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RESUMEN

En el Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas de la Universidad de Narifio se
realiz6 la confirmacion del Método Colorimétrico 4500-NO,-B para la
determinacion de nitritos en agua potable, agua cruda, agua residual domeéstica,
agua residual industrial y lixiviados, y del parametro nitratos por
Espectrofotometria Ultravioleta 4500-NOs—B. Para la confirmacion de estos
meétodos se evaluaron los siguientes parametros: selectividad, linealidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, rango, recuperacion, exactitud, precision y
estimacion de incertidumbre.

Con base en los resultados encontrados se determind que “el Método
Colorimétrico 4500—-NO,-B es adecuado para la cuantificacion de los nitratos en
las matrices ambientales analizadas y es estadisticamente comparable con el
método de referencia’(estandar métodos, 2012), los cuales exigen que se debe
obtener una desviacion estandar promedio igual o inferior a £0,045, y con la
confirmacion del método se obtuvo una desviacion estandar promedio para todas
las matrices de +0,013. Ademas el método de referencia exige que para aguas
residuales el porcentaje de recuperacioén debe 100 +3%. Mediante la confirmacion
del método se obtuvo una recuperacion de 103%, por lo cual se concluyé que el
método es valido bajo todos los parametros de desempefio.

Asi mismo, para la determinacion de nitratos por el Método por Espectrofotometria
Ultravioleta 4500-N0O3-B, se obtuvo un resultado satisfactorio en cuanto a la
exactitud global, con un 98,74%, de igual manera se obtuvo una precision global
satisfactoria de +0,119, teniendo en cuenta que el rango de trabajo se definié
hasta 50 mg NOs/L; También se obtuvo un porcentaje de recuperacion global
aceptable de 99,65%, concluyendo asi que el método es valido bajo todos los
pardmetros evaluados.



ABSTRACT

The Laboratory of Chemical Analysis and Water of the University of Narifio is
accredited before the IDEAM under Standard NTC-ISO/IEC 17025: 2005 General
Requirements for the Competence of Test and Calibration Laboratories, and in
order to maintain and increase the quality standards, the laboratory decides to
expand the scope of the accreditation, including the parameters of Nitrites and
Nitrates. Reason for which confirmation was made of the Colorimetric Method
4500-NO,-B for the determination of nitrites in drinking water and the Method by
Ultraviolet Spectrophotometry 4500-NO3-B for the determination of nitrates in
drinking water, raw water, domestic wastewater , industrial wastewater and
leachate. For the confirmation of this method parameters such as: selectivity,
linearity, limit of detection, limit of quantification, range, recovery, accuracy,
precision and uncertainty were evaluated.

Based on the results found, it was determined that "the Colorimetric Method 4500-
NO,-B is suitable for the quantification of nitrates in the analyzed environmental
matrices and is statistically comparable with the reference method" (standard
methods, 2012), which they require that an average standard deviation equal to or
less than £ 0.045 be obtained, and with the confirmation of the method an average
standard deviation for all matrices of + 0.013 was obtained. In addition, the
reference method requires that for wastewater the recovery percentage must be
100 * 3%. By confirming the method, a recovery of 103% was obtained, so it was
concluded that the method is valid under all performance parameters.

Likewise, for the determination of nitrates by the Method by Ultraviolet
Spectrophotometry 4500-NO3-B, a satisfactory result was obtained in terms of
overall accuracy, with 98.74%, in the same way a satisfactory overall accuracy of
10,119 was obtained, taking into account that the work range was defined up to 50
mg NOs-/L; An acceptable global recovery percentage of 99.65% was also
obtained, concluding that the method is valid under all parameters evaluated.
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GLOSARIO

Blanco: Muestra preparada para la lectura final, pero que no contiene analitos.
Blanco de transporte: consiste en enviar, junto a los recipientes de muestreo, un
frasco de plastico con agua y dejar un testigo control en el laboratorio para
comparar el grado de contaminacion, tanto en el trasporte de las muestras como
en el muestreo.

Curva de calibracion: Expresion de la relacion entre una indicacion y el valor
medido correspondiente.

Espectrofotometria: es un método cientifico utilizado para medir cuanta luz
absorbe una sustancia quimica, midiendo la intensidad de la luz cuando un haz
luminoso pasa a través de la solucién muestra.

Exactitud: La exactitud de un método analitico es la capacidad para obtener
resultados préximos al verdadero. Es el grado de concordancia entre el resultado
de ensayo y el valor de referencia.

Incertidumbre: la incertidumbre es un-parametro asociado al resultado de una
medida, que caracteriza la dispersion de los valores que podrian razonablemente
ser atribuidos al mensurando.

Limite de Cuantificacién: Corresponde a la menor concentracion de analito que
puede determinarse con precision y exactitud razonables con las condiciones
establecidas y se expresa en unidades de concentracion.

