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RESUMEN

Un simple y sensible método fluorescente Fenton no automatizado es propuesto
para la determinacién de trazas de perdxido de hidrogeno (H202) en muestras
de agua de lluvia. EI método esta basado en la reaccion de oxidacion del acido
benzoico por H,O, catalizada por Fe (ll) para formar una mezcla de acidos orto-
, meta- y para- hidroxibenzoicos (orto-, meta- y para-HBA). El incremento de la
intensidad fluorescente de los isbmeros se debe a la adicion de Al (lll) para
formar un complejo que incremente esta propiedad. Bajo condiciones Optimas,
la curva de calibracion fue obtenida entre la intensidad fluorescente y la
concentracion de H,O2en un rango de0.01753 ppm a 3.0609 ppm, un limite de
deteccion de 0.0171 ppm y un limite de cuantificacion de 0.0454 ppm. La
propuesta del método fue aplicado a determinar H,O, en muestras de agua de
lluvia, y resultd satisfactorio. EI mecanismo involucrado en la reaccion también

fue estudiado.

Palabras clave: analisis de trazas, espectroscopia de fluorescencia,

contaminacion atmosférica, lluvia acida, método analitico.
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1. INTRODUCCION

El peréxido de hidrogeno (H,Oz)esreconocido como uno de los mas importantes
oxidantes en la atmdsfera, y contribuye al control de la composicion de la
quimica atmosféricaaniveles de trazas (Gongalves, 2010,Padilla et al.,
2007,Santoset al., 2007). Su formacion principal se presenta en la fase gaseosa
por las interacciones del radical hidroperoxilo (HO2¢*) que esproducido a partir de

la fotdlisis del ozono.

El H,O.en fase gases extremadamente soluble en agua. En su fase liquida, es
considerado uno de los mas efectivos oxidantes para la conversion del didxido
de azufre (SO3) a acidosulfurico (H,SO4).Este ultimo compuesto es el principal
constituyente en la acidificacion del agua de lluvia (Weihanet al., 1989). Las
llamadas lluvias acidas, son un problema actual que causa serios dafios
ambientales tales como: acidificacién de lagos, dafio a bosques, destruccién de

monumentos historicos y erosion de suelos.

El papel que desempefia elH,Ozha sido estudiado extensivamente en la
quimica ambiental y ciencias de la atmdsfera a nivel mundial (Allen, 2012).
Diversos investigadores (Mullaughet al., 2012, Gongalves et al,
2010,Watanabeet al., 2009,Santos et al., 2007 ,Kieberet al., 2001, Pefia et al.,
2001,Yuan y Shiller, 2000han demostrado la existencia deuna variacion en la
concentracion de este compuesto que oscila desde cerca de 2.3 ppm a menos
de 0.1 ppm. Otros investigadores han soportado este hecho resaltando la
influencia de parametros meteorologicos y fisicoquimicos presentes en el agua
de lluvia (Lee et al., 2008,Deng y Zuo, 1999). Debido a lo anterior, cobra vital
importancia la determinacién precisa de la concentracion de H,O, en agua de
lluvia con el fin de lograr una mejor comprension del origen y transformacion de

diversos elementos en la atmodsfera terrestre.



Se han reportado numerosos trabajos de investigacion enfocados al desarrollo
de técnicas instrumentales (e.g. fluorometria, quimioluminiscencia, y fotometria)
para la determinacién sensible de este compuesto en agua de lluvia. Sin
embargo, la mayoria de ellas se caracterizan por requerir infraestructura de
laboratorio especializado,entrenamiento de personal capacitado, manejo de
reactivos costosos, etcétera. Sin embargo, la fluorometria es una técnica que
sobresale por su gran sensibilidad, facilidad de operacién y rapidez. Razones
por las cuales, investigadores dedicados al estudio de ciencias de la atmédsfera
la han adoptado preferentemente para la realizacion de sus investigaciones en
campo. (Mullaughet al., 2011; Miller et al. 2008,Lee et al., 2008, Kibieret al.,
2001). Dentro de los métodos analiticos que han sobresalido exitosamente se
encuentra el método Fenton-OHBA en su version FIA, el cual presenta la
ventaja de emplear reactivos quimicos de bajo costo, estables, faciles de
adquirir y que no requieren refrigeracién. El método esta basado en la reaccion
de oxidacion del acido benzoico por H,O,catalizada por Fe (Il) para formar una
mezcla de acidos: orto-, meta- y para-hidroxibenzoicos (HBA), los cuales son
analizados mediante deteccion fluorescente. Una version reciente del mismo,
hace uso de una sal de aluminio utilizado como un reactivo mejorador de la
intensidad de la fluorescencia. Ambas versiones se caracterizan por su

capacidad de minimizar interferencias debidas a metales de transicion.

Debido a lo anterior, se decidié desarrollar una metodologia analitica basada en
el método Fenton-OHBA por medio de adicion estandar, la cual considera el
efecto de la matriz al cuantificar de manera practica el H,O,en agua de lluvia
.De esta manera, se formuld el siguiente objetivo y objetivos particulares de

este trabajo de tesis:



1.1. Objetivo general
Desarrollar una metodologia analitica para la deteccion de H,Ozen agua de

lluvia, basada en el método Fenton-OHBA por adicién de estandar.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Ciclo biogeoquimico del agua

Un ciclo biogeoquimico es un proceso natural que recicla elementos de
diferentes formas quimicas, desde el medio ambiente hacia los organismos, y
después a la inversa. El ciclo del agua (Fig. 2.1) es uno de los tantos ciclos que
existen en nuestro planeta y es imposible tener agua sin la conservacién de

este ciclo.

Figura 2.1.Ciclo biogeoquimico del agua (Centro Virtual de Informacion del
Agua, 2012).

El ciclo del agua regula procesos biofisicos para las funciones ambientales
vitales de los ecosistemas. A través de sus funciones fisicas, quimicas y
bioldgicas, el agua controla procesos y patrones de los paisajes terrestres;
quimicamente, a través de la interaccion de los sustratos y los gases
encontrados en la atmdsfera; fisicamente, mediante los movimientos del agua
en el sistema terrestre por la interaccion de tres procesos basicos: la

evapotranspiracion, la escorrentia y la precipitacién y/o agua de lluvia.



2.2. El agua de lluvia y su importancia

La precipitacidn es el principal proceso dentro del ciclo del agua para el retorno
del agua a la tierra, liberandose a través de las nubes en forma de nieve,
granizo y lluvia, en donde la mayor parte de la precipitacion se libera como
lluvia (Centro Virtual de Informacion del Agua, 2012).El estudio del agua de
lluvia nos provee de informacion relevante acerca de los recursos que
contribuyen a su composicion quimica, y de igual forma, nos ayuda a
comprender la transferencia de quimicos toxicos desde la atmésfera hacia la
superficie terrestre, desde un punto de vista ambiental (Krupa, 2002) y su

dispersion de manera local, regional y mundial.

De acuerdo con Ibanez et al.(2007)el agua en la atmosfera tiene un tiempo de
residencia de aproximadamente 8-9.6 dias antes de precipitar como lluvia. El
volumen global de precipitacion que cae sobre la tierra cada afo va del orden
de 5,8 x 10 ° km?®, de los cuales ca. del 21% cae sobre la tierra y 79% en el mar.
El agua de lluvia es responsable del proceso de lavado y limpieza de la
atmosfera por medio de la disolucion de los gases y sales presentes en ella, asi
como del transporte de sustancias y particulas sobre la superficie de la tierra.
Las particulas de minerales y sales lavadas por medio de la lluvia por lo general
tienen un diametro inferior a 1 ym, otras particulas incluidas en el lavado son

los microorganismos.

2.2.1. Antecedentes de estudios sobre la composicion del agua de lluvia y
H202

El interés del ser humano por el estudio de la composicién del agua de lluvia
data desde principios de los 50’s, cuando el investigador Eriksson realizé una
investigacion con el fin de obtener informacién acerca del impacto de los
componentes de la lluvia con el suelo (Eriksson, 1952). Desde entonces, debido
a las alteraciones que sufre el medio atmosférico, diversas investigaciones a lo

largo de los anos, a nivel mundial, buscan la forma de obtener y comprender la



composicion atmosférica a través de la lluvia, por ser un elementode gran

disponibilidad y facilrecoleccion.

El estudio de la composicién quimica ha recibido una atencion especial
alrededor del mundo durante la ultima década (Santos et al., 2011). Diversas
investigaciones llevadas a cabo, como la de Zhang et al. (2012), mencionan que
la concentracidn idnica en la precipitacion depende de la intensidad de emisién
de las fuentes contaminantes y su incorporacién en el sistema de
transformacion. El agua de lluvia es también una via de informacion acerca de
la lluvia acida, oen un sentido mas amplio, la deposicién acida que incluye
nieve, granizo y lluvia. Contaminantes como diéxido de azufre(SO,) y didxido de
nitrogeno (NO;)presentes en la atmédsfera terrestre modifican el pH de la lluvia
al ocurrir su disolucion y reaccion a través de procesos de oxidacion para dar
paso a otros compuestos y acidificando el medio. Uno de los principales
compuestos oxidantes involucrados en la acidificacion de lluvia es el
H2Oz(Kieberet al., 2010). La lluvia acida lidera uno de los mayores problemas
ambientales debido al impacto en la flora, suelo y ambientes acuaticos. Al
conocer su composicion, se pueden tomar medidas necesarias con el fin de

prevenir dafios a los ecosistemas ambientales (Honorio et al.,2010).

La primera evidencia de H,O, en lluvia durante una tormenta fue proveida por
Georg Meissner (1829-1905) en 1862.Schonbein (1869-) confirmd esta
observacion y Heinrich Struve (1822- 1908) lo detectd en la nieve. Sin embargo,
el quimico aleman Schdne fue el primer cientifico en estudiar a detalle el H,O,

atmosférico en lluvia, nieve y aire cerca de Moscu en los 1870’s (Moller, 2009).

A partir de entonces, se han llevado a cabo determinaciones acerca de este
compuesto a nivel mundial ;tanto en pequefas regiones del planeta como a
escala global (Allen et al., 2012) e incluso a nivel espacial (Encrenaz et al.,
2011). En México, existen muy pocos estudios respecto a la determinacion del
H>O, en agua de lluvia, por lo tanto, el conocimiento de la concentracion de



este compuesto en la atmodsfera mexicana es casi nulo, algunos estudios
relevantes han sido llevados a cabo por Padilla et al. (Padilla et al., 2007;
Padilla et al. ,2007).

2.3. ;Qué es el H,0,?
Para comprender el objeto de este estudio, es necesario abarcar con detalle la
estructura quimica, formacién y aplicaciones del compuesto llamado: peroxido

de hidrogeno, o como comercialmente se le conoce, “agua oxigenada”.

Su manufactura industrial inicié por el descubrimiento de un quimico francés
llamado Louis- Jacques Thenard en el afio de 1818. Thenard hizo reaccionar el
peréxido de bario con acido clorhidrico para producir una baja concentracion de
H>O.acuoso (R1). El proceso, sin embargo, fue mejorado significativamente
mediante el uso de acido sulfurico (R2). El H,Ozse formd junto con sulfato de
bario, que es insoluble en agua. El peréxido de bario se elimind posteriormente
por precipitacion con acido sulfurico, para mejorar la produccion de H>O2(R3)
(Moller, 2009).

BaO, + 2HCI - BaCl, + H,0, (R1)
BaCl, + H,S04-> BaSO, + 2HCI (R2)
BaO, + H,SO4~> BaSO,4 + H,0, (R3)

El H,O%es considerado un fuerte oxidante y esta comercialmente disponible en
solucién acuosa en diversas concentraciones. Con un peso de 34.016 g/mol, es
un acido débil, liquido, blanco, casi sin color que es miscible con el agua en

todas las proporciones (Craig, 1999).

En cuanto a su composicion molecular, los atomos del H,O, se encuentran
unidos covalentemente en una estructura no polar (Fig. 2.2) teniendo una
asociacion (puente de hidrégeno) un tanto menor como la que se encuentra en

el agua (Leng y Cheng, 2008).
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Figura 2.1.Estructura molecular del H>O5.

2.3.1. Aplicaciones del H,0,

Hoy en dia, la demanda comercial del H,O, se ha mantenido, empleandose en
un sin fin de aplicaciones como oxidante en el ramo industrial, blanqueador en
la industria textil y del papel, en el ambito farmacéutico, en el control de
procesos enzimaticos; ozonizacion de agua potable y en estudios clinicos (Leng
y Cheng, 2008).

2.4. Formacion de H,0O.en fase gas
De acuerdo con Pefia et al. (2001) no existen emisiones directas de H,O; hacia
la atmésfera sino que todo el H,O, encontrado en ella, debié de haber sido

formado por reacciones quimicas.

