los parametros del COT, este tradajdesarrolld en dos etapas. La
primera de ella, fue realizar un analisis prelimipara determinar la presencia de materia
organica en la muestra usando la metodologia Betaanda Quimica de Oxigeno (DQO),

y posteriormente se procedio a la determinaciorC@erl en la muestra.

Los resultados obtenidos, muestran una buena iblagalen las curvas de calibracion,
mientras que los limites de deteccion (LD) y cdanattion (LC) alcanzados fueron de 6,7

y 20,1 mg/L, respectivamente.

Referente a la reproduccion de este método, lagitaedes sefialan un coeficiente de
variacion menor al 3%, estos es aceptable e ingiea este método tiene una buena
precision.

Con respecto a los porcentajes de recuperaciéos edtanzaron aproximadamente un

95%, lo que indica que este método presenta urnsalaactitud.
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|. INTRODUCCION

1. Medicion de materia organica en el agua

El agua es un recurso natural de gran importag@apesar de ser abundante en el planeta,
es considerada un recurso limitado. Debido a lwidatl humana, en la actualidad existe
una gran preocupacion por lo que sucede con estiesteque es cada vez mas escaso,
debido a la contaminacién de los cuerpos de afiims lagos, mar, etc.), debido a la

accion antropogeénica, entre otros.

En Chile, segln la Ley de Bases del Medio Ambidatepntaminacion es definida como:

“La presencia en el ambiente de sustancias, eleseanergia o combinacion de ellos, en
concentraciones y permanencia superiores 0 inéwjorsegun corresponda, a las
establecidas en la legislacién vigente”. De estaar@mlos contaminantes que afectan la

calidad del agua se pueden clasificar en tresosiquimicos y bioldgicos.

Dentro de los contaminantes quimicos, se encuemtesntipos: 1) los compuestos que
forman parte de los ciclos biogeoquimicos (talemaoamonio, nitrito, nitrato y fosforo);

2) microcontaminantes (inorganicos y organicos@)ycontaminantes organicos (como:
proteinas, carbohidratos, aceites y grasas y aoospuestos como, los tensioactivos,

fenoles, organoclorados y organofosforados, etc.

Los compuestos organicos estan formados principdaém@or combinaciones de carbono ,
hidrogeno y oxigeno , junto con nitrogeno , azyfealcio , magnesio , fosforo , hierro ,
entre otros. Los principales grupos de sustangignicas que se encuentran presentes en
el agua residual son mayoritariamente las protefd@s0%), hidratos de carbono (25-
50%), grasasy aceites (10%) (Millan, 1994).

Como lo indica la Figura 1, la descomposicion desssompuestos se desarrolla mientras

exista materia organica y oxigeno disuelto en @ime



Bacterias
COHNS + Q+ Nutrientes- CO, + NHz+ CsH;NO, + Otros productos finales + Energia calorifica

(materia (nuevas
organica) bacterias)

Figura 1. Degradacion de la materia organica en preserctxigjeno.

La contaminacion de tipo organica, es una de las im@ortantes en magnitud, y sus
fuentes son en general de origen doméstico (vertiddbanos), industrial, agricola y
ganadero. Para medir estd contaminacion en el dgdarma global, existen tres indices:
DQO, DBG y COT.

La DQO, es definida como la cantidad equivalenteodégeno consumido por las materias
(organica e inorganicas) presentes en el agudiyermdo compuestos biodegradables y no
biodegradables. Para ello se utiliza como oxidaiteomato de potasio en exceso, en
medio acido sulfurico, en caliente, y en presemgasulfato de plata, que actia como
catalizador, y de sulfato mercurio para eliminaintarferencia del ion cloruro (Metcalf &

Eddy, 1995). Este ensayo es empleado tanto pam@s ataturales como residuales, que
contengan compuestos toxicos para la vida biol6é@itetcalf & Eddy, 1995). Algunos

valores de DQO en aguas no contaminadas, oscile &s 1-5 mg/L; para aguas

residuales urbanas estos valores aumentan y fluetitae los 250-600 mg/L; mientras que
en aguas industriales estos valores son ampliansaperados dependiendo del tipo de

industria.