Limite de Deteccion: Es la minima concentraciébn de analito que puede ser
detectada por el equipo sin que se confunda con la sefial del blanco o ruido de
fondo del equipo.

Muestreo puntual: es aquella muestra recolectada en un lugar y tiempo
especifico y que refleja las circunstancias particulares del cuerpo de agua para el
momento Yy sitio de su recoleccion.

Precision: La precision es una medida del grado de repetibilidad del método
analitico, realizado en condiciones normales y refleja el error aleatorio del método.

Sensibilidad: Es una medida del factor de respuesta del instrumento como una
funcién de la concentracion.
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INTRODUCCION

El Laboratorio de Andlisis Quimico y Aguas de la Universidad de Narifio, como
prestador de servicios de analisis quimico, debe asegurar la calidad de sus
resultados a través de metodologias normalizadas que se adecuen a las
condiciones propias de laboratorio, garantizando entre otras cosas, la aplicacion
confiable de los protocolos internos, la calificacion del personal e instrumentos
utilizados, el tipo de muestras y las condiciones ambientales. El Laboratorio, de
acuerdo con las necesidades de los usuarios internos y externos, y con ellas los
requerimientos del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, ha incorporado
un Sistema de Gestion de Calidad basado en los lineamientos de las normas NTC
GP 1000:2009, ISO 9001:2015 y NTC-ISO/IEC 17025:2005.

Como laboratorio acreditado ante el IDEAM bajo Norma NTC-ISO/IEC
17025:2005, uno de los objetivos principales es ampliar el alcance de acreditacion,
en los pardmetros analiticos Nitritos y Nitratos, en la matriz agua: potable, cruda,
residual, lixiviados y potable, respectivamente, lo cual le permite tener una mayor
competitividad y reconocimiento a nivel Regional y Nacional.

La determinacion de nitritos y nitratos en agua es de vital importancia porque son
perjudiciales para la salud humana, causando hemoglobinemia y gastroenteritis en
bebes, caida de la presién sanguinea y en algunos casos puede producir algunos
tipos de cancer gastrointestinal. Por esta razon, la normatividad legal en Colombia
Resoluciones 631 de 2015 y 2115 de 2007, regulan los valores maximos
permisibles tanto para agua cruda, residual y potable, respectivamente.

En el presente trabajo se realiz6 la confirmacion de las metodologias
normalizadas para la determinacion de Nitratos por el Método Espectrofotométrico
Emision Ultravioleta 4500-NO3-B en agua potable y Nitritos por el Método
Colorimétrico 4500-NO,-B en agua potable, cruda, residual y lixiviados,
obteniendo como resultado que los métodos son exactos y precisos y cumplen
con los criterios de aceptacién requeridos, segun los procedimientos internos del
laboratorio, Estandar Métodos y Eurachem.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Confirmar los métodos normalizados de ensayo 4500-NO,-B y 4500-NO3-B, para
la determinacion de nitritos en agua potable, cruda, residual y lixiviada, y para la
determinacion de nitratos en agua potable, respectivamente, en el Laboratorio de
Andlisis Quimico y Aguas de la Universidad de Narifio.

1.20BJETIVOS ESPECIFICOS

o Evaluar preliminarmente las condiciones experimentales y planificar el
protocolo de confirmacién de los métodos normalizados de ensayo 4500-
NO,—B para el analisis de nitritos en agua potable, cruda, residual y
lixiviados, y 4500-NO3—B para el andlisis de nitratos en agua potable, en el
Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas de la Universidad de Narifio.

o Verificar el cumplimiento de los parametros de confirmacién de conformidad
con la tolerancia de los métodos de analisis quimico de nitritos y nitratos en
las matrices acuosas.

o Estimar la incertidumbre en los métodos de analisis para la determinacion
de nitritos y de nitratos segun los métodos confirmados.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1MARCO TEORICO

2.1.1 Infraestructura de la Calidad. La Infraestructura de Calidad (IC) es una
combinacion de iniciativas, instituciones, organizaciones, actividades y personas.
Incluye una politica nacional de calidad y de las instituciones para ponerla en
practica, un marco regulatorio, los proveedores de servicios de calidad, empresas,
clientes y consumidores. “La infraestructura de la calidad es necesaria para la
operacion efectiva de mercados domésticos; su reconocimiento internacional es
importante para permitir el acceso a mercados internacionales. Es un elemento
critico para promover y mantener el desarrollo econémico, asi como el bienestar
social y medioambiental”’.

En Colombia, “la infraestructura de la calidad es el Subsistema Nacional de
Calidad (SNCA), que es un conjunto organizado de instituciones publicas y
privadas de normas, procedimientos, e instrumentos legales y técnicos, con los
que el Estado y el mercado buscan incrementar la competitividad, facilitar el
comercio, ofrecer al consumidor garantias e informacién, proteger la vida, la salud
y el medio ambiente, y promover el mayor desarrollo de la ciencia y la

tecnologia™.