2.4.1. Formacion de radicales OH-

La mayor fuente de H,O,se debe a la entidad reactiva mas importante que es
un fragmento de la molécula de agua: el radical hidroxilo (OH¢). Este radical (un
fragmento reactivo molecular) es formado por la secuencia de reaccion iniciada

fotoquimicamente por interaccién de un foton de luz hv (Andrewset al., 2004):

Ogs(g) + hv> Oz g+ <O () (R4)
*O¢ () + H2O = 20H- (g (R5)



De acuerdo con Chenet al. (2008) el ozono es un componente clave para la
produccion de H,O,, porque la fotolisis del O3 puede producir radicales OHe y
HOZ'.

2.4.2. Formacion de radicales HO,*

Para la formacion del H,O, atmosférico es necesaria la existencia de los
radicales hidroperoxilo HO,+ (R7), formados principalmente por la combinacién
de dos radicales OH- (R6).

OHe(g) + OHe(g)> HO2* (g) (R6)
HO2¢ (g) + HO2* () > H202 () (R7)

Otra via de produccion de los radicales HO,* es mediante la produccion
fotoquimica de reacciones con trazas de gases atmosféricos como el
O3(R8)(Marinoni et al., 2011).

OHe g+ O3 (g) 2 HO2¢ (g) + O2g) (R8)

2.4.3. Formacion de H,0.en fase liquida

Aquellos gases presentes en la atmdsfera con tiempos de residencia cortos son
los que se pueden remover facilmente de ésta. Algunos de estos gases se
pueden absorber en plantas y otros sélidos; o bien, ser disueltos en agua. Si
tomamos la atmdsfera como la unidad de presion y un mol L™! como unidad de
concentracion, la constante de la ley de Henry (Ky) tendra las unidades mol L™
atm™. Entre mas grandes sean los valores de esta constante, mas soluble es el
gas en el liquido. La Tabla 2.1 muestra que el H,O, es un gas muy soluble en
agua, en comparacion con el oxigeno y otros compuestos presentes en la

atmdésfera terrestre (Andrews et al., 2004).



Tabla 2.1.Algunas constantes de la ley de Henrya 15 °C.

Gas Ky (mol L™ atm™)
Perdxido de hidrogeno 2x10°
Amoniaco 90
Formaldehido 1.7
Sulfuro de dimetilo 0.14
Ozono 0.02
Oxigeno 0.0015
Monodxido de carbono 0.001

Debido a su solubilidad en agua, la incorporacion del H,Ozen una gota de agua
de lluvia ocurre mucho mas rapido que su formacion en fase gas. La estimacion
de la tasa de la deposicidn acuosa del perdéxido muestra que cerca del 7% del
H,O, es removido anualmente de la atmdsfera por la lluvia que se da en las

estaciones de primavera y verano (Gongalves et al., 2010).

2.4.4. Reaccion del H,O2en presencia de metales de transicion
Jackson y Hewitt (2007), reportaron que el H,Ozsufre descomposicion a través
de una cadena de reacciones tipo Fenton, mediante las formas reducidas de

metales de transicion, como por ejemplo el Fe (ll):

Fe (Il) + H20, () - Fe (Ill) ot OH- ot OH" (R9)
OH'(|) + H,0, (|)9 H,O i HO,e () (R10)
HOZ'(|) + H202(|)9 OH'(|) + H,O + 02(|) (R11)

Cualquier exceso de H,O, producido fotoquimicamente podria ser consumido a
través de la oxidacion de Fe (lIl), el cual el cual es reformado rapidamente a
partir de la reduccién fotoquimica de Fe(lll) por los altos niveles de iluminacién
UV (Kieber et al., 2001).

2.4.5. Oxidacion de H,0,con diéxido de azufre
El mecanismo de pérdida mas importante del H,O, en fase acuosa (Weihan et
al.,, 1989) es a través de la oxidacion del SOzen la gota de agua de lluvia. El

H,0, se disuelve en la gota de lluvia y actua como oxidante del SOzresultando
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asi acido sulfurico(H,S0O4),en un pH <6 (Ji et al., 1991)(Fig. 2.3). Este proceso

se lleva a cabo segun la siguiente reaccion:

SOz(g) + H,0O, (|)9 H>SO4 ) (R1 2)
D'} | Gota de_]]l_wia
7 i
hv l ;
H,0

WOy
¥
e ":.'I:' =
i o, NO
HNO,
” G0
f ‘
I{
Nitratos HO, ¢ HO,
Aerosales / _ o
! . i,
: HO, | ——*% o -
Deposician H,':'; = 33 : H;,.f'j[:l_+
i
Sulfatos :
Aerosoles

Deposician

Figura 2.3.Mecanismos de reaccion de especies quimicas en fase gas

implicadas en la formacion dela lluvia acida (Weinstein-Lloyd y Lee, 1995).

Si existe una concentracion alta de SOqen la gota de lluvia como para oxidar el
H,O.formado y la reaccion es lo suficientemente rapida, entonces es posible
que la concentracion de H,O, pueda ser mas baja que la esperada de acuerdo
a la Ley de Henry (Noone et al., 1990).
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2.4.6. Oxidacion de H,0O,condioxido de nitrégeno

Se ha observado que la tasa de formacion de H»O, depende de la
concentracion de dioxido de nitrégeno gaseoso (NOy)(Fig. 2.3). En un aire
contaminado, donde el nivel de NO,es mas grande que el deH,0,, se disminuye
el proceso de formacion de los radicales HO»* y con ello se reduce la formacion
posterior de H,O,. El producto negativo de esta reaccidn es el acido nitrico
(HNO3) (R13) (Allen, 2013).

OH(g) + NO2 )= HNO3 (R13)

Debido a lo anterior, se ha reportado que cuando hay niveles mayores de
NO.en la atmodsfera, se desarrolla una reaccién de competencia para la
formacion de H,0,.Se ha relacionado concentraciones menores a 30 uM de
NO.a concentraciones altas de H,O»(Mullaugh et al., 2011; Pena et al.,2001).

2.5. Impactos ambientales del H;0-

Recientemente, el poder oxidativo de la atmdsferaha llamado la atencion por su
papel en la remocion decontaminantes presentesen el aire, generando impactos
negativos en el ambiente, talescomo:el decaimiento de los bosques y el

fendmeno de lluvia acida (Kuriharaet al., 2012).

2.5.1. Decaimiento de los bosques

Polle y Junkermann (1994) realizaron mediciones de H;O.en su fase gas,
calculando su influencia en los arboles de abeto, determinando que en
presencia de la combinacion de H,O, y de otros contaminantes en al aire, se
contribuye al dafio de esta especie .De acuerdo con Allen et al.(2012) el H,O,
actua de dos maneras en los arboles: Es una importante molécula que
pertenece a sus ciclos vitales pero, cuando se expone a mayor concentracion

exterior de lo que las plantas puede producir, es toxico para ellas y sufren de
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estrés oxidativo debido a su incapacidad de deshacerse de los radicales HO,¢ y
del H202.

2.5.2. Lluvia acida

Debido al crecimiento de la poblacion y de la industria, en las ultimas décadas
se ha generado un aumento considerable de la emisibn de gases
contaminantes hacia la atmdésfera como son los compuestos de Oxidos de
nitrogeno y de azufre. Uno de los efectos negativos al contaminarse el aire a
través de esta clase de compuestos es la formacion de la lluvia acida,

reconocida como un problema ambiental global (Gonzales y Aristizabal, 2012).

La lluvia acida se refiere a la deposicion humeda o seca de la atmdsfera que
contiene grandes cantidades de HNO3; y HSO,4. Estos &cidos resultan de la
interaccion de sustancias quimicas emitidas principalmente por la combustion
de combustibles fésiles como: NO,, SO,; para después reaccionar con
compuestos presentes en la atmaosfera, principalmente el H,O,. Esta clase de
lluvia provoca la acidificacion de lagos y arroyos, como ejemplo, recientemente
en Marzo del 2013, de acuerdo con la revista National Geographic, funcionarios
de pesca de la regién Occidental del estado de Virginia, EUA, emprendieron
acciones contra los efectos de la lluvia acida en un lago llamado Laurel Creek,
cerca de Fenwick en Nicholas County debido al impacto acuatico en este

ecosistema.

Ademas de este problema, la lluvia acida contribuye al dafio de arboles y a la
erosion de suelos. Acelera la descomposicion de los materiales de construccion
y pinturas, como de edificios irremplazables y esculturas que forman parte del

patrimonio de los paises.

Antes de caer a la tierra, los gases que forman parte de esta precipitacion
contribuyen a la degradacién del entorno e incrementan el riesgo a la salud

humana (EPA, 2012). Como se describi6 anteriormente, hay una fuerte
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correlacion del H,O, con esta problematica ambiental debido al poder oxidativo
que ejerce sobre el principal detonante de la lluvia acida que es el SO;; asi

pudiera describirse que el H,O, actia como precursor de la lluvia acida.

2.6. Factores meteorolégicos que afectan las concentraciones de H;0;

Gran parte de las campafias globales dedicadas a la determinacion de las
trazas de H,Oqexistentes en agua de lluvia, consideran la influencia que ejercen
los parametros meteorolégicos en la formacion y pérdida del compuesto de

estudio.

Se ha demostrado que durante el dia, las concentraciones de H;O, son
mayores, esto debido a la influencia que ejerce la radiacién solar (hv) sobre el
compuesto, favoreciendo asi, las reacciones fotoquimicas para la formacion del
radicales HO2* y en consecuencia la produccion de H;O,(Marinoniet al.,
2011,Gongalveset al., 2010,Watanabeet al. 2009,Padilla et al., 2007).De esta

forma, a mayor densidad de radiacion hay un incremento en la temperatura.

De acuerdo con Gongalves et al(2010) en la ciudad de S&o Paulo, las
concentraciones mas altas de HyO, resultaron dentro de un rango de
temperatura entre 18°C y 26°C. Esto sugiere que las reacciones de formacion
de H,0O, son predominantes a altas temperaturas. Con bajas temperaturas ,no
se proveen las condiciones favorables para las reacciones fotoquimicas para su
posterior produccién. Al contar con una radiacion alta y temperaturas altas, se
sobre entiende que la estacién del afio influye ampliamente. Presentandose
concentraciones altas de H,O, en verano y primavera por la accion fotoquimica

que ejerce el sol (Allen, 2013).
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2.7. Concentraciones a nivel global de H;0;

Las concentraciones a nivel global se han definido en menos de 2.7ppm
(Mullaugh et al., 2012; Gongalves et al.; 2010; Santos et al., 2007;Kieberet al.,
2001; Pena et al., 2001;Yuan y Shiller, 2000; Deng y Zuo, 1999); sin embargo,
se han reportado variaciones de concentraciones como es el caso de Toyama,
Japon, en donde las concentraciones varian de <0.003401- 6.46 ppm
(Watanabe et al., 2009). En México el autor Padilla et al. (2007) ha detectado
cantidades similares a las reportadas a nivel global, lo cual se puede observar

en la siguiente tabla (Tabla 2.2.):

Tabla 2.2. Algunos ejemplos de concentraciones de H,O.en agua de lluvia a

nivel global.
Ciudad Concentracion Referencia
(Ppm)
Sao Paulo, Brasil 0.017-2.65 Goncgalveset al.; 2010
Sao Paulo, Brasil 0.077-1.65 Santos et al., 2007
Océano Atlantico Central 0.11-2.42 Yuan y Shiller, 2000
Wilmington, CA, EUA 0.033-0.11 Mullaughet al., 2012
Miami Florida, EUA 0.011-1.29 Deng y Zuo, 1999
Islas menores, Nueva 0.207 Kieberet al., 2001
Zelanda
Region Noroeste de 0.091 Pefia et al., 2001
Espana
Toyama, Japdn 0.003-6.46 Watanabeet al., 2009
Ciudad de México, Orizaba 0.33-0.493 Padilla et al. 2007

2.8. Técnicas de caracterizaciéon de H,0.en agua de lluvia

La necesidad por determinar de manera exacta el H,O, en agua de lluvia ha
brindado un papel fundamental e importante a la quimica analitica dentro de la
ciencia ambiental y atmosférica, ya que esta se encarga de determinar
concentraciones de especies contaminantes nocivas (Taniai et al., 2000).Para

lograr esta clase de determinaciones, existen los métodos instrumentales.
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Empleados a principios del siglo XX, para el analisis cuantitativo de una gran

variedad de analitos inorganicos, organicos y bioquimicos mediante las

mediciones de sus propiedades fisicas tales como: la conductividad, el potencial

de electrodo, la absorcidén o emision de luz, la relacion masa/carga y la

fluorescencia (Skoog, 1992).Una gran variedad de métodos instrumentales se

han reportado para la cuantificacion de bajas concentraciones de H,O,en agua

de lluvia. En la Tabla 2.3 se enlistan algunos ejemplos de fluorometria,

quimioluminisencia, y fotométricas:

Tabla 2.3.Técnicas analiticas para la deteccion de H,O, en agua de lluvia y

algunos parametros de calidad analitica.