La DBG;, es definida como la medida de la cantidad deemdglisuelto requerido para la
oxidacion de la materia organica biodegradable amdila accion de microorganismos
aerobios (Ramalho, 1996). Este pardmetro de con&amidin organica es ampliamente
utilizado (Millan, 1994). Habitualmente este ensagaealiza a 5 dias (DBRY puede ser
empleado tanto para aguas naturales como para eggidsales. La correlacion entre las
medidas del contenido de materia organica expresadaDBQ y DQO, indican la

biodegradabilidad de la materia contaminante. Usiecte entre DBE@DQO para aguas



urbanas por ejemplo, fluctda entre 0,4-0,8. Mientyae para vertidos de tipo inorganico
este valor del cociente es menor a 0,2, y paradesride tipo organico es mayor a 0,6
(Metcalf & Eddy, 1995). La determinacion de la DBene su principal aplicacién en las
aguas servidas que llegan a una planta de tratamigrademas nos permite evaluar la
eficiencia del sistema de tratamiento empleadoresgao como porcentaje de eliminacion
de DBG;en el sistema.

Con respecto al COT, este método permite mediorienido total de carbono presente en
el agua, ya sea como compuestos organicos fijolatiles, naturales o sintéticos,

especialmente indicado para bajas concentraciomawnaleria organica. En general, este
método se lleva a cabo inyectando una cantidadcadmale muestra, en un horno a alta
temperatura o en un medio quimicamente oxidantepreésencia de un catalizador, el

carbono organico se oxida a anhidrido carbonico. dgnas residuales urbanas la
concentracion de COT puede fluctuar entre los 8DF2§/L (Metcalf & Eddy, 1995).

2. Métodos para medir COT

El método mas comun para la medicién del COT, dstédados en la aplicaciéon de calor y

oxigeno, irradiacién ultravioleta (UV), oxidantegimicos, o combinaciones de estos , para
convertir el carbono organico en €@l CO, puede ser medido directamente mediante
equipos, como un analizador infrarrojo no dispergiRND), se puede reducir a metano

(CHy), y se mide con un detector de ionizacion de ll@hA) (Camposet al, 2006).

Al no tener equipos sofisticados para la mediciéh@OT, este trabajo pone énfasis en el
método directo de la medida de COT , mediante éo@ida espectrofotométrica donde el

COT , bajo las condiciones del ensayo el carbogéroco se transforma en g@ediante

la digestion con persulfato. Luego el £@s burbujeado a una solucion con indicador de
pH, reaccionando a acido carbonico. El cambio der @ue se produce en esta reaccion,
sera directamente proporcional a la concentrac@rcatbono organico presente en la

muestra.



3. Propiedades analiticas de los métodos

En general, las propiedades analiticas se pueshrain tres grupos segun su importancia
relativa. Las fundamentales como: exactitud y megmatividad; las basicas como:
precision, sensibilidad y selectividad; y las coenpéntarias como: la rapidez, costo, grado

de participacion humana, robustez y seguridad patso

La calidad de los resultados de un método o asabsitara definido por dos propiedades
basicas: la exactitud, que es el grado de concoaantre el resultado obtenido
experimental y el valor verdadero o valor garagiizal maximo; y la representatividad,
gue puede definirse como el grado de concordamtia & muestra tomada y la definicion

del problema analitico a resolver.

La exactitud debe ir acompafiada de un nivel adecdadprecision, que es el grado de
concordancia entre un resultado y un conjunto ths,ebbtenidos aplicando el mismo
procedimiento analitico a la misma muestra en @maés idénticas o muy distintas. No

obstante, puede darse la situacion que un proceditieo sea exacto y no preciso.

Por otra parte no podra alcanzarse el valor verdagdao se garantiza la ausencia de todo
tipo de interferencias, y sin que se alcance eklnoe sensibilidad adecuado a la
concentracion de los analitos.

La representatividad, por otro lado se basa enuwsstreo adecuado fundamentado en una
buena definicion de los objetivos, la existenciaue plan de muestreo y un control

estadistico.

En resumen, la exactitud y la representatividagheet® al problema analitico son las
propiedades analiticas definitorias de la calidadlas resultados y en definitiva de la

calidad de los laboratorios analiticos (Aceved®4)9



Para la realizacién de este método, se evaluagimad parametros de validacién, con el
objetivo de producir resultados confiables aceredadpresencia y/o concentracion de un

analito en una muestra determinada, estos par&rstm

* Linealidad

* Precision

» Exactitud

» Limites de Deteccion (LD)

* Limites de Cuantificacion (LC)

1C



II. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Implementar una metodologia analitica para la detercion del Carbono Orgéanico Total

(COT) mediante una técnica espectrofotomeétrica.