Todos los elementos que conforman la infraestructura de la calidad interactian
entre si y sus fronteras se pueden volver imperceptibles. Es claro que todos los
componentes de la IC estan intimamente relacionados y una norma, que involucre
dimensiones y tolerancias, no puede definirse sin referencia a mediciones
confiables; las mediciones a su vez deben estar internacionalmente normalizadas
para evitar costosas equivalencias y un producto debe someterse a ensayos para
determinar la conformidad con los requisitos definidos en normas y reglamentos
técnicos. “La compatibilidad internacional requiere que los procedimientos de
ensayo sean normalizados, y también descansan en mediciones confiables™

La acreditacidon, basada en normas internacionales, es el procedimiento por el cual
“todo el proceso se vuelve confiable y fidedigno, llevando al comercio y la
competitividad internacional’*. La Figura 1 presenta el esquema de los cinco
elementos claves que conforman una infraestructura de calidad:

"WALENCIA, J. Estudio del impacto de la evaluacion de la Conformidad en Colombia. Proyecto de
investigacion. Medellin: Universidad EAFIT Escuela de Administracion, 2012. p. 127

’GALLEGO, J. M. y GUTIERREZ, L. H. El Sistema Nacional de Calidad en Colombia: Un analisis
cualitativo del desarrollo del sistema. Inter-American Development Bank, 2016. p.11

Svalencia, J. Op. Cit., p. 127

* GALLEGO, J.M. Y GUTIERREZ,L.H. Op. Cit., p. 12
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Figura 1. Componentes de una Infraestructura de Calidad (IC)

Normalizacion

Laboratorios de
Ensayo

Metrologia

Infraestructura de
la Calidad

Certificacion Acreditacion

Fuente: Valencia, J. Estudio del impacto de la evaluacion de la Conformidad en Colombia.
Proyecto de investigacion. Medellin: Universidad EAFIT Escuela de Administracion, 2012.

Para un buen desarrollo de la Infraestructura de la Calidad es necesario incluir
procesos de validacién y confirmacion de métodos analiticos, con el fin de otorgar
resultados validos y con un alto grado de confiabilidad.

2.1.2 Validacion y Confirmacion de Métodos Analiticos. La confirmacion y
validacion son dos importantes términos empleados en muchos contextos, incluido
los laboratorios de ensayo y calibracion. Ambos tienen que ver comprobar la
calidad y condicion de un producto, sin embargo, no significan lo mismo.

La realizacion de las actividades de validacion y confirmaciéon de los
procedimientos de analisis utilizados por el laboratorio, contemplan la satisfaccion
de las necesidades metroldgicas para otorgar al usuario unos resultados validos y
con un alto nivel de confianza. “Un laboratorio acreditado o en proceso de
acreditacion debe demostrar que tiene competencia técnica para realizar las
actividades de validaciéon y confirmacion de los procedimientos de analisis

21



cuantitativos establecidos en su alcance de acreditacion. La validacidon comprueba
la aptitud de los procedimientos de analisis y refleja las condiciones reales de la
aplicacién de los mismos™.

Cuando se requiere confirmar un método es porque este método ya se encuentra
validado, y los datos de esta validacion los informa el fabricante en los instructivos
de uso del método. No obstante, “el laboratorio debe verificar o confirmar que
puede aplicar correctamente los métodos ya validados por el fabricante, previo a
su uso en los analisis, bajo sus condiciones propias de operacion (equipo,
reactivos, material, analistas, etc.) generando evidencias objetivas, para confirmar
su aplicacion correcta, con el propésito de asegurar la confiabilidad de la
validacién de los procedimientos de analisis™®.

El Standard Methods (2012), es un manual de procedimientos analiticos validados,
gue sirven para la determinacién de multiples matrices en agua, entre los cuales
se encuentran los nitratos y los nitritos. Estos métodos estan destinados, para que
después de haber llevado a cabo la confirmacion de los mismos, se les dé un uso
en la evaluacion, control de calidad, tratamiento y suministro de agua potable; asi
como también para la medicion de la operacién y la eficiencia de los procesos en
el tratamiento de aguas residuales, asegurando la calidad de los resultados y
otorgando una alta confiabilidad a los usuarios.

2.1.1 Nitratos y Nitritos presentes en el Agua

2.1.1.1 Ciclo del Nitrégeno y Caracteristicas Fisicoquimicas. Los iones nitrato
(NO3) y nitrito (NO2") son aniones inorgéanicos de origen natural que forman parte
del ciclo del nitrégeno. En este ciclo, “los desechos que contienen nitrégeno
organico se descomponen en el suelo o el agua, por accibn de los
microorganismos, para formar amoniaco en primera instancia. Posteriormente,
éste se oxida para formar iones nitrito y éstos, a su vez, para dar nitratos”’. Este
ciclo se esquematiza en la Figura 2.