Catalizador Método LOQ(ppm)/ Referenci
Rango lineal(ppm) a
Acido p- Fluorométrico 7.3 x NA Lazruset
hidroxifenilacetico enzimatico 102 al., 1985
Catalasa Fluorométrico 6.8 x 10 NA Heikeset
enzimatico ° al., 1986
Hemoglobina Fluorométrico 8.9x10° 0.0034 - Xuy
enzimatico 3 27 Chang,
2001
Fenton Fluorométrico no 6.8x10° 0.0034 - Leeetal,
enzimatico FIA 4 0.3401 1990
Cloruro de Sensor 0.31 0.68 - Tahirovicet
cobalto/Sodio lauril Quimioluminiscente 54.42 al., 2009
sulfato
Luminol/Nitrato de Dispositivo 1.6 x 10 NA Marle and
cobalto 6-H,0 Microfluidico 4 Greenway,
2005
3,3-yoduro de “‘Quenching” de 2.7x10° 0.017005 Chenet al.,
dietilloxadicarbonaciani fluorescencia 2 - 0.3401 2007
na
Cobalto (Il),(Cloruro de Fotométrico FIA 2x107° NA Kuriharaet
cobalto 6-H,O al., 2012

Las técnicas quimioluminiscentes a pesar de contar con un rango lineal de

trabajo ideal, ocupan de procesos muy complejos y largos, como la purificacion

del luminol para disefar los dispositivos de lectura (Marle and Greenway,
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2005).Tahirovic (2009) presentd interferencias en el analisis del H,O.en su
sensor. EI método fotométrico desarrollado por Kurihara (2012) presenta un

complejo montaje del dispositivo para la inyeccion a flujo, ademas del control de

dos temperaturas en canales distintos.

El autor Lazrus, al ser uno de los primeros investigadores que desarrollaba una
metodologia para la cuantificacion de H,O, logré obtener el método, a pesar de
la poca informacion que existia respecto al tema. Después el método fue
mejorado para abarcar un mejor rango linear en las muestras .Ademas de
presentar la ventaja del empleo de reactivos de bajo costo, es una de las
técnicas analiticas que destaca por la preferencia de los investigadores por el

uso de la flourometria y/6 fluorescencia (Tabla 2.3).

En comparacién con otras técnicas, la espectroscopia de fluorescencia es una
técnica que sobresale por su gran sensibilidad, facilidad de operacién, no
destructiva, rapida, analitica, que no requiere la separacion de la muestra, y
solo necesita una pequefia cantidad de muestra acuosa (Santos et al., 2010;
Chen et al., 2007).

2.9. Principio de espectroscopia de fluorescencia
La fluorescencia a partir de compuestos moleculares puede entenderse en una
forma similar a la absorcién UV-Visible al considerar intercambios de energia

entre orbitales frontera designados por el HOMO y el LUMO (Fig. 2.4).

LUMO ——— #\

Homo - 4 ty

Singulete Triplete
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Figura 2.4.En esta figura se representa la promocion de un electrén desde un
orbital (HOMO) hasta un orbital (LUMO) dando lugar a un estado singulete, el

cual evoluciona hacia un estado triplete mas estable.

Las moléculas presentes inicialmente en el estado electronico fundamental Sy
son excitadas instantaneamente por absorcidn a un nivel vibracional V; del
estado electronico excitado S; (Fig. 2.6). Las moléculas se relajan muy
rapidamente bajando al nivel vibracionalv, de este estado electronico Sy (en 10°
12 s) por medio de la conversién interna la cual se caracteriza por ser un

proceso en donde no se emiten fotones (Fig. 2.5).

A W)
hy h
A+

1-Relajacion radiativa 2-Relajaciéon térmica  3-Procesos de relajacion
mixtos

Figura 2.5.Representacion de procesos mostrando la relajacion de un estado
electrénico excitado a un estado electronico fundamental. Debido a que las
transiciones son casi instantaneas, la distancia interatdbmica no cambia (este es

el principio de Franck-Condon).

Es en este nivel energético donde se presenta la fluorescencia (entre 10%sy 10°
7 s) causando que las moléculas regresen al nivel vibracional del estado

electrénico fundamental Sy.
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Figura2.6.Diagramas de energia comparando fluorescencia y fosforescencia.
Las fechas cortas corresponden a la conversion interna sin emisiéon de fotones.
La fluorescencia es una transferencia de energia entre estados de la misma
multiplicidad (direccion del espin: Tl) mientras que en la fosforescencia es entre
estados de multiplicidad distinta (direccion del espin: TT). Esta situacion es mas

compleja que aquella mostrada en este diagrama de Jablonski.

Sobre el curso que toma la fluorescencia, la cual se acompana de relajacion de
energia, la molécula puede conservar parte de la energia recibida en la forma
de energia vibracional del estado electronico fundamental. Este exceso de
energia vibracional es disipado por medio de colisiones u otros procesos no-
radiactivos llamados relajacion vibracional. La emisién de fotones de baja
energia también es posible y da lugar a fluorescencia en el infrarrojo medio.

En el diagrama de la Fig. 2.7 se muestra una simetria aparente que existe entre
la absorbancia y la fluorescencia de muchos compuestos organicos. Esta
simetria es observada regularmente cuando los espectros absorbancia y

fluorescencia se traslapan.
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H,C —— HC CH —— CH;

Absorbancia
. V.
Fluorescencia

Longitud de onda (pm)

235 285 335

Figura 2.7.Representacion grafica del traslape de los espectros de absorcion y

fluorescencia de un trieno.

La fosforescencia corresponde a un proceso de relajacion diferente. Después
de la etapa de absorcion, correspondiente a la transferencia de un electron al
interior del nivel S; (estado singulete), una inversion de espin puede ocurrir si la
relajacion vibracional es lenta, llevando al electron a un estado T; (estado
triplete) que es ligeramente mas estable. En consecuencia, el regresar al
estado electrénico fundamental sera mas lento porque durante este proceso se
involucra otra inversion de espin para este electron. Por esta razon, los tiempos
de vida media radiactivos para fosforescencia pueden ser hasta 108 veces mas

grandes que para fluorescencia.

La fluorescencia ocurre regularmente en moléculas rigidas y ciclicas que
contienen electrones . Su intensidad puede incrementarse por la presencia de
grupos donadores de electrones y tener un decremento por grupos atractores
de electrones (Fig. 2.8). También depende del pH y solvente. Las moléculas
no-rigidas, por otro lado, pierden facilmente toda su energia absorbida, esto por

causa de la degradacion vy la relajacion vibracional.
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Analogamente, este fenomeno puede compararse con el encontrado cuando un
martillo golpea un bloque de hule contra un yunque. En el bloque de hule, se
observara que la energia sera disipada en su masa (relajacion) y no se emitira
sonido. Por otro lado, sobre el yunque, parte de la energia mecanica del martillo
sera retransmitida hacia fuera (como un ruido fuerte) y esto puede ser
comparado con el fenomeno de fluorescencia de moléculas no-rigidas contra

moléculas rigidas.

OO Qg 2

Bifenilo (0.2) Fluoreno (1) Naftaleno (0.55)
NH, COOH OH
: N
\
HO 0
Anilina (0.6) Fluoresceina (0.92 en NaOH 0.1 M 8-Hidroxiquinolina

y0.65aun pH=7)

Figura 2.8.Ejemplo de compuestos aromaticos fluorescentes. Los nombres de
los compuestos son seguidos por sus rendimientos cuanticos, cuyos valores
son obtenidos por comparacion con compuestos de fluorescencias conocidas
(Rouessac, 1998).

2.10. Fenton OHBA

La mayoria de los métodos fluorescentes hacen uso de métodos enzimaticos.
Uno de los mas empleados fue desarrollado por Lazruset al.(1985). Este
método automatizado se basa en la reaccion entre el peroxido y acido p-

hidroxifenilacético, catalizado por peroxidasa de rabano silvestre (HRP), para
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generar un dimero fluorescente. Aunque la técnica es muy sensible y
relativamente libre de interferencias, sufre desventajas comunes como los
ensayos de enzimas, y el uso de reactivos inestables y el empleo de un sistema
FIA (Lee et al., 1990).

Para el trabajo de campo, métodos no enzimaticos y de bajo costo son
necesarios, optando por instrumentacién accesible, facil manejo, adecuada
sensibilidad y un limite de deteccién bajo en relacién con la concentracién de
H,0O, disponible en la atmdsfera. Uno de los métodos que nos ofrece esta clase
de ventajas es el método Fenton-OHBA que ha demostrado ser lo
suficientemente sensible y lineal y por otro lado, brindar resultados consistentes
en la determinacion del H,O.en muestras de precipitacion pluvial (Lee et al.,
1990). En contraste con el método enzimatico HRP, los reactivos son de bajo
costo y disponibles en el mercado, y las soluciones reactivas utilizadas son
estables, haciendo de este método uno muy sencillo de llevar a cabo (Lazrus et
al., 1985).

El fundamento del método Fenton- OHBA es el siguiente:

a) Produccion del radical OHe por la reaccién entre el H,O, y el ion Fe(ll)
(reaccion Fenton) (R14).

b) Formacién de unradical ciclohexadienilo por atrapamiento del radical OHe
con acido benzoico (BA) (R15a).

¢) Produccion de isémeros del acido hidroxibenzoico: orto-, meta- y para-
HBA (R15b).
d) Transformacion catalitica de un radical OHs a un ion OH" (reaccion

indeseable) (R16).

Un resumen de las reacciones quimicas llevadas a cabo se presentan a

continuacion:
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Fe (I1) + Hy0,-> OH + «OH + Fe (Ill) (R14)

OHe + CgHsCOOH = CgHs (OH) COOH- (R15a)
*OH + CgHsCOOH ->0-OHCgHsCOOH, m-OHCgHsCOOH

yp-OHCsHsCOOH (R15b)
“OH + Fe (Il) > Fe (lll) + OH (R16)

En presencia de O, y Fe (ll) disuelto, el radical ciclohexadienilo formado en la
reaccion R16a produce isdmeros de acido hidroxibenzoico fluorescentes
(Dorfmanet al., 1952). Para minimizar el atrapamiento de radicales OH+ por
medio de la reaccién R16, se ajusta la relacién de concentraciones molares
[BA] / [Fe (II)] en proporcion 2:1 (Lee et al.,, 1990). El método anterior puede
modificarse adicionando una sal de Al (lll), lo cual incrementa substancialmente
la intensidad de fluorescencia del reactivo OHBA debido a la formacion de un
complejo Al (IIl) —OHBA, el cual es explotado para aumentar la sensibilidad del
método (Lee et al., 1990).

Otro punto favorable al método Fenton—OHBA es que los metales de transicidon
no interfieren en el analisis. Por otro lado, el analisis quimico de muestras de
precipitacion pluvial del noreste de Estados Unidos demostré la presencia de
las siguientes especies (c<1mM): H,0, HCHO, H*, NO3,S0,4*, NH,*, Na*, CI,
sin afectar la concentracion de H,O, medida por este método (Weinstein-Lloyd
y Lee, 1990).

2.11. Curva de calibracién

Una curva de calibracién es un proceso el cual se relaciona la sefial analitica
medida con la concentracion del analito.Para realizar el método de la curva de
calibracion se introducen en el instrumento varios patrones que contienen
concentraciones exactamente conocidas de analito y se registra la senal
instrumental. Normalmente esta sefal se corrige con la correspondiente sefal

obtenida con el blanco. En condiciones ideales el blanco contiene todos los

23



componentes de la muestra original excepto el analito. Los datos obtenidos se
representan para obtener una grafica de la sefal corregida del instrumento

frente a la concentracion de analito.

En la Fig. 2.9 se muestra una curva de calibracion caracteristica. A menudo se
obtienen representaciones graficas como esta que son lineales en un amplio
intervalo de concentracion (intervalo util) lo cual es deseable, ya que estan
menos sujetas a error que las curvas no lineales. Sin embargo, no es raro
encontrar representaciones graficas no lineales, las cuales requieren un
elevado numero de datos de calibrado para establecer con precision la relaciéon
entre la respuesta del instrumento y concentracion. Se obtiene la ecuacion de la
curva de calibrado por el método de minimos al cuadrado que permite calcular

directamente la concentraciéon de las muestras.

1.0 < .-"
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&
m=0.03820 e

0.8 4 I
@ N
J \ g
g (), = - B.31 mL *’f
2 | :
% U8 1 jcalculado o extrapalado) ____.-""#
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Figura 2.9.Representacion grafica de la recta de calibrado en un método de
adicion estandar. La concentraciéon de la disolucién problema se puede calcular
a partir de la pendiente m y de la interseccidén b, también se puede determinar

por extrapolacion como se indica en el texto (Skoog, 1992).
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El éxito del método de la curva de calibracion depende, en gran medida, de la
exactitud que tenga la concentracion de los patrones y de lo que se parezca a la
matriz de los patrones de las muestras que se analizan. Lamentablemente
reproducir la matriz de las muestras complejas suele ser dificil o imposible y sus
efectos dan lugar a errores por interferencias. Para minimizarlas, a menudo, es
necesario separar el analito de interferente antes de medir la sefal del

instrumento (Skoog, 1992).