2. Objetivos especificos

e Determinar la linealidad del método para el arglig COT.

* Determinar la precision y exactitud del método mr@andlisis de COT.

» Determinar el limite de deteccion y cuantificaciel método para el analisis de
COT.

11



Ill. MATERIALES Y REACTIVOS

1. Instrumento

« Espectrofotémetro, Spectronic Unicam UV-Visiblei8&@ENESYS™ 10

2. Materiales

* Cubetas de vidrio

» Pipetas totales de 0,5, 1, 2, 3mL

« Matraces aforados de 5, 50, 1000 mL

» Vaso de precipitado de 20 mL

* Micropipeta BRAND de 100-1000L

» Pipeta automéatica BRAND 0,5-5mL

» Reactor DQO HACH con control de tiempo y tempeatur
» Balanza analitica Precisa XB 120A (0,00019)
* Placa agitadora Velp Scientifica serie 100,164
* Cronometro

* Bureta de 50 mL

» Agitador magnético

* Embudo plastico

» Puntillas, lapiz rotulador, parafilms

» Papel indicador de pH

3.Reactivos

» Solucién estandar de ftalato acido de potasio 6@ bigC/L
e Solucién Buffer pH=2,0
» Persulfato de potasio para COT

* Ampollas indicadoras de COT rango medio/alto

12



Tubos acidos de digestion para el rango alto de COT

Agua libre de materia organica

Solucion digestora (#Cr207s)+ HGSQys) + H:SOy ()

Solucion catalitica (AHOys) + HSOs ()

Disolucién patron 1000 mg/L de ftalato 4cido deagat (KGHsO, )
D(+)-Glucosa ( @H1205)

Dicromato de potasio £r,0; p.a

Sulfato de mercurio HgSO4 p.a.

Sulfato de plata A0, p.a.

Acido sulfurico concentrado430,

13



IV. ANALISIS PRELIMINAR PARA DETERMINAR CARGA
ORGANICA

1. Determinaciéon de la DQO

1.1. Principio

La DQO, designa a la masa de oxigeno contenidanerolumen de agua necesaria para
oxidar por medio quimico los compuestos organic@®Cg, junto al material inorganico
capaz de sufrir oxidacion. Es un pardmetro imptetapara evaluar el grado de
contaminacion de las aguas a causa del vertidesié@uos industriales liquidos, y ademas

es util para verificar el grado de eficiencia da ptanta de tratamiento, entre otros.

Para la determinacion de la DQO, se requiere dexgente oxidante que provoca la
degradaciéon de la materia organica, y que habitraienes una solucion de dicromato de
potasio en &cido sulfirico concentrado. De estaenaana cantidad de materia organica

oxidable, sera proporcional al dicromato consumido.

1.2. Procedimiento

Para la digestion de las muestras se utilizarorostule vidrios resistentes a altas

temperaturas (15Q) provistos de tapa rosca.

Preparacion de solucién digestor&e disuelven 10,2160 g de®0; y 33,000 g de
HgSQ, en 500 mL de agua destilada. Se afiaden 167 mtide sulfarico concentrado. Se
completa a volumen de 1000 mL.

Preparacion solucion cataliticaSe disuelven 10,700 g de A0, en un litro de acido
sulfarico concentrado. Se deja la mezcla en reghsante dos dias hasta su completa

disolucion.

14



En el tubo de digestion se afadieron 2,5 mL deuastna de glucosa, posteriormente se le
agregaron 1,5 mL de solucion digestota y 3,5 misalacion catalitica. Paralelamente se
prepar6 un blanco, el cual contenia 2,5 mL de agstilada. Luego se procedio a tapar los
tubos, y agitarlos para homogenizar la muestraeHoemente fueron llevados al reactor e
incubados durante 2 horas a 150°C, con el objd@vadigerir la muestra. Terminada las dos
horas, se dejo enfriar a temperatura ambiente,pramedié a medir su absorbancia a 600
nm. La absorbancia obtenida fue interpolada cautaa de calibracion construida para tal

efecto.

1.3. Curva de calibracion a 600 nm
Como reactivo estandar se utilizé ftalatohidrogeieopotasio (K@HsO,). Para ello se
prepararon soluciones cuyo valor de DQO eran cdoscientre 0 y 900 mg/L. Estas
soluciones fueron sometidas a digestion segunaglegimiento anterior. Para finalmente
obtener una grafica entre la absorbancia del emstandel valor respectivo de DQO,
expresado en mg/L.