®SEVERICHE, C. A., y GONZALEZ, H. Evaluacién analitica para la determinacién de sulfatos en
aguas por método turbidimétrico modificado. Revista: Ingenierias USBMed, vol. 3 No. 2. p. 6-11.
®PEREZ URQUIZA, M. Guia para la validacion y la verificacion de los procedimientos de examen
cuantitativos empleados por el laboratorio clinico. México D.F, 2008. p. 65.

‘BOLANOS ALFARO, J. D.; CORDERO CASTRO, G. y SEGURA ARAYA, G. Determinacion de
nitritos, nitratos, sulfatos y fosfatos en agua potable como indicadores de contaminacion
ocasionada por el hombre, en dos cantones de Alajuela (Costa Rica). Revista Tecnologia en
Marcha, vol. 30, No. 4, 2017. p. 15-27.
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Figura 2. Ciclo del Nitrogeno.
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Fuente: Albert, L. A. Introduccion a la toxicologia ambiental. Metepec, Estado de México:
Gobierno del Estado de México. 1997. 280p.

“Los organismos superiores, incluyendo al hombre, no pueden aprovechar
directamente el nitrégeno del aire, que es esencial para la vida, y requieren de la
intervencién de los microorganismos fijadores de nitrégeno, que lo pueden captar

de la atmosfera y combinarlo enzimaticamente, para formar compuestos

orgénicos™®.

En general, los nitratos (sales del acido nitrico, HNO3) son muy solubles en
agua debido a la polaridad del i6n; la estructura de éste es plana y de alta
estabilidad, con el nitrdgeno en el centro y los oxigenos en las esquinas de un
triangulo equilatero y, en ella, cada uno de los enlaces N-O es un hibrido de
un enlace sencillo y uno doble. Esta es la forma del nitrégeno mas estable
termodindmicamente en presencia de oxigeno, por lo que en los sistemas

SALBERT, L. A. (1997). Introduccién a la toxicolégica ambiental. Metepec, Estado de México:
Gobierno del Estado de México. p. 280.
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acuaticos vy terrestres, los materiales nitrogenados tienden a transformarse en

nitratos”®.

Los nitratos (NOj3) “son sales muy solubles, derivadas del nitrogeno, que se
pueden encontrar en alimentos y aguas de bebida. Derivan principalmente del
empleo de fertilizantes nitrogenados, excretas de animales, descargas de
desechos sanitarios e industriales, y del uso como aditivos alimentarios.

(conservas de pescado y carnes)”°.

Los nitratos no son en si mismos toxicos. Se sabe que se absorben rdpidamente a
nivel intestinal y se eliminan por orina. EL peligro potencial de los nitratos radica
en la eventual transformacién en nitritos (NO;) dentro del organismo. Esta
transformacién, que implica una reduccion enzimatica, puede ocurrir en la cavidad

bucal y bajo ciertas condiciones, en el tubo digestivo™*.

El i6n nitrito es menos estable que el idn nitrato, es muy reactivo y puede actuar
como agente oxidante y reductor, por lo que sélo se encuentra en cantidades
apreciables en condiciones de baja oxigenacion. Esta es la causa de que los
nitritos se transformen rapidamente para dar nitratos, y de que, en general, estos
ultimos predominen en las aguas, tanto superficiales como subterraneas, asi como
en el ambiente. “Esta reaccidn de oxidacion se puede efectuar en los sistemas

biolégicos y por factores abiéticos™?.

“El uso excesivo de fertilizantes nitrogenados, asi como la contaminacion causada
por la acumulacion de excretas humanas y animales pueden contribuir a elevar la
concentracion de nitratos en agua. Generalmente, los nitratos son solubles y no se
adsorben a los componentes del suelo, por lo que son movilizados con facilidad

por las aguas superficiales y subterraneas™.

2.1.1.2 Fuentes Ambientales. Como ya se sefiald, la presencia natural de nitratos
y nitritos en el ambiente se debe al ciclo del nitrégeno, por lo que cualquier
alteracion antropogénica de este ciclo modificara las concentraciones normales de

°DE MIGUEL-FERNANDEZ, C., & VAZQUEZ-TASET, Y. M. (2006). Origen de los nitratos (NO3) y
nitritos (NO,) y su influencia en la potabilidad de las aguas subterraneas. Revista Mineria y
Geologia, vol. 22, No. 3, 2006. p. 9.