2.12. Método de adiciéon estandar

Este método es particularmente util para analizar muestras complejas en las
cuales la posibilidad de que se presenten efectos de matriz es importante. Un
método de adicion estandar puede adoptar varias formas. En una de las mas
comunes es afiadir uno o mas incrementos de la solucién patrén a alicuotas de
la muestra con volumenes idénticos .A este proceso se le llama adicion de
muestras (spiking). Luego de cada disolucion se diluye a un volumen fijo antes
de tomar la medida. Las medidas se toman en la muestra original y en la
muestra a la que se le anadio el patron después de cada adicién. En la mayor
parte de las versiones de este método, la matriz de la muestra es casi idéntica
después de cada adicién, y la unica diferencia es la concentracion del analito, o
bien la concentracion de dicho reactivo en los casos en que se afade un
exceso de un reactivo analitico. Todos los otros constituyentes de la mezcla de
reaccion deben ser idénticos porque los patrones estan preparados en alicuotas

de la muestra.

Suponga que varias alicuotas V,de la solucién desconocida cuya concentracion
es Cyx se vierten en matraces de volumen V;. A cada uno de ellos se le afiade un
volumen variable Vi de una solucion patron o estandar del analito que tiene una
concentracion conocida cs.Luego se afiaden reactivos adecuados y cada

solucion se diluye a cierto volumen (Fig.2.11)
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Poner 5 mL de muestra en cada matraz

1 2 3 4

ARadir, 5, 10, 15 o 20 mL de patron

1 2 3 4

Enrasar a 50 mbL y mezclar

Addd

Figura 2.10.Analisis aplicando el método de adiciones patron. Suponga que la

disolucion que se afiade a cada frasco contiene patrén 0.200 M. Al final del
procedimiento, al frasco 1 no se afiadié patron. El frasco 2 contiene patrén
0.0200 M (es decir, 5.00 mL diluidos a 50.0 mL). Los matraces 3,4 y 5 contienen
0.040, 0.060 y 0.08 M de patron respectivamente (Harris, 2007).

Se efectuan entonces las mediciones instrumentales en cada una de las
disoluciones y se corrigen por alguna respuesta del blanco para tener una
respuesta neta S del instrumento. Si la respuesta del instrumento corregida por
el blanco es proporcional a la concentracion, como se supone que debe ser en
el método de la adicién estandar, se puede escribir de acuerdo a la siguiente

formula:

o KVs0s kVyoy

Ec. 1
v, Vv, (Ec. 1)
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Donde k es una constante de proporcionalidad. Una grafica de S en funcion de

V; es una recta de la forma:

S=mvs+b (Ec.2)

Donde la pendiente m y la ordenada al origen b se obtienen a partir de:

kcg
=— Ec.
m v, (Ec.3)
k VyCy
b = Ec.4
v, (Ec.4)

Se puede ejecutar un analisis de minimos cuadrados para determinar my ; ¢, se
obtiene de la relacion de estas dos cantidades y los valores conocidos de c;,

Vyy Vs, Por tanto:

(Ec.5)

El siguiente paso es construir la grafica de la Fig. 2.11. El eje x representa la
concentracion del patron afadido después de haber sido mezclado con la
muestra. La abscisa en el origen de la recta extrapolada con signo cambiado es
la concentracion desconocida después de diluir la muestra a volumen final.
Como se puede ver en la Fig. 2.12 esta concentracién es 0.042 M. Si la
muestra original tenia una concentracién de analito 0.42 M el intervalo mas util
de adiciones de patron debe de aumentar la sefal analitica entre 1.5 y 3 veces

el valor original.
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Concenbracicn de analits afadido. [S5]. M

Figura 2.11.Tratamiento grafico de la experiencia de adicién de patron de la
Fig. 2.10. Las adiciones de patron deben aumentar la sefial analitica entre 1.5y

3 veces el valor original.

2.12.1. Efecto matriz

En numerosas ocasiones, la interaccion del analito con el particular entorno
fisico—quimico en el que se encuentra produce una exaltacion o una inhibicion
de la sensibilidad, lo que se conoce como efecto matriz. Este efecto se ilustra
en la Fig.2.12 en la que se compran rectas de calibrado realizadas en ausencia

y presencia de efecto matriz.

Si el efecto matriz se manifiesta como una exaltacion de la sensibilidad (parte A
de la figura), la concentracion de la muestra, x;, da lugar a una sefial mas alta
que la esperada: y'en lugar de y,. Cuando se utiliza esta lectura, y’,, para
predecir la concentracion utilizando la curva de calibrado de que se dispone (no
corregida), se obtiene un valor mas alto, x’;, por tanto se produce un error

sistematico por exceso. En cambio, si la sensibilidad esta inhibida (parte B de la
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figura), la concentracion de la muestra, x;, da lugar a una sefial mas baja que la
esperada, y’';. Cuando se utiliza y'|para predecir la concentracion, se obtiene un

valor de x’; mas bajo, esto es, se produce un error sistematico por defecto.

Vit | o peoseees 7 a Vi

)T _________g_ W

v v

X Xy’ X" X
Figura 2.12. Rectas de calibrado sin efecto matriz (a), y con exaltacion (b) e

inhibicidn (c) de la sensibilidad. Error sistematico de cada caso: (A) por exceso,

y (B) por defecto.

Las dos posibles soluciones posibles para reducir el efecto matriz son:

a) Preparar la serie de estandares imitando la composicion de la muestra, lo
que se conoce como calibracién externa.

b) Preparar la recta de calibrado de forma que todos los estandares
contengan muestra, y la contengan en la misma cantidad. Este
procedimiento se denomina método de adiciones de patrén o estandar, o
calibracion interna. Se aplica cuando la matriz es compleja y no pude ser

imitada artificialmente.
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Ninguna de ambas soluciones ofrece garantias suficientes de que el error
sistematico por efecto matriz se haya eliminado por completo. Entre otras
ventajas la calibracién externa es mas precisa que la calibracion interna. Es asi
porque en la calibracién externa las predicciones se realizan por interpolacion,
mientras que la recta de regresion de calibracion interna obliga a realizar
predicciones por extrapolaciéon, lo que conlleva un mayor error aleatorio. Por
esta razén, se suele recurrir a la calibracion interna tan solo cuando no se
consigue desarrollar y validar un método de calibracién externa (Ramis y
Garcia, 2001).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area general

El sitio de muestreo de agua pluvial se llevo a cabo en la zona metropolitana del
municipio de Celaya, Guanajuato dentro del Instituto Tecnoldgico de Celaya
(ITC) en el techo del edificio del departamento de Ingenieria Ambiental, en el
mes de Julio del 2013.Este municipio cuenta con una superficie de 553 km 2
yesta situado en la extensa planicie del Bajio.Se localiza entre las coordenadas
geograficas 20° 31' 24" latitud norte y entre 100° 48' 55" longitud oeste. El clima
del municipio es templado, semiseco; y cuenta con una precipitacién anual de
607.3 mm. Presenta vientos predominantes del noreste principalmente con una
mayor frecuencia de vientos de 2 a 4 m/s, seguido de vientos de 4 a 7 m/s. Por
su caracter metropolitano, presenta una actividad econdmica dominante de
industria manufacturera, comercio, los servicios de apoyo a negocio y el manejo
de desechos, favoreciendo asi paralelamente el desarrollo del sector terciario
(Instituto de Ecologia del Estado, 2012).La distribucion geografica del muestreo

realizado se presenta en la Fig. 3.1:

Figura 3.1.Ubicacion del sitio de muestreo en ITC en Celaya, Guanajuato.
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3.2. Localizacién del sitio experimental

La parte experimental de esta investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de
Bioelectroquimica del Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico en
Electroquimica (CIDETEQ) S.C., situado en el municipio de Pedro Escobedo en

el estado de Querétaro de Arteaga.

3.3. Materiales
En este apartado se enlistan los reactivos y los equipos
instrumentales/analiticos empleados para el desarrollo de la metodologia del

proyecto, en la siguiente secuencia:

3.3.1. Reactivos quimicos

Tabla 3.1.Sustancias empleadas en la metodologia experimental.

Sustancia Grado Fabricante
Acido Acético C,H40, Analitico Sigma-Aldrich
Acido Benzoico CsHsCOOH 7H,0 Analitico J.T. Baker
Acido Nitrico HNO3 Reactivo Sigma-Aldrich
Acetato de Sodio CoH3NaO; Analitico J.T. Baker
Acido Sulfarico H,SO, Analitico Sigma-Aldrich
Hidréxido de Sodio NaOH Analitico Sigma-Aldrich
Nitrato de Aluminio AL(NO3)3 Analitico J.T. Baker
Oxalato de sodio NayC204 Analitico J.T. Baker
Permanganato de Potasio KMnOg4 Analitico J.T. Baker
Perdxido de Hidrogeno H,0- Reactivo J.T. Baker
Solucién de limpieza NA Hellmanex
Sulfato Ferroso FeSO4 Analitico J.T. Baker
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3.3.2. Equipo instrumental/analitico

Tabla 3.2. Equipo instrumental/analitico empleado en metodologia
experimental.
Equipo Marca Modelo Funcion
Balanza analitica OHAUS DV215CD Pesar reactivos y
sustancias
Bano ultrasonido BRANSON 200, 50- Disolver reactivos
60Hz preparacion de
soluciones
Espectrofluorimetro HORIBAJOBIN Fluorolog®- Analisis de H,O»
YVON 3
Micropipetas de 0.5- Eppendorf Research Dispensar volumenes
10, micrométricos
0-100 y 100-1000 pL
Parrilla de ICA C-MAG HS 4 Calentamiento de
calentamiento y soluciones
agitacion
Potenciometro portatii  Cole-Parmer EW-35425- Medir temperatura,
10 pH, conductividad
eléctrica
Purificador de agua MILLIPORE Simplicity Proveer agua
desionizada
Vértex SEMADI D.L. Disolver, agitar y
homogenizar
soluciones
Espectrofotometro HACH 2010 Diversos analisis de
agua
Multiparametro Testr 35 Parametros
fisicoquimicos
Electrodo de OD Hannah HI 9146 Medidor de OD
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3.4. Metodologia experimental

En esta seccion se describen aspectos relacionados con el procedimiento

relativo a:

a)

Preparacion de una curva de calibracion AF [cps] vs. Choo2
[ppm]ajustando los datos experimentales a una funcion logistica de 4
parametros.

Realizacion de una campafia de muestreo para la recoleccion de una
muestra de agua de lluvia en el ITC de Celaya, Guanajuato.
Determinacion de H2O; en la muestra de agua de lluvia por medio de la
curva de calibracion de 4 parametros y el método de adicion de estandar.
Evaluacion de parametros fisicoquimicos de las muestras de agua de
lluvia.

Obtencién de datos meteoroldgicos desde la estacion meteoroldgica

cercana al punto de muestreo.

3.4.1. Construccion de una curva de calibracion AF [cps] vs. Ch202 [ppm]

Para la construccion de la curva de calibracion, se prepararon los reactivos al

siguiente orden (Véanse procedimientos en el anexo):

Valoracion de permanganato de potasio (KMnO,4) 0.02 M de acuerdo al
meétodo de McBride (Day y Underwood, 1989).

Valoracion del H,O, comercial con el KMnO,4 valorado.

Preparacién de una solucién patrén de H,0,(15.3045 ppm) en 50 mL de
agua DI.

Preparacion de sulfato ferroso (FeSO4) 1.5 mM aforando con HSO4 pH
1.9. Solucion A.

Preparaciéon de acido benzoico(CsHsCOOH) 3.0 mM aforando con HSO4
pH 1.9. Solucion B.
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f) Preparacién del reactivo mejorador de fluorescencia: Nitrato de aluminio
(AI(NO3)3)10.0 mM aforado con solucion buffer de acetatos. 0.2 M pH
3.8. Solucion C.

Para preparar la curva, se pipetearon a matraces volumétricos de 10 mL de
capacidad, 1 mL de la muestra problema. A continuacién, se afadieron
volumenes crecientes de la solucion patron de H,O, de acuerdo a la Tabla 3.3.y
se adicionaron 1 mL de la solucién A + 1 mL de B, dejandolos reaccionar en la
muestra por tres minutos bajo agitacion constante, con la ayuda de un equipo
Vértex. Finalmente se afiadié 1 mL de solucion C aforando la solucion con agua

DI, y se dejé reaccionar por un tiempo de 15 minutos bajo agitacion constante.

Tabla 3.3.Concentraciones de HyOjafiadidas para realizar la curva de

calibracion.
Muestra  H;0,[4.5x i FeSOs  B:CeHsCOOH o ) NG )
problema-mL  10°M]mL [1-3MMl 7THORBmM] 4 My mL
mL mL

1 0 1 1 1

1 0.22 1 1 1

1 0.44 1 1 1

1 0.67 1 1 1

1 0.89 1 1 1

1 1.11 1 1 1

1 1.33 1 1 1

1 1.56 1 1 1

1 1.78 1 1 1

1 2 1 1 1
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1. Se afadid 1mL de la
muestra problema.