1.4. Resultados previos

En la Tabla |, se muestran los resultados obtendi#das dos curvas de calibracién

realizadas para la determinacion de la DQO.
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Tabla I. Valores de absorbancia para la construccion derleaae calibracion de DQO

Estandar de GHsO4K mg/L Abs. 1 Abs. 2  Promedio Abs. Desv. estandar

50 0 eeemeee 0,00¢ 0,01¢ 0,00¢
15C 0,041 0,03( 0,04« 0,01-
30C 0,09 0,081 0,08: 0,00¢
45( 0,13¢ 0,121 0,12 0,01~
60C 0,18 0,16¢ 0,16¢ 0,01:
75C 0,225 0,224 0,21( 0,00z
90C 0,271 0,26: 0,24¢ 0,00¢

En la Figura 2, se observa la curva de calibraeitine la absorbancia y la concentracion
del estandar, obteniendo un alto grado de cort@laentre las variables reflejado por el

ajuste lineal de la recta con un valor def®medio de 0,9995.

0.300 ~

0.250 ~

0.200 +

0.150 ~

Absorbancia

0.100 ~
y =0.0003x + 0.0013

0.050 - R?=0.9995

0.000 ‘ ‘ ‘ ‘ |
0 200 400 600 800 1000

Concentracion KCgH504 mg/L

Figura 2. Curva de calibracién de la DQO.
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Para determinar la DQO se empled glucosa, comotduda materia organica a una
concentracion conocida (500 mg/L). De los valofggidos en la Tabla Il, se destaca que
en la muestra de glucosa cuantificada para estedméel valor de la desviacion estandar
fue de 5 y el coeficiente de variacion (CV) expdesan porcentaje fue de 1,1, lo que nos

indicaria una buena precision del método.

Tabla Il. Muestra de Glucosa a 500 mg/L.

Concentracion real (mg/L) Absorbancia Concentraciérexperimental (mg/L)
50C 0,14¢ 482
50C 0,14¢ 482
50C 0,14¢ 48¢
50C 0,15( 49¢€
50C 0,147 48¢
50C 0,14¢ 48¢

Promedio 487
Desv. Estandar 5
% CV 11
% Recuperacior 97,2

17



V. METODOLOGIA
1. Determinacion del COT
1.1. Principio

Para la determinacion del COT mediante espectnoletida, primero es evaluado bajo
condiciones levemente acidas de tal forma de reneh\aarbono inorganico. En el exterior
del vial, el carbono organico en la muestra esritiggpor persulfato y acido, a la forma de
CO,. Durante la digestion, el G@eacciona con un indicador de pH en el interiolade
capsula. La absorcion del gén el indicador forma acido carbonico. El aciddbaico
cambia el pH de la solucion indicadora, la cuallwande color. La intensidad de color esta
relacionada con la cantidad de carbono present@ emuestra. El test se realiza a una
longitud de onda de 436 nm, realizando previamentdarrido en el espectrofotometro
entre 400-600 nm.

1.2. Procedimiento

» Se fija la temperatura de el reactor de DQO, €i1B2105°C.

* Usando una pipeta automéatica se tomaron 5 mL destnajdos cuales fueron
vertidos a un vaso de precipitado de 20 mL queettbatuna barra agitadora.

* Luego se agregaron 0,2 mL de solucion buffer a pH 2 se mide el pH de la
solucion con papel pH.

» Se coloco el vaso de precipitado sobre una platadaga a baja velocidad durante
10 minutos.

» Se etiquetaron dos viales de digestion acida dgoratto, uno como muestra y el
otro como blanco.

* Empleando un embudo, se adicioné el contenido dsobre de persulfato a cada
vial de digestion acida (liquido incoloro).

* En seguida se afiadi6é 0,3 mL de agua libre de CQiakétiquetado como blanco,
y 0,3 mL de muestra preparada, al vial de mueBaea posteriormente agitar hasta

homogenizacion.

18



Se enjuagaron dos ampollas azul indicadora con dgsianizada, y se limpié con
un pafio suave (libre de pelusas). En este pun&jnfiportante evitar tocar las
ampollas después de limpiar, para lo cual las dagpéileron manipuladas desde la
parte superior.

Se coloc6 una ampolla cerrada en cada vial de @oggdstion. Quebrando la parte
superior de la ampolla.