YCASILLA QUISPE, S. Evaluacion de la calidad de agua en los diferentes puntos de descarga de
la cuenca del Rio Suchez. (Tesis), Universidad Nacional del Altiplano. Puno: Perd, 2014. p.24.
“PEREDA, J. A. O.; NAVARRO, A. A.; ARZO, M. A.; ESCARPENTER, F. C.; IGLESIAS, M. J.;
OLIVER, A. P. y TAPIA, M. T. M. Informe del Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de
Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) sobre una cuestion planteada por la Direccién Ejecutiva
de la AESAN, en relacion con el riesgo de la posible presencia de N-nitrosaminas en productos
carnicos crudos adobados cuando se someten a tratamientos culinarios de asado o fritura. Revista
del Comité Cientifico de la AESAN, vol. 8, 2008. p.9-40.

?AGUA, I. N. E. N. Calidad del Agua. Muestreo. Manejo y conservacion de muestras, Quito, 1998.
BALBERT, L. A. Introduccién a la toxicologica ambiental. Metepec, Estado de México: Gobierno del
Estado de México, 1997. p. 280.
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nitratos y nitritos en el ambiente. “Entre estas alteraciones son especialmente
importantes la fijacion industrial de nitrégeno y la emision de grandes cantidades
de oOxidos de nitrdgeno en las zonas urbanas, los cuales se transformaran
eventualmente en nitratos™*,

Las fuentes ambientales més importantes de nitratos y nitritos son antropogénicas
e incluyen:

e El uso de fertilizantes nitrogenados

e La disposicion de excretas

e Ladisposicion de desechos municipales e industriales
e El uso de aditivos alimentarios™.

2.1.1.3 Toxicocinética. La toxicidad de nitratos y nitritos se conoce desde fines
del siglo pasado. Ya en 1895, Mayo describié algunas intoxicaciones en ganado y
las atribuy6 a la ingestion de nitratos. “En 1945, Conway asocio por primera vez la
methemoglobinemia fatal en un infante con la ingestion de agua de pozo
contaminada con nitratos. Desde entonces hasta 1979, se habian reportado cerca
de dos mil casos similares en todo el mundo, aproximadamente el 10 % de los
cuales causaron la muerte de los afectados. En Estados Unidos, el caso mas

reciente de muerte por esta causa ocurrié en 1987”*°.

Es importante destacar que, aunque el agente responsable de esta enfermedad
son los nitritos, debido a que éstos se forman naturalmente a partir de los nitratos,
un factor determinante en la incidencia de esta enfermedad es la concentracion de
nitratos en el agua y los alimentos. “Para dar una idea de la gravedad y magnitud
potencial de este problema, basta mencionar que los datos obtenidos a través del
Global Environmental Monitoring System (GEMS)”!" indican que el 10 % de los
rios que se estudiaron en todo el mundo tenian concentraciones de nitratos en
exceso del limite permisible que recomienda la OMS. “Los estudios de GEMS
también encontraron que, en Europa, el 5% de los rios tenian concentraciones de
nitratos hasta 45 veces mayores que la concentracién natural™®,

“El nitrato también se puede convertir en nitrito en la saliva, como resultado de la
reduccion bacteriana; esta transformacién depende de la microflora oral y de las

“PACHECO, J., y CABRERA SANSORES, A. Fuentes principales de nitrégeno de nitratos en
aguas subterraneas. 2003. p.18-20.

“ALBERT, L. A. Introduccién a la toxicologica ambiental. Metepec, Estado de México: Gobierno del
Estado de México, 1997. p. 282.

|bid, p. 284.

MUNN, R. E. Global environmental monitoring system (GEMS). Scope reports, 2013. p. 34-35.
BANTON, A., y LIZASO, J. Nitritos, nitratos y nitrosaminas. Fundacioén Ibérica para la Seguridad
Alimentaria, 2001. p. 34-35.
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caracteristicas de la dieta. La exposicion oral a altas concentraciones de nitratos

causa aumentos importantes en la concentracién de nitritos en la saliva”®.

En cuanto a los nitritos, se absorben por difusién a través de la mucosa gastrica y
la pared intestinal. Después de la absorcion, tanto nitratos como nitritos se
distribuyen con rapidez a todos los tejidos. En las ratas se ha demostrado que los
nitritos atraviesan la barrera placentaria®. No se ha demostrado que los nitritos se
bioacumulen.

Una vez en la sangre, “el nitrito reacciona con el ion ferroso (Fe®") de la
desoxihemoglobina, formando methemoglobina en la cual el hierro se encuentra

en estado férrico (Fe®*"), por lo que es incapaz de transportar el oxigeno™.

En el higado, los nitratos se convierten rapidamente en metabolitos
desnitrogenados y nitritos inorganicos, los cuales son excretados con la orina.
Asi, entre el 60 y el 70 % de la dosis de nitratos ingerida se excreta con la
orina durante las primeras 24 horas. Cerca del 25 % se excreta en la saliva, a
través de un sistema activo de transporte sanguineo del nitrato y puede
reabsorberse. Las vidas medias de los compuestos que contienen nitratos
son, usualmente, de menos de una hora y las de los metabolitos fluctian entre
1y 8 horas®.