2. Se anadieron
volumenes crecientes de
la solucion patrén H,O,.

3. Se afiadid 1 mL de A
mas 1 mL de B.
Permanecio en agitacion
por 3 min.

4. Se afiadio 1 mL de C
y se afora. Permanecio
en agitacion por 15 min.

Figura 3.2.Diagrama de dibujos sobre el procedimiento para la adicion de

reactivos.
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Al concluir el tiempo de reaccion, se procedid a hacer el andlisis mediante

espectroscopia de fluorescencia, utilizando los siguientes parametros:

Longitud de onda de excitacién: 305 nm con un slit width de 2nm; registrandose
la emisiébn en un rango de longitud de onda entre 300 a 600 nm con un slit
width de 4nm (Weinstein-Lloyd y Lee, 1995). Todas las mediciones se
realizaron a temperatura ambiente (25 °C) yde cada muestra se realizaron 4
réplicas. Al obtener el espectro de cada una de las muestras se suavizaron por
medio de la opcidn Smooth: Savitsky- Golay del programa Fluoressence para
desechar el ruido interferido en la lectura de la muestra. Lo siguiente, fue

obtener la diferencia de altura (AF) del espectro mediante la siguiente ecuacion:

AF [Cps] = Fo—F4 Ec.6

Al obtener AF se normalizaron los datos respecto al blanco. Para ajustar el
conjunto de datos experimentales de la curva de calibracién AF [cps] vs. Choo2
(ppm) a un modelo matematico se utilizé la funcidon logistica de cuatro

parametros (A4, Az, Xo y p) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

A1 — Ay
1+ (% /x.)

y Ec.7

Donde A; es la asintota inferior y A, es la asintota superior, respectivamente. El
rango entre A; y Ases definido como el rango de sefial dinamico. El punto de
inflexion estd dado por xo y representa la concentracién del analito que
corresponde al decremento del 50% del rango de la sefal dinamico. La
pendiente de la tangente en este punto esta dada por el parametro p. El rango
de trabajo para este tipo de curvas de calibracion estd dado por el bloque

comprendido entre el 10 y 90 % del rango de sefial dinamico (Little, 2004).
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3.4.2. Campaina de muestreo

3.4.2.1. Descripcion del equipo de muestreo
El muestrador tiene una altura especifica para evitar contacto con el suelo, lo
cual nos indica que los unicos contaminantes presentes en la muestra seran los

de contacto directo con el aire, en la Fig. 3.3 se muestra el disefio del equipo:

Figura 3.3. Receptaculo de muestreo de agua pluvial.

3.4.2.2. Procedimiento para el muestreo de agua

Una vez captada el agua pluvial, inmediatamente se transfirié el liquido a
frascos de vidrio color ambar con una capacidad de un litro. En la Tabla 3.4 se
especifican los volumenes requeridos y la forma de preservacién para las
muestras. Es de suma importancia etiquetar los frascos con la fecha y hora del
muestreo, volumen de muestra y el andlisis correspondiente de cada una. Todo
el material empleado para la toma de muestras fue previamente lavado de
manera exhaustiva de acuerdo al procedimiento establecido en el laboratorio de

Bioelectroquimica para evitar contaminantes ajenos a las muestras.
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Tabla 3.4.Recipientes apropiados y preservacion de muestra por parametro.

Material Cantidad Preservacion Parametros
Frasco de vidrio Refrigeracion
de color ambar 200 Mi inmediata 4°C H202
Frasco de vidrio 1L Refrigeracion Fisicos v quimicos
de color ambar inmediata 4°C yq

3.4.3. Determinacién de H,0; en la muestra de agua de lluvia

Al finalizar la campana de muestreo, de manera inmediata se procedi6 a
realizar el analisis de H,O.por medio de la curva de calibracion AF vs. Cuz02
(ppm). Se tomd un mL de agua de lluvia recolectada y se colocoé en un matraz
de 10 mL, seguido a esto se procedio a anadir los reactivos de acuerdo a la Fig.
3.2. Finalizado el tratamiento de la muestra, se analizé en el espectrofluorimetro
para obtener el espectro y AF. Para determinar la concentracion de H,O.se
despeja x de la ecuacion logistica de 4 parametros para determinar la

concentracion de H,O,.

Después, se prosiguid a realizar el método de adicidn estandar para 5 puntos,

utilizando el agua de lluvia como muestra problema empleando la metodologia

de la Fig. 3.2. A partir de los datos proporcionados de la ecuacion de la recta se

obtuvo la concentracion de H,O; en la muestra utilizando la ecuacion 5:
b cg

““mv,

Ec.5

3.5.3. Evaluacion de parametros fisicoquimicos de las muestras de agua
de lluvia.

Los parametros fisicoquimicos evaluados para determinar la calidad del agua
de lluvia de acuerdo a los limites permisibles de la NOM -127-SSA1-1994
fueron los siguientes: OD, DQO, sulfatos, nitratos, pH, turbidez, color,
temperatura. La descripcion de la NOM vy los procedimientos de los

parametrosfisicoquimicos se detallan en el anexo.
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3.5.4. Obtencién de datos meteorolégicos

Por la ubicacion de la zona de muestreo, nos basamos en tomar los datos de la
estacion Tecnoldgico ubicada en una latitud de 20°32'43.89 y una longitud de
100°48'25.79". Los datos extraidos de la estacion meteorolégica fueron: hora,

temperatura, O3 y PMy.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Construccion de curva una de calibrado con AI(NO3); y sin AI(NO3)3

Se efectuo la construccion de una curva de calibracion AF [cps] vs. Choo2
[ppm]Fenton OHBA con agua DI para comprobar la eficacia de la adicién del
reactivo mejorador de fluorescencia (AI(NOs)s;) empleado al método Fenton —
OHBA (Lee et al., 1990), se realiz6 la construccion de la curva de calibracion sin
y con la adicion de este reactivo. De acuerdo con las condiciones
experimentales definidas en la metodologia experimental, el resultado de los
espectros de fluorescencia [cps] contra longitud de onda [nm] se reportan en las
siguientes figuras(Fig. 4.1; Fig. 4.2.):

350000 L] I L} l L} l L} l L}
[H,0,]
300000 - 0.00 ppm]
— 0.34 ppm_|
—_ — 0.68 ppm
g 250000 - —1.02 ppm-
L — 1.36 ppm
m -
S 200000 — —1.70 ppm
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Figura 4.1. Espectros de fluorescencia del método Fenton-OHBA para la
elaboracién de la curva de calibracion con agua DI sin el reactivo mejorador de
fluorescencia (Al(NO3)s3).
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Figura 4.2. Espectros de fluorescencia del método Fenton-OHBA para la
elaboracién de una curva de calibraciéon con agua DI con reactivo mejorador de

fluorescencia (Al(NOs)s).

Al comparar los graficos anteriores, se observa claramente una intensidad de
fluorescencia del complejo de aluminio acido hidroxibenzoico a una longitud de
onda de 408 nm. De igual forma, hay una mejora de los espectros de
fluorescencia con la adicion de AI(NO3); al método Fenton-OHBA (Lee et al.,
1999). La comparacion de las curvas de calibraciéon sin el reactivo mejorador y

con el reactivo mejorador se presenta en el siguiente grafico:
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Figura 4.3. Curva de calibracion AF @ 408 nm [cps] vs. ¢ H,O2 [ppm]. Se
compara el efecto de la adicibn de reactivo mejorador de fluorescencia
(AI(NO3)3) en el método Fenton-OHBA.

En la curva de calibracién mostrada en la Fig. 4.3se compara el ajuste lineal de
las dos curvas, la curva sin la adicion de AI(NOs3)s arrojé un valor de coeficiente
de correlacion lineal igual a r’= 0.91432. El valor de la intercepcion fue de:
152.28912 cps y el valor de la pendiente fue de: 108585.44 cps. En la curva con
la adicion de AI(NO3); se observa un valor de r’= 0.92664 incrementando de
forma favorable, considerando al afiadir el reactivo mejorador. La DE de cada
punto de c, H,O, [ppm] disminuye notablemente respecto al comprar las dos
lineas. De igual forma, se puede observar que la pendiente de la linea mejora al

agregar el Al (NO3)s.
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Entonces, el aumento considerable de la fluorescencia, se puede traducir
debido a la formacidn de un complejo que mejora las propiedades de
fluorescencia, esta conclusion se define en la siguiente figura (Fig. 4.4):

Figura 4.4. Procesos de formaciones de especies quimicas por medio del

método Fenton-OHBA.
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En la Fig. 4.4., se observa el proceso de formacién de estructuras quimicas del
meétodo Fenton-OHBA con la adicion de una sal de aluminio. Primeramente se
observa la produccion del radical OHe por la reaccion entre H,O, y el ion Fe(ll),
posteriormente las formaciones quimicas de anillos benzoicos orto, meta, para
en donde los OH se insertan formando acidos salicilicos. Al anadir el AI(NO3)3
con el buffer de acetatos el aluminio se encuentra con una estructura
electronica de : 1s°2s°2p®3s23p’. Al formarse el ion Al** pierde 3 niveles de
electrones para dejar: 1s%2s%2p°. Esto significa que los 3 niveles de orbitales
estan vacios. El aluminio usa 6 niveles de orbitales para aceptar pares iones de
6 moléculas de agua. Se reorganizan (hibridizan) el 3s, los tres 3p, y dos de los
orbitales 3d para producir 6 orbitales de la misma energia (utiliza seis, ya que
seis es el maximo numero de las moléculas de agua que son posibles de
encajar alrededor del ion aluminio). Al hacer el numero maximo de enlaces,

liberara mas energia al anclarse en un orto anillo benzoico.

4.2. Efecto de pH

El dia 29 de abril del 2013 se determind el pH final de la soluciones de un
matraz volumétrico de 10 mL que contenia la muestra problema (FeSO,4 + BA +
Al (NO3); + H202) en donde el resultado final de pH fue de: 2.1. Para
comprender la influencia que ejerce el pH sobre la formacion de los complejos,
se utilizé el programa HYDRA v.130109. Introduciendo los valores de
concentracion de los reactivos empleados en el método, en la figura del
diagrama de especiacion quimica (Fig. 4.5) se observa la formacion de
complejos a distintos pH. Claramente se observa que la formacién de iones de
Al ** (importantes para la formacion de los complejos de fluorescencia) son
obtenidos en un intervalo de pH de 0 a 2.5. Si existe un pH mayor, habra
formaciones de otro tipo de sales de aluminio que podrian afectar las
reacciones de la formacién de complejos. Estos resultados nos confirman, que
es de suma importancia verificar y si es necesario ajustar el pH al preparar las

soluciones empleadas en el proyecto.
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Figura 4.5.Diagrama de especiacion quimica de las formaciones de complejos

a diferentes pH.

4.3. Construccion de una curva de calibrado en funcién logistica de 4

parametros

Para ajustar el conjunto de datos experimentales de la curva de calibracion AF

[cps] vs. Ch2o2 [ppm] con la adicion del reactivo mejorador a un modelo

matematico se utilizd la funcion logistica de cuatro parametros (A4, A2, Xo y p

(Little, 2004). El grafico obtenido se presenta a continuacion:
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Figura 4.6. Curva de calibracion para determinar H,O, en el intervalo de
concentracion de 0.01753- 3.0609ppm obtenida por medio de la técnica de
espectroscopia de fluorescencia. El rango de trabajo se muestra en el
rectangulo sombreado. Las barras de error representan la variabilidad de las

mediciones.

De acuerdo con la grafica anterior se puede observar que los datos
experimentales se ajustaron excelentemente al modelo propuesto. Con una =
0.99951. El rango linear de trabajo fue de 0.01753 - 3.0609 ppm, y una
sensibilidad de 79618.1502 [cps/ppm] Para la desviacién estandar del blanco
(DE) pianco S€ obtuvo un valor de 658.28165 ppm y utilizando la funcion logistica
se obtuvo un de LOD = 0.0171 ppm y un LOQ = 0.05 ppm. Nuestro método
tiene un mejor LOD que el propuesto por Tahirovic et al. (2009), y el rango de
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senal dindamico abarca mas que el propuesto por Lee et al. (1990) y Chenet al.
(2007).

Siguiendo las reglas de la IUPAQ, el limite de deteccién (LOD) se calcul6 como
tres veces las desviacion estandar de las mediciones del blanco. El limite de
cuantificacion (LOQ) se calcul6 como diez veces la desviacién estandar de las
mediciones del blanco. Estos parametros de calidad analitica ya han sido

definidos en la seccién de anexo.

4.4. Analisis de muestra real
Se obtuvo la muestra de agua de lluvia en Celaya el dia 29 de julio del 2013

durante la noche en un periodo de coleccién de 9:30pm a 10:00 pm.

La determinacion de H,O.en la muestra de agua de lluvia se analizé con la
curva de calibracion del método. Para calcular la concentracion por medio de la
curva de calibracion antes propuesta, se despejo x del ajuste de la funcion
logistica de 4 parametros obtenida en la curva de calibrado de la Fig.4.5:y = A,
+ (A1-A2)/(1 + (X/x0)*p). Se sustituyeron los valores y el resultado obtenido fue
de 0.02934 ppm.

Con el fin de contrastar el resultado anterior, se realizé otra curva por medio de

adicion estandar, de acuerdo a las fluorescencias obtenidas (Véase anexo), se
presenta el siguiente grafico de la Fig. 4.7:
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Figura 4.7.Curva de AF @ 408 nm[cps] vs. C w202 [ppm] realizada por el método
de adicion estandar.