Luego cada vial fueron cerrados herméticamente,gpkcaron a incubar en el
reactor de DQO durante 2 horas, a 103-105°C.

Transcurrido este tiempo se retiran los vaialeslggstor, se enfrian a temperatura
ambiente y se procede a leer en el espectrofotéraatna longitud de onda de 436

nm.

18



VI. PARAMETROS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DEL  COT
1. Linealidad

La linealidad es la capacidad del método para gatreesultados que son directamente (0
por medio de transformaciones matematicas) propaates a la concentracion del analito

en la muestra dentro de un rango establecido.

Siempre que sea posible se debe buscar una respleasbo lineal para facilitar su trazado,
interpolacion e interpretacion. Por ejemplo, enuatiy procedimientos como en los
inmunoensayos, la respuesta del método no sueldéinset, pero si proporcional a la

concentracion. En estos casos son validos otrgtegjmatematicos.

Con los resultados del estudio de la linealidadpsspara una tabla relacionando las
cantidades o concentraciones, {sariable independiente), y la respuesya \ariable
dependiente, por ejemplo é&reas, alturas, absodsmnetc.). La relacion entre ambas
variables se expresa matematicamente como una dectagresion del tipg=b*x+a,
obtenida por un método de ajuste generalmente ellddrados minimos. En algunos casos
puede ser necesaria alguna transformacion matematievia, como es el uso de

logaritmos, reciprocos de las variables, entrespppara obtener funciones lineales.

La representacion grafica de la recta de regresidmn sistema de coordenadas junto con

los valores experimentales, permite visualizardiadad del ajuste.

El coeficiente de correlaciorRf) nos indica el grado de relacién entre la variable
(concentracion), y la variable (respuesta). Su valor maximo es 1RSies cercano a la
unidad, esto significa que existe correlacion coa probabilidad elevada. Un valor nulo

indica la ausencia de relacion lineal entre lagbées.

20



El valor recomendable para un buen ajuste linealdedo por un R> 0,999, aunque en el

caso de impurezas se admite un valor990.

Para determinar este parametro se prepar6 una deva&alibracion empleando 5
concentraciones de ftalatohidrégeno de potasigtG,): 100, 250, 400, 550 y 700 mg/L.
Luego se realizaron mediciones de la absorbantal@engitud de onda de trabajo, y en
cubetas de vidrio del mismo paso optico. Luegoraéap la absorbancia en relacion a las
concentraciones estudiadas, la cuél sera rectssistema cumple con la Ley de Lambert-

Beer.

2. Precision

La precision expresa el grado de concordanciadjeedsion) entre una serie de medidas de
tomas mudltiples, a partir de una misma muestra lggmea en las condiciones prescritas.
La procedencia de las muestras destinadas al estledla precision puede ser reales o

sintéticas (preparadas en el laboratorio).

El objetivo del estudio de la precision es condaeariabilidad del método de ensayo. Esta
variabilidad, es debida a errores aleatorios infiteseea todo método de ensayo. Como
consecuencia de la existencia de estos erroresarlabsis efectuados sobre muestras
idénticas, en las mismas circunstancias, no comdgeaeralmente a resultados idénticos.
Los factores susceptibles de influir sobre losltadas de un ensayo no pueden ser siempre
controlados (analista, equipo instrumental, reastiviempo, etc.) de aqui la importancia

del estudio de la precision.

La precision engloba diferentes tipos de estudio:
* Repetibilidad
* Precision intermedia

* Reproducibilidad

Para este estudio, sOlo se determiné como parachefcecision la repetibilidad.
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3. Repetibilidad

La repetibilidad estudia la variabilidad de un ndétoefectuando para ello una serie de
analisis sobre una misma muestra y bajo similacesliciones operativas, es decir un
mismo analista, iguales equipos y reactivos, eotit@s; en un mismo laboratorio y en un

periodo de tiempo corto.