2.1.1.4 Poblacién en Riesgo.

Los riesgos de la exposicién a nitratos y nitritos para la salud no dependen
Unicamente de la exposicion, sino que en ellos influyen la existencia de
condiciones favorables para la reduccion de nitratos a nitritos y algunos
factores inherentes al individuo. Esto impide que se pueda formular una
relacion dosis-respuesta con respecto a la presencia de nitratos en el agua o
en los alimentos (Agencia para Sustancias TOxicas y el Registro de
Enfermedades (ATSDR).

El riesgo es, sobre todo, para las poblaciones rurales, por ejemplo, se ha
calculado que, entre 1 y 2 % de la poblacién de Estados Unidos cuya agua de
bebida procede de los sistemas publicos de aprovisionamiento, puede estar
ingiriendo nitratos en cantidades que exceden la concentracion maxima
recomendada por la EPA. “También se ha calculado que los residentes de mas de

ALBERT, L. A. Introduccién a la toxicolégica ambiental. Metepec, Estado de México: Gobierno del
Estado de México, 1997. p. 286.

 MARTINEZ FREGOZO, F. Efecto de inhibicién mutagénica del nitrito de sodio por accion
guimiopreventiva de la capsaicina en raton. Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.
Pachuca, México, 2013. p. 67.

*'ALBERT, L.A. Op. Cit., p. 288

ANTON, A. y LIZASO, J. Nitritos, nitratos y nitrosaminas. Fundacion Ibérica para la Seguridad
Alimentaria, 2001. p. 34-35.
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600 mil hogares en ese pais consumen agua de pozos domésticos contaminados

con nitratos™?.

Aunque los responsables de los sistemas publicos de aprovisionamiento de agua
deberian vigilar las concentraciones de nitratos periodicamente, por lo comun esto
no ocurre en los pozos rurales, por lo que las poblaciones rurales son las que
estan en mayor riesgo.

2.1.2 Determinacion de Nitratos en el Agua. El nitrato es un compuesto
inorganico compuesto por un atomo de nitrogeno (N) y tres atomos de oxigeno
(O); el simbolo quimico del nitrato es NOg3. El nitrato no es normalmente peligroso
para la salud a menos que sea reducido a nitrito (NO>)

El nitrato es uno de los mas frecuentes contaminantes de aguas en areas rurales.
Debe ser controlado en el agua potable principalmente porque niveles excesivos
pueden provocar metahemoglobinemia, o “la enfermedad de los bebés azules”.
Aunque los niveles de nitratos que afectan a los bebés no son peligrosos para
nios mayores y adultos, si indican la posible presencia de otros contaminantes
mas peligrosos procedentes de las residencias o de la agricultura, tales como
bacterias o pesticidas”*, por lo cual es importante determinar la presencia de este
ion en el agua.

Uno de los métodos mas efectivos para la determinacion de Nitratos en agua es
por medio de Espectrofotometria Ultravioleta, Donde la medida de la absorcion se
realiza a 220 nm, que permite una rapida determinacion de NOs-. Como la materia
organica (MO) también puede absorber a 220 nm y el ion nitrato (NO3z-) no
absorbe a 275 nm, una segunda medicion hecha a 275 nm puede ser usada para
corregir el valor de NOs-. La extensidon de esta correccion empirica esta
relacionada con la naturaleza y la concentracién de la materia organica y puede
variar de un agua a otra. Consecuentemente, este método no es recomendable si
se requiere una correccion significante en la absorbancia por MO, pero puede ser
atil en el monitoreo de NO3- en cuerpos de agua con un tipo de materia organica
constante®.

Los factores de correccion para MO pueden ser establecidos por el método de
adicién en combinacion con el andlisis del contenido de NOs- original por otro
método. La filtraciébn de la muestra se requiere para evitar interferencias con
particulas suspendidas. La acidificacién con HCI 1N es disefiada para prevenir

“0ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD -OMS, P. A. S. Guias para la calidad del agua

E)40table. Estados Unidos: Organization of American States, General Secretariat, 2006. p. 56
MARTINEZ FREGOZO, F. Efecto de inhibicion mutagénica del nitrito de sodio por accion

qguimiopreventiva de la capsaicina en raton. Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

Pachuca, México, 2013. p. 67.

®RICE, E. and BRIDGEWATER, L. Standard methods for the examination of water and

wastewater. Washington, D.C.: American Public Health Association, 2012. p. 485-488
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las interferencias de concentraciones de hidroxido o carbonato superiores a
los 1000 mg CaCO; /L como se muestra en el esquema 1, los cloruros no
tiene efecto sobre la determinacién. Adicional a la materia organica disuelta,
los surfactantes, NO,-, y Crg y varios iones inorganicos que normalmente no
se encuentran en el agua natural como los cloritos y cloratos pueden causar
interferencias®.