A partir de la ecuacion de la recta obtenida y = 8360.04406 + 60459.54508x se
realiz6 la operacion por medio de la ecuacion5 (Ec.5) para calcular la
concentracion de nuestra muestra problema. Se multiplicé el valor de
8360.04406 por el valor en ppm de la solucién patrén de H,O, de 0.00045 M
(15.3045 ppm) y se dividio por el resultado de la multiplicacion de 60459.54508
por el valor del volumen de la muestra problema 1 mL. El resultado del H,O, en

agua de lluvia fue de 2.11 ppm.

El resultado arrojado por el método de adicion de estandares acerca de la
concentracion de H,Ozen la agua lluvia recolectada, nos sugiere que al contar
con un resultado tan alto de 2.07 ppm, probablemente hubo algun efecto de la

matriz en el método que interfirié en la lectura del H,O, produciéndonos una
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exaltacion en la sensibilidad proporcionandonos una sefial de fluorescencia mas
alta (Ramis y Garcia, 2001). Llevando a la conclusién que el agua de lluvia se
formé en una atmésfera contaminada. Cabe resaltar que la probabilidad de
contaminacién va encaminada a la posible presencia de materia organica o de
compuestos aromaticos presentes en el aire y pudieran estar fluoresciendo
también, como menciona Rouessac (1998).El resultado que obtuvimos con la
curva de calibracién de0.03 ppm fue unicamente del peréxido presente en la
muestra, ya que la curva de calibrado se realizé con el uso de reactivos
analiticos y agua DI, eliminando directamente los interferentes que causan el
efecto de matriz. Este resultado de H,O, estda dentro del promedio de las
concentraciones a nivel mundial. Gongalves et al. (2010) determin6é un
promedio de 0.01 ppm a 2.65 ppm, Watanabe et al.(2009) obtuvo valores por
debajo de su limite de deteccién de 0.003 ppm a 6.46 ppm y Kibier et
al.(2001)obtuvo valores entre 0.2 a 4 ppm. Estas variaciones se interpretan por
la influencia de factores meteoroldgicos y reacciones que se manejaron en la

revision de literatura.

4.5. Resultados de parametros fisicoquimicos

Las mediciones de los parametros fisicoquimicos se hicieron por cuatriplicado
apoyandonos en la NOM-127-SSA1-1994 (descrita en el anexo C)para evaluar
los resultados de las caracteristicas del agua y asi fijar un Imp para cada
resultado con el fin de evaluar la calidad de esta agua. Los resultados obtenidos

fueron los siguientes:

Tabla4.1.Resultados de parametros fisicos de la muestra real.

Promedio Resultado NOM-127-SSA1-1994
SST 4 mg/L 1000 mg/L
Color 36 PtCo 20 PtCo

Turbidez 16 FAU 5 FAU

T 21.9°C NA

50



De acuerdo a la NOM, el color y la turbidez sobrepasan los Imp, indicandonos la
posible existencia de particulas en suspension como arcilla, minerales,
sedimento, organismos microscopicos, cenizas, fenoles, etc. En conclusion,
esta agua contiene material en suspension .Sin embargo respecto al resultado
de SST, no sobrepaso los Imp. El resultado de la temperatura permanece

dentro de un rango normal.

Tabla 4.2. Resultados de parametros quimicos de la muestra real.

Promedio Resultado NOM-127-SSA1-1994
DQO 17.5 mg/L NA
oD 83.6 % NA
Nitratos 1.1 mg/L 10 mg/L
Sulfatos 5 mg/L 400 mg/L
pH 7.08 6.5-8.5

La DQO, segun el indicador de calidad de agua de CONAGUA, el agua es de
buena calidad, teniendo un bajo contenido de materia organica. Al tener un
resultado bajo DQO, se puede observar un contenido alto de OD.Asi que, nos

sugiere que no existié algun consumo de OD para la formacion de H,0,.

Los nitratos y los sulfatos, que juegan un papel importante en las reacciones de
competencia con el H,O,, fueron de minimas concentraciones respecto a la
NOM, descartando asi una posible relacion en la formacién de H,SO4 y HNO3
por HO,. El pH se encuentra en los limites normales del agua de lluvia,
evitando asi la formacion de lluvia acida al no brindarse las condiciones

adecuadas para un proceso de oxidacion(Ji et al., 1991).

Respecto con los resultados anteriores, probablemente existid un bajo
contenido de materia organica que afecto en las propiedades de turbiedad y
color, asi como algunas particulas en suspension, sin embargo hay un alto

contenido de oxigeno que no reaccion6 para la formacion de peréxido, evitando
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asi, la formacién de procesos de oxidacion de sulfatos y nitratos para acidificar

el agua de lluvia.

4.6. Resultados de parametros meteorolégicos

Tabla 4.3.Resultados de la estacion meteorolégica Tecnolégico de la ciudad de
Celaya el dia 24/07/13 a las 21:00 hrs.

03 SOz NOz (of0) PM10 Vel. Dir.

Tem
ppb ppb ppb ppm pg/m3 V. V.

Fecha Hora

13-07-

24 21:00 15.86 NA NA NA 5512 1.71 63.37 18.0

Un factor importante en la formacion de H,O, (Marinoni et al., 2011; Gongalves
et al., 2010; Watanabe et al., 2009; Padilla et al., 2007) fue la falta de radiacion
solar, ya que el muestreo fue durante la noche, evitando la formacién de H>O;
durante esa hora, cuantificando solo el H,O, restante que se formé durante el

transcurso de ese dia.

De acuerdo a la literatura, ademas de la radiacion solar, debe de existir una
disponibilidad de ozono para su formacion, y de acuerdo a la NOM- 020-SSA1-
1993 y otros datos histéricos de ozono de la misma estacién, ese dia hubo
concentraciones minimas de este elemento. Un parametro importante fue la
presencia de PMyo en el aire. Esto nos explicaria el posible efecto de matriz en
nuestro método (mencionado anteriormente), resultando asi el contenido

determinado de turbiedad y color en la muestra de agua de lluvia.
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5. CONCLUSIONES

Se logro reproducir el método Fenton-OHBA por medio de espectroscopia de
fluorescencia para la deteccion de H;O, en agua de lluvia. Se comparo el
método por medio de la adicién y sin la adicion de un reactivo mejorador de
fluorescencia, explicando las causas de su intervencién. Se obtuvo una curva
de calibracion para la el analisis inmediato por medio de interpolacion para las
muestras de H,O, en agua de lluvia, cumpliendo con un intervalo de deteccién
adecuado para las concentraciones que pudieran existir en agua de lluvia,

definiendo asi mismo los parametros analiticos del método.

Se analiz6 una muestra real mediante la interpolacion de una curva de
calibracion propuesta y por medio de una curva realizada por el método de
adiciéon de estandar, destacando quesufre de interferencias en las lecturas,
debido a la fluorescencia de otros componentes obteniendo valores no solo de

las concentraciones del H,O,, sino también de la matriz.

Se relaciond la concentracion obtenida del analisis de muestra real de perdxido
con parametros fisicoquimicos y meteorologicos, definiendo que el muestreo de
noche influye en las concentraciones de formacion de H,O,.

El sitio de muestreo cuenta con una atmdsfera un tanto limpia, ya que la lluvia
presento un pH normal promedio, y se evitd la formacion de nitratos y sulfatos
que participan en una lluvia acida. El problema que destaca en la lluvia de
Celaya, es que existen niveles un tanto altos de PMyy que influyen en la
turbiedad del agua de lluvia, debido al propio lavado atmosférico y se presentan

como un efecto matriz en el método de adicidon de estandar
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6. PERSPECTIVAS

Se requieren mas estudios en México respecto a la determinacién de H,O, para
comprender la contribucion de este compuesto en la transformacion de los
elementos en el ambiente atmosférico, y asi conocer mejor sus fuentes y
remociones. Y poder atacar el problema ambiental de la lluvia acida de otra

posible manera.

El desarrollo de técnicas sencillas para analizar el H,O, en tiempo real debe
también de ser atendido. Con la base de esta técnica, se pretende en un futuro
desarrollar un kit para el sencillo analisis del peroxido, y poder realizar

campanas de muestreo en regiones remotas.

Se recomienda ampliar el rango linear de trabajo de la curva de calibracion

propuesta.

Se recomienda hacer los debidos analisis de metales, hidrocarburos, coliformes
totales, materia organica y de hidrocarburos, para comprobar una posible
existencia de ellos respecto a los resultados obtenidos en la ciudad de Celaya y
asi poder descartar este resultado de una posible interferencia con el método

de adicion estandar.
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A.1. Parametros de calidad

La seleccion de los métodos analiticos se realiza con el fin de mejorar varios
parametros analiticos caracteristicos, como se enumeran en la Tabla A1,
donde se describen los criterios cuantitativos de funcionamiento de los
instrumentos, criterios que se pueden utilizar para decidir si un determinado
método instrumental es o no adecuado para resolver un problema analitico.
Estas caracteristicas se expresan en términos numéricos y se denominan
parametros de calidad. Para un problema analitico dado, los parametros de
calidad permiten reducir la eleccion de los instrumentos a tan solo unos pocos
(Skoog, 1992).

Tabla A.1.Criterios numéricos para seleccionar métodos analiticos (Skoog,
1992).

Criterio Parametro de calidad
Desviacion estandar absoluta, desviacion
1. Precision estandar relativa, coeficiente de variacion,
varianza.
Error absoluto sistematico, error relativo
2. Sesgo . "
sistematico.
3. Sensibilidad Sensibilidad de calibracién, sensibilidad analitica.
4. Limite de deteccion Blanco mas tres veces la desviacion del blanco.
5. Intervalo de Concentracion entre el limite de cuantificacion
concentracion (LOQ) y el limite de linealidad (LOL).
6. Selectividad Coeficiente de selectividad.

En este proyecto se buscé realizar el método instrumental principalmente por:

a
b

) Sensibilidad y selectividad.
)

c) Bajo coste y bajo impacto medioambiental.
)
)

Precisién y exactitud.

d
e

Simplicidad y tiempo de analisis menor.

Volumen de muestra reducido.
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A.2. Precisién

La precision de los datos analiticos se define como el grado de concordancia
mutua entre los datos que se han obtenido de una misma forma. La precision
indica la medida del error aleatorio, o interinado, de un analisis. Los parametros
de calidad de la precision son la desviacion estandar absoluta, desviacion

estandar relativa. Estos términos se describen en la tabla siguiente:

Tabla A.2.Parametros de calidad para la precision de métodos analiticos
(Skoog, 1992).

Términos Definicion

2
Desviacion estandar absoluta s s = [ZRLON
N-1
Desviacion estandar relativa (RSD) RSD = )—S(
Desviaciéon estandar de la media s, S=s/VN
Varianza S?

* = valor numérico de la iésima medida.

N .
x = media de N medidas = Z=1%

A.3. Sesgo

El sesgo mide el error sistematico, o determinado, de un método analitico. El

sesgo se define mediante la ecuacion

Sesgo = | - Xq
donde u es la media de la poblacion de la concentracion de un analito en una

muestra cuya concentracion verdadera es x1. Sin embargo, los resultados de

dichos analisis también tendran tanto errores aleatorios como errores
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sistematicos, pero si se realiza un numero suficiente de determinaciones, se
puede determinar el valor de la media, para un nivel de confianza dado.

En general, al desarrollar un método analitico, todos los esfuerzos se dirigen
hacia la identificacion de las causas de sesgo y a su eliminacién o correccién

mediante el uso de blancos y calibrado del instrumento.

A.4. Sensibilidad

En general se acepta que la sensibilidad de un instrumento o método es una
medida de su capacidad para diferenciar pequefas variaciones en la
concentracion del analito. Dos factores limitan la sensibilidad: la pendiente de la
curva de calibrado y la reproducibilidad o precision del sistema de medida.
Entre dos métodos que tengas igual precision, serd mas sensible aquel cuya
curva de calibrado tenga mayor pendiente. La definicion cuantitativa de la
sensibilidad aceptada por la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC), es la sensibilidad de calibrado, que se define como la pendiente de la
curva de calibrado a la concentracion objeto de estudio. La mayoria de las
curvas de calibrado que se usan en quimica analitica son lineales y se pueden

representar mediante la ecuacion:

S=mc+ Sy

En la que la S es la sefial medida, ¢ es la concentracion del analito, S, es la
sefal instrumental de un blanco y m es la pendiente de la linea recta. El valor
de Sp sera la interseccion de la recta con el eje y. En dichas curvas, la
sensibilidad de calibrado es independiente de la concentracion c y es igual a m.
La sensibilidad de calibrado como parametro de calidad tiene el inconveniente
de no tener en cuenta la precision de las medidas individuales. Una desventaja
de la sensibilidad analitica es que generalmente depende de la concentracion,

ya que Sspuede variar con ella (Skoog, 1992).