La repetibilidad se expresa generalmente como efictente de variacion (CV) de una

serie de medidas, y se calcula matematicamente siguiente manera:

CV (%)=S *100
X
Dénde:
S: desviacion estandar

X: media aritmética de los resultados

Uno de los factores que mas pueden influir en petieilidad del método de analisis es la
concentracion del analito, ya que la desviacioranellr de las respuestas obtenidas
aumenta al disminuir la concentracion del analitei por ejemplo, cuando se trabaja a
concentraciones altas (materia prima) se aceptinegade coeficientes de variacion mas
bajos que cuando se trabaja a concentraciones ajass (por ejemplo impurezas). Por otro
lado, el valor aceptado del coeficiente de variaadépende del intervalo de aceptacion
especificado en el método de analisis. EI numeroregdicas se deduce a partir del

coeficiente de variacion de repetibilidad del métod

Para este caso se verifica la repetibilidad détmsig, trabajando con una solucion estandar
de una determinada concentracion, que por lo gemessenta un valor que esta en la mitad
de la curva de calibraciéon. Esta solucién es mesiiel® veces, bajo las condiciones antes
seflaladas. Una vez realizada la repetibilidad,legematos obtenidos se saca el promedio,

desviacion estandar y el coeficiente de variacincgntual.
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4. Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico, expiesaroximidad entre el valor que es
aceptado convencionalmente como valor verdadewm walor de referencia, y el valor

experimental encontrado.

No debe confundirse exactitud y precision. La @iéai esta relacionada con la dispersion
de una serie de mediciones, pero no da ningunaacidn de lo cerca que esta el valor
verdadero. Se puede tener mediciones muy prec&aspoco exactas, sin embargo, para

gue un método sea exacto se requiere un cierto giagrecision.

De la definicién de exactitud surge el principabtlgema: ¢,cuél es el valor verdadero del
analito en la muestra?. Por desgracia el valoragemb en muchos casos se desconoce
como por ejemplo, en la industria alimentaria debédla gran variedad de matrices
posibles y que practicamente no existen patronesefgeencia certificados, el valor de
dicho patrén es el que se acepta como valor verdagela exactitud puede evaluarse
aplicando el método sobre dicho patrén, o bienizaralo muestras de placebo o de

problema a las que se ha afiadido una cantidad idande dicho patron.

La exactitud, se expresard como porcentaje de eeadpPn en la valoracion de una
cantidad conocida de analito, afiadida sobre la tmajes como diferencia entre la media
obtenida y el valor aceptado como verdadero, janims intervalos de confianza. De esta
manera para calcular matematicamente el porcetajecuperacion (R) de un método, se
aplica la siguiente expresion.

Porcentaje de recuperacion (R) = Xn¥100
M

Exactitud = Xm- p

Doénde:
Xm: valor medio hallado

H: valor aceptado como verdadero
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Para chequear la exactitud del método, en estajordibe preparado un estandar de 300
mgC/L a partir de una solucion stock de ftalatobggmno de potasio de 1000 mgCIL,
transfiriendo 1,5 mL de stock estandar a un matfarado de 5 mL, y se completo el

volumen con agua libre de COT.

Luego se realizo la técnica de adicion del estaddda siguiente forma:

* Se adicionaron 0,1; 0,2 y 0,3 mL de estandar den3§0/L a tres viales de &cido
digestion.

» Luego a cada vial, se afiadio el contenido de uresibpersulfato.

* Se agregaron 0,3 mL de muestra a cada vial. Luegagdd suavemente para
mezclar, y se procedio a digerir la muestra.

* Se enjuagaron tres ampollas azul indicadora coa dgsionizada, y se limpié con
un pafo suave, libre de pelusas. En este puntapfpertante evitar contacto con
las ampollas , para lo cual fueron manipuladadel&sparte superior.

* Se coloc6 una ampolla cerrada en cada vial de @oggstion. Quebrando la parte
superior de la ampolla.

» Luego fueron cerrados herméticamente cada via,opkcaron a incubar en el
reactor de DQO durante 2 horas, a 103-105°C.

Nota: la concentracion deberia aumentar en 100 ing@/cada 0,1 mL de incremento

de solucion estandar de 300 mgC/L agregado.

5. Limite de deteccion (LD)

El LD es la concentracion mas baja de analito quexle detectarse bajo las condiciones
experimentales establecidas. El LD es determinadbzando por lo menos unas 10 veces
el blanco, y determinando su desviacion estandsolata, la IUPAC recomienda leer 25

veces el blanco, pero 10 veces es suficiente pa@abuena aproximacion. Aunque no

existe un acuerdo universal sobre la terminologisgxisten varios criterios para su

cuantificacién, en cualquier caso se recomiendarnmir el mecanismo seleccionado
(AQA, 2005).
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Para calcular el LD, se emplea la siguiente expnesiatematica:

LD= 3 x SD blanco/ Pendiente

LD: limite de deteccién
3 x SD blanco: 3 veces la desviacion estandar atasdél blanco

Pendiente: pendiente de la curva en el rango lineal

6. Limite de cuantificacion (LC)

El LC, es la menor concentracion de analito quedpueuantificarse con precision y
exactitud en una muestra, bajo las condiciones rempptales establecidas. El LC se

expresa en las mismas unidades de concentracideaap para el analito en la muestra.