Figura 3. Acidificacion con HCI 1N para prevenir las interferencias de
concentraciones de hidréxido o carbonato.
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HCl + Ca(OH)2 —_— > CaC12 + Hzo

Fuente: GARAY, J.; PANIZZO, L.; LESMES, L.; RAMIREZ, G. y SANCHEZ, J. Manual de
técnicas analiticas de parametros fisico-quimicos y contaminantes marinos. Centro de
Investigaciones Oceanograficas e Hidrogréaficas. Cartagena, 1993. p. 50.

Al adicionar HCI 1IN a la solucién de lectura se lleva a cabo la eliminacién de
interferencias tanto de carbonatos como de hidroxidos, dando como productos de
reaccion sales de cloruros las cuales no interfieren en la lectura
espectrofotométrica de los nitratos.

A continuacion se describe el método espectrofotométrico usado para la
determinacion del ion nitratos en agua potable.

2.1.2.1 Método por Espectrofotometria Ultravioleta 4500-NO3;™B. Este método
se utiliza s6lo para analizar muestras que tienen bajos contenidos de materia
organica, es decir, aguas naturales no contaminadas y suministro de agua potable.

Ademas de la materia organica, “para este método existen otras interferencias que
hay que tener en cuenta, como por ejemplo surfactantes, NO, y Cr®" pueden
interferir también en la determinacién. También existen varios iones inorganicos
gue no se encuentran normalmente en el agua natural, como el clorito y el clorato,

los cuales pueden interferir en la medicién™’.

®GARAY, J.; PANIZZO, L.; LESMES, L.; RAMIREZ, G. y SANCHEZ, J. Manual de técnicas
analiticas de parametros fisico-quimicos y contaminantes marinos. Centro de Investigaciones
Oceanogréficas e Hidrogréficas. Cartagena, 1993. p. 50.

*’RICE, E. and BRIDGEWATER, L. Standard methods for the examination of water and
wastewater. Washington, D.C.: American Public Health Association, 2012. pp. 485-488
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El cloro residual es una interferencia adicional y que se debe considerar en el
andlisis de nitratos en agua potable, ya que al sobrepasar el limite de
concentracion permitido que es de 2 mg/L, el cloro es susceptible a ser afectado
por la radiacion solar formando compuestos como el acido hipocloroso y el ion
hipoclorito que son muy susceptibles a reaccionar con los iones nitratos, nitritos,
amoniaco Yy nitrdgeno orgénico presentes en el agua formando compuestos como
las cloraminas que afectan directamente en este caso la concentracion real de
nitratos presentes en la muestra. Ademas “El cloro funciona como un agente
oxidante que puede convertir las aminas y el amonio presente en el agua en iones
nitratos y nitritos, dando como resultado que los analisis de estos analitos en agua
potable sean equivocos. Por estas razones es sumamente necesario llevar a cabo

un proceso mediante el cual se pueda eliminar esta interferencia”®.

“Uno de los métodos mas usados para eliminar cloro residual totalmente es con
una solucion de arsenito de sodio (NaAsO,), para lo cual hay que disolver 5,0 g de
NaAsO; en agua y diluir a 1 L. Si la muestra contiene cloro residual, hay que
agregar una gota por cada 0,1 mg de cloro y mezclar bien”®.

El cloro en el agua es un agente quimico muy activo. Si una pequefia cantidad
se agrega al agua, reaccionard con las sustancias disueltas o suspendidas en
ella. Por ejemplo, el cloro reacciona rapidamente con el &cido sulfhidrico,
también con el manganeso, el fierro y los nitritos. Si se agrega la cantidad
suficiente de cloro para que reaccione con estos compuestos, llamados
compuestos reductores, entonces, un poco mas de cloro que se agregue,
reaccionara con cualquier sustancia organica presente, para producir
compuestos organicos de cloro, los cuales tienen poca o ninguna accién
desinfectante y pueden causar sabores y olores®.

La cantidad de sustancias reductoras, materia organica y amoniaco, varia para
cada agua y cambia también con el tiempo, en el mismo abastecimiento de agua.
Constantemente, también varia la cantidad de cloro que debe agregarse para su
desinfeccién. “La cantidad de cloro que consumen las sustancias reductoras y la

materia orgénica se conoce como demanda de cloro™®.

La cantidad de cloro que permanece después del periodo de reaccion se define
como cloro residual y se expresa en miligramos por litro (mg/L) o en partes por
millén (ppm). El cloro residual puede existir como compuestos clorados de materia

CAMARGO, J. A. y ALONSO, A. Contaminacién por nitrégeno inorganico en los ecosistemas
acuaticos: problemas medioambientales, criterios de calidad del agua, e implicaciones del cambio
climatico. Revista Ecosistemas, vol. 16, No. 2, 2007. p. 83.