A.5. Limite de deteccion
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En la literatura, varios enfoques para la determinacion del limite de deteccién
(LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) son descritos. La eleccion es de la
simple consideracién del ruido de fondo como medida para la sensibilidad en
lugar de examinaciones complejas estadisticas de la medicién del error. Para
una aplicacion practica, lo llamaron enfoque de regresion, encontrandose que
era muy util. Por un lado es muy facil de llevar a cabo, por el otro lado te provee
de valores reales para el valor critico o nivel critico (LC) y el valor minimo
cuantificable(verdadero) o el limite de cuantificaciéon (LQ) como la LOD y LOQ
deberian de ser nombradas de acuerdo a la IUPAC. En principio, el enfoque de
regresion es un enfoque estadistico simplificado. Utiliza una desviacion
estandar residual de una curva de calibracion grabada en el rango de
concentracion del limite de cuantificacibn para el célculo. La curva de

calibracion debe de cumplir con los siguientes requerimientos (Metroohm):

Relacion lineal entre concentracidn y sefal, curva de calibracion y=A+Bx.
Medicioén del blanco (c=0) debe de ser incluida en la curva de calibracion.
De 5 a 10 estandares de calibracion, puntos de calibracidén equidistantes.
De 5 a 10 replicaciones por estandar, mismo numero de réplicas por
estandar.

e) Min.40 puntos medibles para c=0

f) Mas baja concentracion en el rango de LOQ

g) Mas alta concentracion 10...30 LOD

h) La adicion estandar puede ser usada para grabar la curva de calibracién

i) La desviacion estandar es homogénea
Para los calculos, las siguientes reglas deben de ser consideradas:
a) Senales del blanco (c = 0) son incluidas en el calculo para la desviacion
estandar residual (Sy).

b) Sefales blanco (c = 0) no son incluidas para el calculo de los parametros

A (interseccién) y B (pendiente) de la regresion linear.
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Férmulas:

y =A + Bx

Donde:

y= pico maximo

x= concentracion del analito

A= Interseccion de la regresion linear

B= Pendiente de la regresion linear

=y ()

Donde:

Sy= Error estandar para estimar (desviacién estandar residual) en regresion.
Sy*= Varianza de yi

yi= valor de sefial del punto i"en la regresion

yi=Valor de regresién de la sefnal en el punto i"en la regresion linear

n= numero de puntos de la regresién

ns= numero de estandares de calibracién

m= numero de regresion de parametros (para la regresién linear m=2)

3X Sy

Concentracion LOD=

10 x Sy
B

Concentracion LOQ=

A.6. Intervalo lineal
Como se representa en la Fig. A.1., el intervalo lineal de un método analitico va
desde la concentracidn mas pequefia a la que se puede realizar en medidas

cuantitativas (limite de cuantificacion LOQ) hasta la concentracion a la que la
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curva de calibrado se desvia de la linealidad (limite de linealidad LOL o LOD).
Para las medidas cuantitativas se toma como limite inferior, en general, la que
corresponde a diez veces la desviacion estandar de las medidas repetidas en
un blanco o 10sy. En este punto, la desviacion estandar relativa es del orden de
un 30 por 100 y disminuye con rapidez cuando las concentraciones aumentan.

En el limite de deteccidn, la desviacidon estandar relativa es del 100 por 100.

LOQ

Respuesta del instrumento
Q)
3

<«— |Intervalo lineal —»

-

\

Concentracion

Figura A.1. Intervalo lineal de un método analitico. LOQ = Limite de

cuantificacion; LOL = limite de linealidad (Skoog, 1997).

Para que un método analitico sea util, debe tener un intervalo lineal de, al
menos, dos ordenes de magnitudes. Algunos métodos tienen un intervalo de

concentracion aplicable de cinco a seis 6rdenes de magnitud (Skoog, 1992).

A.7. Selectividad

La selectividad de un método analitico indica el grado de ausencia de
interferencias con otras especies que contiene la matriz de la muestra.
Desafortunadamente, ningun método analitico esta totalmente libre de estas
interferencias y, con frecuencia, hay que realizar diversas etapas para la

minimizar sus efectos.

67



Una muestra que contiene un analito A asi como dos especies potencialmente
interferentes B y C. Si ca, Cg, Ccson las concentraciones de las tres especies, y
ma mgy mecorresponden a su sensibilidad de calibrado, la sefal total del

instrumento vendra dada por la siguiente ecuacion:

S=mucy+ mg, Cg+ m; Cct Sy

Se define ahora el coeficiente de selectividad de B respecto a A como:

K BA =mB/ ma

El coeficiente de selectividad indica, por tanto, la respuesta relativa del método
para la especie B cuando se compara con A. Un coeficiente similar para C con
respecto a A sera:

Kca=mc/ ma

La sustitucidn de estas relaciones en la ecuacién conduce a:

S =ma(ca+ kpaCs + Kca Cc) + Shi

Los coeficientes de selectividad pueden variar desde cero (no hay interferencia)
hasta valores bastantes superiores a uno. Hay que tener en cuenta que un
coeficiente es negativo cuando la interferencia causa una reduccién en la
intensidad de la sefial del analito. Por ejemplo, si la presencia de un interferente
B causa una reduccion de S en la ecuacion 1-7, mg, tendra un signo negativo, al
igual que kapg. Los coeficientes de la selectividad son parametros de calidad

utiles para informar sobre la selectividad de los métodos analiticos (Skoog,
1992).
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B. Estaciones de monitoreo atmosférico:

El monitoreo atmosférico, es uno de los indicadores principales de la calidad del
aire, ademas representa una valiosa herramienta de gestion para instrumentar
acciones de prevencion y control de los contaminantes presentes en la
atmosfera, ante condiciones que ponen en riesgo la salud de los ciudadanos.
Destacando como una fuente de informacién para la ciudadania sobre los
niveles de contaminacién. La importancia de una estacibn de monitoreo
ambiental recae en la influencia que ejercen los factores meteorolégicos sobre
el peroxido de hidrogeno. Saber relacionar estas variables es de suma
importancia para determinar su formacion asi como la perdida misma del
peréxido. Ademas, de acuerdo a la bibliografia, al realizarse las campafas de
muestreo, consideran dentro de la experimentacion estos parametros en los
resultados de diversos autores. Segun el SMN (2011) una estacion de
monitoreo es un conjunto de dispositivos eléctricos y mecanicos que realizan
mediciones de las variables meteoroldgicas de forma automatica (sobre todo en
forma numérica). Una estacién meteoroldgica automatica, esta conformada por
un grupo de sensores que registran y transmiten informacion meteoroldgica de
forma automatica de los sitios donde estan estratégicamente colocadas. Su
funcién principal es la recopilacion y monitoreo de algunas variables
meteorolégicaspara generar archivos del promedio de cada 10 minutos de
todas las variables, esta informacion es enviada via satélite en intervalos de 1 6
3 horas por estacion.El area representativa de las estaciones es de 5 km de

radio aproximadamente, en terreno plano, excepto en terreno montafioso.

Los sensores que integran la estacion son los siguientes:

Velocidad del viento

o QO

Direccion del viento

o O

)

)

) Presion atmosférica

) Temperatura y Humedad
)

Radiacién solar

=-> O

) Precipitacion
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C. Norma oficial mexicana NOM-127-SSA1-1994, "Salud ambiental, agua
para uso y consumo humano-limites permisibles de calidad y tratamientos

a que debe someterse el agua para su potabilizacion".

C.1.Resumen de la norma

El abastecimiento de agua para uso y consumo humano con calidad adecuada
es fundamental para prevenir y evitar la transmision de enfermedades
gastrointestinales y otras, para lo cual se requiere establecer limites permisibles
en cuanto a sus caracteristicas bacteriolégicas, fisicas, organolépticas,
quimicas y radiactivas. Con el fin de asegurar y preservar la calidad del agua en
los sistemas, hasta la entrega al consumidor, se debe someter a tratamientos

de potabilizacién.

C.2.0bjetivo y campo de aplicacion

Esta Norma Oficial Mexicana establece los limites permisibles de calidad y los
tratamientos de potabilizacion del agua para uso y consumo humano, que
deben cumplir los sistemas de abastecimiento publicos y privados o cualquier

persona fisica o moral que la distribuya, en todo el territorio nacional.

C.3.Limites permisibles de calidad del agua

El contenido de organismos resultante del examen de una muestra simple de
agua, debe ajustarse a lo establecido en la Tabla C.1.Bajo situaciones de
emergencia, las autoridades competentes deben establecer los agentes
biolégicos nocivos a la salud a investigar.
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TablaC.1. Limites permisibles de caracteristicas bacteriologicas

Caracteristica Limite permisible

Organismos coliformes totales 2 NMP/100 mL

2 UFC/100 ml
Organismos coliformes fecales No detectable NMP/100 MI

Los resultados de los examenes bacterioldgicos se deben reportar en unidades
de NMP/100 mL (numero mas probable por 100 mL), si se utiliza la técnica del
numero mas probable o UFC/100 mL (unidades formadoras de colonias por 100

mL), si se utiliza la técnica de filtracion por membrana.

Las caracteristicas fisicas y organolépticas deberan ajustarse a lo establecido
en la Tabla C.2.

TablaC.2. Limites permisibles de caracteristicas fisicas y organolépticas.

Caracteristica Limite permisible

20 unidades de color verdadero en la escala de platino-
cobalto.

Agradable (se aceptaran aquellos que sean tolerables para la
mayoria de los consumidores, siempre que no sean

Color

Olory sabor resultados de condiciones objetables desde el punto de vista
bioldgico o quimico).
. 5 unidades de turbiedad nefelométricas (UTN) o su
Turbiedad

equivalente en otro método.

El contenido de constituyentes quimicos debera ajustarse a lo establecido en la
siguiente Tabla C.3. Los limites se expresan en mg/L, excepto cuando se
indique otra unidad.
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Tabla C.3. Limites permisibles de caracteristicas quimicas.

Caracteristica

Limite permisible

Aluminio

Arsénico

Bario

Cadmio

Cianuros (como CN)

Cloro residual libre

Cloruros (como Cl)

Cobre

Cromo total

Dureza total (como CaCO3)
Fenoles o compuestos fendlicos
Fierro

Fluoruros (como F)

Manganeso

Mercurio

Nitratos (como N)

Nitritos (como N)

Nitrégeno amoniacal (como N)
pH (potencial de hidrégeno) en unidades de
pH

Plaguicidas en microgramos/I: Aldrin y
dieldrin (separados o combinados)

Clordano (total de isbmeros)

DDT (total de is6meros)
Gamma-HCH (lindano)
Hexaclorobenceno

Heptacloro y epoxido de heptacloro
Metoxicloro

24-D

Plomo

Sodio

Sdlidos disueltos totales

Sulfatos (como SOy)

Sustancias activas al azul de metileno
(SAAM)

Trihalometanos totales

Zinc

0.20
0.05
0.70
0.005
0.07
0.2-1.50
250.00
2.00
0.05
500.00
0.001
0.30
1.50
0.15
0.001
10.00
0.05
0.50

6.5-8.5

0.03

0.30
1.00
2.00
0.01
0.03
20.00
50.00
0.025
200.00
1000.00
400.00

0.50

0.20
5.00
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D. Preparacion de Soluciones patron y reactivos

Las soluciones patrén y reactivo que se usaron en este trabajo se prepararon

de acuerdo a los procedimientos siguientes:

D.1. Preparacion KMnO4 0.02 M

Se pesaron aproximadamente 1.59 gr de KMnO,4 de buen grado y se coloco en
un matraz volumétrico limpio de 500 mL aforando con agua DI y después se
sonicd por 5 minutos para su homogenizacion. A continuacion, se hirvido por
varios minutos para oxidar la materia organica y producir MnO; coloidal y se
filtré a vacio a través de asbesto en un embudo Buchner. Al finalizar el filtrado,
la solucién de permanganato se almacené en un frasco color ambar para evitar

su descomposicion (Clavijo, 2008).

D.2. Estandarizacién de permanganato de potasio por el método McBride

Se pesaron con exactitud tres muestras, de 0.25 a 0.30 g cada una, de
Na,C,04en matraces Erlenmeyer limpios de 250 mL. Se disolvié cada muestra
en 75 mL de H,SO4 1.5 N (20 mL de H,SO4 concentrado adicionados a 400 mL
de agua). Luego se calent6 la primera solucion casi a ebulliciéon (de 80 a 90°C)
y se tituld6 lentamente con KMnO, agitando con movimientos circulares
constantes. El punto final lo determina la aparicion de un color rosa tenue que
persiste por lo menos 30 segundos. Durante la titulacion, la temperatura de la
solucién no bajo de los 60°C. Se titularon las otras dos soluciones siguiendo el
mismo procedimiento. A 100 mL de H,SO4 1.5 N se agreg6 gota a gota la
solucion de KMnO4 hasta que el color sea igual al de la solucién que se titulo.
Se resto este volumen del que se gasto en la titulacion. Se procedié a calcular

la normalidad de la solucion de KMnO4 (Day y Underwood, 1989).
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D.3. Determinacion de H20O;

Se pipetearon 25 mL de la solucion de H>O, comercial en un matraz
volumétrico de 250 mL, diluyéndose la solucién con agua DI hasta la marca y
mezclando bien. Se transfiri6 una alicuota de 25 mL de esta soluciéon a un
matraz Erlenmeyer de 250 mL al cual se le adicionaron 5 mL de HSO4
concentrado y 75 mL de agua DI. Se titulé con solucion de KMnO4 hasta la
aparicion del primer tono rosa permanente. Se repitid la titulacién con dos
alicuotas adicionales de la solucién. Al finalizar el procedimiento se calculé el
peso del H,O, en la muestra original de 25 mL, y suponiendo que el peso fue
exactamente de 25 g, se calculd el porcentaje en peso del H,O, (Day y
Underwood, 1989).