El LC se obtiene generalmente desde la curva deraailon, midiendo por lo menos 10
veces el estandar de menor concentracion de laa cyrdeterminando su desviacion
estandar, para lo cual se procede de la misma maqner para el LD, pero usando la
desviacion estdndar de menor concentracion o asdmi@rbitrariamente que el LC
corresponde a 3 6 5 veces el LD (AQA, 2005).

El LC esta dado por la siguiente expresion:

LC=3x LD

LC: Limite de cuantificacion

3*LD: Tres veces el limite de deteccion

Para el andlisis de estos parametros, fueron @epardiez blancos a los cuales se les
determiné su absorbancia leyendo tres veces cadad|De esta manera se pudo obtener
el promedio y desviacién estandar de los blancepgsados, para proceder a calcular los

respectivos LD y LC.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Barrido de longitud de onda @)

Se utilizé un estadndar de menor concentracion aeifga de calibracion, para obtener un
espectro de absorcién entre longitudes de onda$08e500nm (Tabla IlIl), el cual se
representa graficamente en la Figura 3, obteniemdenaximo de absorcion a 436nm,

determinando de esta manera la longitud de trgizrealizar esta metodologia.

Tabla lll. Valores de absorbancia para determinar longituohdea de trabajo

Longitud de onda Absorbancia  Longitud de onda (nm) Absorbancia

(nm)

400 0.048 448 0.093
403 0.056 451 0.090
406 0.056 454 0.086
409 0.069 457 0.081
412 0.075 460 0.077
415 0.079 463 0.073
418 0.084 466 0.067
421 0.088 469 0.062
424 0.092 472 0.055
427 0.095 475 0.049
430 0.097 478 0.042
433 0.098 481 0.034
436 0.099 484 0.029
439 0.098 487 0.023
442 0.097 490 0.017
445 0.096 493 0.011
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Figura 3. Espectrograma

2. Linealidad

En la Figura 4, se muestra la curva de calibragiara el COT, reflejando que existe
correlacion entre las distintas concentracionesed&ndar y las absorbancia obtenidas,
confirmada por el coeficiente de regresion linéaual fue de 0,9977, lo que contribuye a

gue este sea un método seguro para la determirnZeiGOT.

En las Tablas IV y V, se muestra un resumen dedssltados obtenidos para las tres

curvas de calibracion.
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Tabla IV. Valores de absorbancia de las tres curvas de aailior para el analisis de COT.

Concentracion CurvaN°1 CurvaN°2 CurvaN° 3 Promedio  Desviacion

(mg/L) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Curvas Abs  Estandar
Abs. Abs. Abs.

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

100 0,093 0,069 0,080 0,081 0,012

250 0,197 0,181 0,208 0,195 0,013

400 0,303 0,320 0,328 0,317 0,013

550 0,486 0,448 0,448 0,461 0,022

700 0,584 0,611 0,611 0,602 0,015
Pendiente 0,0008 0,0009 0,0009
Intercepto 0,0031 0,0178 0,0063
Correlacion 0,9926 0,9952 0,9973

Tabla V. Valores de curva de calibracion para COT

Concentracion Promedio
mg/L Absorbancia

0 0,000
100 0,081
250 0,195
400 0,317
550 0,461
700 0,602
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Figura 4. Curva de calibracion del COT.

3. Repetibilidad

Como se sefiala anteriormente, la precision estiadiaariabilidad que existe entre los

diferentes resultados, pero sin tener en cuenpcumidad al valor real. La repetibilidad

depende generalmente del proceso de preparacikdmugestra. Es decir cuanto mayor sea

la manipulacion de la muestra mas probable esajuariabilidad del método aumente.

De esta manera la repetibilidad que se obtuvo éébao, es buena ya que el coeficiente de

variacion es bajo, 2,4, siendo aceptable (Tablg Wé&pendiendo solo del instrumento

utilizado.
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Tabla VI. Repetibilidad de un estandar de Glucosa de 45C g

Concentracion Abs. 1 Abs. 2 Promedio Concentracion
Real mg/L Absorbancia  Experimental mg/L
450 0,413 0,383 0,398 452
450 0,412 0,410 0,411 467
450 0,386 0,389 0,388 441
450 0,396 0,390 0,393 447
450 0,384 0,390 0,387 440
450 0,388 0,383 0,386 438
450 0,388 0,377 0,383 435
Promedio mg/L 446
Desv. Estandar 11
CV(%) 2,4
4. Exactitud

La exactitud indica si los resultados que se obtiemon un método analitico estan
préximos al valor verdadero o al que se aceptaamionalmente como valor verdadero,
para este caso se obtuvieron porcentajes de remiferaceptables (Tabla VII). Sin
embargo, no siempre esto fue asi ya que tambié@btswieron valores de recuperacion
cercanos al 100%, esto depende de la efectividaohé®do de preparacion, extraccion y
concentracion del analito. También fue posible nl@seun valor superior al 100% durante
la investigacion, en este caso cuando se obtieggitados superiores al valor verdadero,
si es posible se deberian modificar las condiciodes método para optimizar la
selectividad.
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Tabla VII. Valores de absorbancia de una muestra de Glucd0degC/L para

determinar el pardmetro exactitud.

Glucosazoomgr A0ST Abs2  Aps3 PUECHe SOMEOROOT
Adicion 1 +100 mg/L 0,235 0,236 0,235 0,235 272 90,5
Adicion 1 +100 mg/L 0,242 0,242 0,242 0,242 279 93,0
Adicion 2 + 200 mg/L 0,330 0,328 0,329 0,329 376 93,4
Adicion 2 +200 mg/L 0,336 0,337 0,336 0,336 384 96,0
Adicion 3 + 300 mg/L 0,450 0,440 0,443 0,443 503 100,5
Adicion 3 + 300 mg/L 0,444 0,442 0,443 0,443 502 100,4

5. Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccidon y cuantificacion son pathos analiticos de gran interés, sobre
todo cuando se estan evaluando concentracionel@sde trazas (este no es el caso); ya
gue calculando estos limites se puede saber quedebajo de una determinada

concentracion, no hay certeza de poder detectaradito.

Los resultados obtenidos para ambos limites fudewalores bajos (Tabla VIII) lo que
significa que el sistema utilizado para la deteauion de COT es bastante sensible, y

puede cuantificar bajas concentraciones de COasmuestras.
En este sentido cabe destacar la importancia quéeadn el LD y LC como herramientas

indispensables en cualquier método analitico yaaseaveles trazas, pg/L, mg/L, entre

otros.
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Tabla VIII. Valores de absorbancia de diez muestras blancalpégeminar los limites de
deteccion y cuantificacion del método.

Muestra Abs. 1 Abs. 2 Abs. 3 Promedio
Abs.
Blanco -0,005 -0,004 -0,006 -0,005
Blanco 0,000 0,000 0,003 0,001
Blanco -0,004 -0,002 0,000 -0,002
Blanco -0,001 0,000 -0,002 -0,001
Blanco -0,002 -0,001 -0,002 -0,002
Blanco 0,000 -0,001 0,000 0,000
Blanco 0,000 -0,002 0,000 -0,001
Blanco -0,002 0,000 0,000 -0,001
Blanco 0,000 0,000 -0,001 .0,000
Blanco -0,004 -0,002 -0,004 -0,003
Promedio 0,002
Desv. Estandar 0,002
LD 6,7 mg/L
LC 20,1 mg/L
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VIIl. CONCLUSIONES

Se implemento exitosamente una metodologia araliigra la determinacion
cuantitativa de COT.

Los set comerciales empleados para la determina@dOT, a concentraciones de
100-700 mgC/L para este estudio, arrojan curvasatieracion lineales, existiendo

proporcionalidad entre las concentraciones de ##dndares y sus absorbancias
siendo demostrado por los coeficientes de regrdsiéal, en donde las tres curvas

presentan valores cercanos a uno.

Los parametros analiticos estudiados para la dietacidn de COT, presentan una
desviacion estandar baja, y un coeficiente de eidnaaceptableno mayor al 3%,
por lo que se puede concluir que estos parameteseman buena precision y

exactitud.
Con respecto a los LD y LC para la determinaciorC@d, este método presenta

valores bajos de concentracion, 6,7 mg/L para el y.20,1 mg/L para el LC, lo

gue nos indica que esta metodologia tiene una meryebsensibilidad.
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