*Se modificé el procedimiento a 1:10, tomando tan solo una alicuota de 1 mL de

la primera dilucion del peréxido comercial para una mayor disolucién del mismo.

D.4. Preparacion de FeSO4 1.5 mM
Se pesaron 0.042 g de FeSO, y se transfirieron a un matraz volumétrico de 100
mL, aforando con HSO4 pH 1.9 y se sonico el matraz por 5 minutos. Finalizado

en tiempo, se refrigero la solucion en un recipiente de plastico estéril.

D.5. Preparacion de C¢HsCOOH 3.0 mM
Se pesaron 0.37 g de CgHsCOOHYy se colocaron en un matraz volumétrico de
100 mL, aforando con H,SO, pH 1.9 y se sénico el matraz por 5 minutos.

Finalizado el tiempo, se refrigerd la solucidn en un recipiente de plastico estéril.

D.6. Preparacion de solucién mejoradora de fluorescencia

La solucion mejoradora de fluorescencia contiene Al (NO3)s 1.5 mMaforado con
buffer de acetato. Primeramente, se preparo el buffer de acetato 0.2 M pH 3.8.
Se pesaron 4.1 g de C,H3NaO, y se agregaron en un matraz volumétrico de 250
mL aforando con agua DI y se sénico por cinco minutos. Después, se procedid
a pesar 2.88 gr de C,H4O, y se colocé en un matraz volumétrico de 250 mL
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aforandolo con agua DI, y se sonico la solucidn por cinco minutos. A
continuacion, se tomaron 6.0 mL de C,H3NaO,; y 44.0 mL de CyH4O, para
afiadirlos a un matraz volumétrico de 100 mL, aforando con agua DI, al adquirir
el buffer y homogenizarlo, se realizé una dilucion 1:2 para llevar el buffer a una
concentracion de 0.10 mM. Seguido a lo anterior, se pesaron 0.37513 gr de AL
(NO3)3; para colocarlos en un matraz volumétrico de 100 mL, y se afor6 con el
buffer de acetato recién preparado, y se almacend en un recipiente de plastico

estéril.

E. Procedimientos para la determinaciéon de parametros fisicoquimicos

E.1.Determinacidén de parametros quimicos
Este apartado incluye las pruebas de OD, DQO, Sulfatos, Nitratos, pH. Los

procedimientos se describen a continuacion:

E.1.2. Determinacion de oxigeno disuelto (OD)

Primeramente se prepardé el equipo medidor de oxigeno disuelto portatil Hl 9146
preparando la sonda para su uso, de acuerdo a lo siguiente: Se retir6 la tapa y
se mojo el sensor sumergiendo 2%z cm inferiores de la sonda solucién en
electrolito (HI7041S) durante 5 minutos. Se tomo6 la membrana (HI76407A
suministrada con el medidor) y se asegurd de que la junta de goma se asentara
correctamente en la tapa de la membrana. Se enjuagdé la membrana con
electrolito mientras se agité suavemente. Se rellen6 con electrolito nuevo, para
después dar unos suaves golpes a los lados de la membrana con el dedo para
garantizar que no quedaran burbujas de aire atrapadas. Con el sensor mirando
hacia abajo, se enrosco la membrana en la direccion de las agujas del reloj.
Para iniciar la lectura se sumergio la punta de la sonda en la muestra a analizar
y se aseguro de que el sensor de temperatura también estuviera sumergido.
Finalmente se pulso el boton RANGE para mostrar en el display del equipo el
valor en % de saturacion de oxigeno disuelto.
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E.1.3. Determinacién de sulfatos

En el equipo marca HACH, modelo DR 2010, se ajusté el numero del programa
no. 680 a una longitud de onda de 450 nm para la medicion de la pastilla de
polvo de alto rango de las bolsas de polvo de sulfato S0.?. Posteriormente se
llené una celda limpia con 25 ml de muestra. Se agregaron los contenidos de
una bolsa de polvo de reactivo de sulfato SulfaVer 4 en la celda de muestra (la
muestra preparada), se giré para disolver y se presion6: SHIFT TIMER. Se
inicié un periodo de reaccidon de 5 minutos. Cuando soné el cronémetro, en la
pantalla se ley6: mg/L SO4. Se llen6 una segunda celda con 25 ml de muestra
(el blanco) y se coloco en el soporte de la celda. Se presioné: ZERO y se
desplegé 0 mg/L SO4. Dentro de los cinco minutos posteriores al timbre del
crondbmetro se colocd la muestra preparada y se presiond: READ y se

desplegaron los resultados (Manual de analisis de agua HACH, 2000).

E.1.4. Determinacién de nitratos

En el equipo marca HACH, modelo DR 2010, se ajusté el numero del programa
no. 355 a una longitud de onda de 500 nm para su correcta medicidén para la
pastilla de polvo de alto rango de las bolsas de polvo nitrato de nitrégeno. Se
llend una celda con 25 mL de agua DI para la lectura del blanco, después se
introdujo la celda al equipo y se presioné la tecla SHIFT y el numero 5, el
resultado del blanco desplegé las unidades de mg/L NO3. Se llené una celda
con 25 mL de la muestra, después se anadié la bolsa de polvo de reactivo de
nitrato NitraVer 5 a la celda. La celda se agité vigorosamente durante un
minuto, después se introdujo la celda al equipo y se presiond la tecla SHIFT y el

numero 5 (Manual de analisis de agua HACH, 2000).

E.1.5. Determinacién de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

Se trabajaron con tres viales de referencia y un blanco preparados, de un rango
de 150 ppm y se tomé una alicuota de 2 mL de la muestra de agua de lluvia,
colocando el vial en un angulo de cuarenta y cinco grados y vertiendo en él la

muestra, y se cerrd herméticamente. Se agitdé varias veces cada vial para
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posteriormente colocarlos en el reactor para DQO, y de forma inmediata se
preparé un blanco con 2 mL de agua DI colocandose también dentro del
reactor. Se dejaron digerir los viales a 150 °C, por un tiempo de dos horas.
Finalizado el tiempo de digestion, se dejaron enfriar por media hora dentro del
reactor a temperatura ambiente antes de proceder a la medicion de DQO. Se
midieron en el equipo marca HACH, modelo DR 2010 con el programa No. 430
para un rango de 0 a 150 ppm. Con la perilla ubicada a la derecha del HACH se
ajusto la longitud de onda a un rango de 420 nm para su correcta medicion. Se
tomé el blanco y se procedié a limpiar el vial con un pafuelo limpio para
eliminacion de huellas digitales, y después introducir el vial al equipo para iniciar
la lectura oprimiendo la tecla ZERO vy registrar el resultado. Posteriormente, se
tomaron los viales que contienen la muestra y se procedié a limpiarlos de la
manera anteriormente descrita, se introdujeron en el equipo y se oprimio la tecla
READ. El resultado desplegado en la pantalla del equipo se mostréo en las

siguientes unidades: mg/L DQO (Evaristo, 2011).

E.1.6. Determinacion de pH

El pH de la muestra se tomé de manera in situ con ayuda del Multi-parametro
Testr 35. Se introdujo en el muestreador el multi-parametro, en donde
seleccionandose el parametro de interés y se tomo lectura del pH. Al llegar al
laboratorio se registré el mismo parametro de la muestra, con ayuda del

potencidometro portatil Cole-Parmer.

E.2. Determinacién de parametros fisicos
Este apartado incluye las pruebas de turbidez, color, SST. Los procedimientos

se describen a continuacion:

E.2.1. Determinacion de turbidez
La turbidez se midié con el programa No. 750 del espectrofotometro marca
HACH, modelo DR 2010 a una longitud de onda de un rango de 450 nm. En

una celda, se adicionaron 25 mL de agua DI (blanco), cuidando que la celda
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estuviera libre de burbujas, huellas digitales, manchas y ralladuras, para no
interferir con la medicion. Se cerrd la tapa y se oprimio la tecla ZERO. Después,
se procedi6 a preparar la celda de la muestra, agregando 25 mL de agua pluvial
en una celda, dicha celda se agité para asegurar que la turbidez no estuviera
sedimentada. Se retird el blanco del compartimiento del espectrofotdmetro, y se
reemplazé por la celda que contiene la muestra. Se cerrd la tapa y se oprimio la
tecla READ. El resultado se desplego en la pantalla del equipo, de acuerdo a la

siguientes unidades: 0 FAU (Unidades Nefelométricas) (Evaristo, 2011).

E.2.2. Determinacién de color

El color se midi6 con el programa No. 120 del espectrofotdmetro, marca HACH,
modelo DR 2010, a una longitud de onda de un rango de 455 nm. En una celda
para HACH, se adicion6 25 mL de agua DI (blanco), cuidando que la celda
estuviera libre de burbujas, huellas, manchas y ralladuras, para no interferir con
la medicion. Se cerrd la tapa y se oprimio la tecla ZERO. Después, se procedid
a preparar la celda de la muestra, agregando 25 mL de agua pluvial en una
celda; dicha celda se agitd para asegurar que la turbidez no estuviera
sedimentada. Se retird el blanco del compartimiento del espectrofotdmetro, y se
reemplazé por la celda que contiene la muestra. Se cerré la tapa y se oprimio la
tecla READ. El resultado se desplegé en: 0 units Pt-Co (Platino- Cobalto)
(Evaristo, 2011).

E.2.3. Determinacion de temperatura

La temperatura de la muestra se tom6 de manera in situ con ayuda del Multi-
parametro Testr 35. Se introdujo en el muestreador el multi-parametro, en
donde previamente se selecciono el parametro de T Al llegar al laboratorio se
registraron el mismo parametro de la muestra, con ayuda del potencidmetro

portatil Cole-Parmer.
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F. Resultados de datos experimentales de datos para la construccion de la

curva de calibracién de AF [cps] vs. ¢, H202 [ppm]

La Tabla F.1y la Tabla F.2 muestran el registro de las sefales de fluorescencia

obtenidas de: AF [cps] de los patrones de concentracion conocidos de peréxido.

Las sefiales se corrigieron respecto al blanco con la finalidad de suprimir la

sefal debida a los reactivos empleados en el analisis:

Tabla F.1.Datos experimentales de AF [cps] normalizados a diferentes

concentraciones afadidas de H,O, para la realizacion de la curva de calibracion

sin reactivo mejorador.

m L Promedio Promedio AF DE.
IF-)ISOZ Hl:OZ AF [cps] DE [cps]normalizado normaallzad
0.00 0.00 3748.42 290.60 0.00 410.97
0.34 22222 86254.10 7107.99 82505.68 7113.93
0.68 44444  86176.43  7962.94 82428.01 7968.24
1.02 666.67 133233.87 7923.15 129485.45 7928.48
1.36 888.89 14254551 11428.94 138797.09 11432.63
1.70 111111 154214.04 9844.56 150465.62 9848.85
2.04 1333.33 174868.09 10720.23 171119.68 10724 .16
2.38 1555.56 167806.75 8885.60 164058.33 8890.35
272 1777.78 170562.56 8772.36 166814.14 8777.17
3.06 2000.00 170598.27 10333.29 166849.85 10337.37

Tabla F.2.Datos experimentales de AF [cps] normalizados de diferentes

concentraciones afadidas de H,O para la realizacion de la curva de calibracion

con reactivo mejorador.

. . DE
m L Promedio Promedio AF [cps .
5302 Hlioz AF [cps] DE normalizad[op : normaallzad
0.00 0.00 5322.84 465.48 0.00 658.28
0.34 222.22 73963.82 1806.89 68640.98 1865.89
0.68 44444 133291.79 1369.37 127968.95 1446.32
1.02 666.67 184584.00 1631.52 179261.16 1696.63
1.36 888.89 213105.46 1392.87 207782.62 1468.59
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1111.1

1.70 y 24945432 3782.54 244131.48 3811.07
2.04 13?:’33'3 230793.96 2860.61 225471.12 2898.23
2.38 15565'5 280869.95 3310.74 27554711 3343.30
2.72 17787'7 293337.74 3477.58 288014.90 3508.60
3.06 20%0'0 29277556 6622.93 287452.72 6639.27

Tabla F.3.Datos experimentales de AF 408 nm [cps] normalizados a diferentes
concentraciones afadidas de H,O, en una muestra real de agua de lluvia de

Celaya, para determinar la concentracién de H,O, por el método de adicion de

estandares.
ppm H,0, ML H,0, Promedio AF [cps] DE
0 0 8827.37 238.22
0.34 222.22 21928.04 578.67
0.68 444 .44 51952.41 380.23
1.02 666.67 68653.29 561.7
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