*QUINTERO A. Eliminacién de Interferencias en la Cuantificacién de Nitritos en Agua Potable y
Residual; Tesis de grado. México: Universidad Tecnolégica del Valle del Mezquital, Ingenieria
Profesional en Seguridad e Inocuidad Alimentaria, 2014. p.12

®TAPIA, M. Manual de Saneamiento del agua: Cloracion y microbiologia del agua. Facultad de
Medicina Dr. Ignacio Chavez. Morelia, 2001. p. 6

$'CAMARGO, J. A. y ALONSO, A. Op. Cit., p. 83.
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organica y amoniaco, en cuyo caso se conoce como “cloro residual combinado”; o
puede estar al mismo tiempo combinado y como “cloro residual libre” y en este
caso se conoce como “cloro residual total”. En consecuencia, “cloro suficiente” es
la cantidad requerida para producir un residuo deseado, ya sea combinado, libre o

total, después de un periodo de contacto definido™?.

Otra de las interferencias mas grandes y una de las mas obviadas es la turbidez
del agua, la cual es provocada por la materia insoluble, en suspension o
dispersion coloidal. Es un fendmeno oOptico que consiste en una absorcion de luz
combinada con un proceso de difusion.

“Las particulas insolubles de esta turbidez pueden ser aportadas tanto por
procesos de arrastre como de remocién de tierras y también por vertidos urbanos
e industriales”®®, las cuales afectan directamente la lectura de un analito por
espectrofotometria UV-Vis, haciendo que la turbidez se convierta en una
interferencia muy notoria siendo necesario llevar a cabo procesos de eliminacion
de esta interferencia tales como filtracion con papel filtro de tamafio de poro ultra
pequefio o en dados casos procesos quimicos de eliminacién de turbidez como
por ejemplo por medio de un método de precipitacion.

2.1.3 Determinacion de Nitritos en el Agua. “La presencia de nitritos en el agua
es indicativo de contaminacién de caracter fecal reciente”*.

“El nitrito puede estar presente en el agua como resultado de la descomposicion
biolégica de materiales proteicos. También se puede producir el nitrito en las
plantas de tratamiento o en los sistemas de distribucion de agua, como resultado
de la accion de bacterias sobre el nitrégeno amoniacal”®>.

El nitrito se halla en un estado de oxidacion intermedio entre el amoniaco y el
nitrato. Los nitritos en concentraciones elevadas reaccionan dentro el
organismo con aminas y amidas secundarias y terciarias formando
nitrosaminas de alto poder cancerigeno y téxico. Valores entre 0.1 y 0.9 mg
NO,/L pueden presentar problemas de toxicidad dependiendo del pH,
asimismo valores por encima de 1.0 mg NO,/L son totalmente tdxicos y
representan un impedimento para el desarrollo de la vida piscicola y el
establecimiento de un ecosistema fluvial en buenas condiciones®.

’PEREZ PARRA, J. A. Manual de tratamiento de agua, 1981. p.167

¥DELGADO M. N., G.; BARRENETXEA, C. O.; SERRANO, A. P.; BLANCO, J. M. A. y Vidal F., J.
R. Contaminacion ambiental: una visién desde la quimica. Editorial Paraninfo”, 2004. p. 66
*METCALF y EDDY. Ingenieria de las aguas residuales. (vol. I), Madrid: McGraw-Hill, 1998. p. 22.
*MARTINEZ FREGOZO, F. Efecto de inhibicién mutagénica del nitrito de sodio por accién
guimiopreventiva de la capsaicina en raton. Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.
Pachuca, México, 2013. p. 67.

®*ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD -OMS, P. A. S. Guias para la calidad del agua
potable. Estados Unidos: Organization of American States, General Secretariat, 2006. p. 56.
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En general, “la concentracién de nitritos en el agua superficial es muy baja, pero
puede aparecer ocasionalmente en concentraciones inesperadamente altas
debido a la contaminacién industrial y de aguas residuales domésticas”®’, por esta
razén es de gran importancia poder determinar si en un cuerpo de agua
especifico, existen riesgos por la presencia de concentraciones considerables de
nitritos.

El i6n Nitrito (NO,") puede ser determinado usando un método colorimétrico en el
cual “los nitritos presentes en agua reaccionan en medio acido (pH = 1,9 a 2,5),
para formar &cido nitroso que reacciona con la sulfanilamida por una reaccion de
diazoacion para formar una sal de diazonio, la cual por copulacion con el
diclorhidrato de N-(1-Naftil) etilendiamina forma un colorante azdéico de color
purpura rojizo que se mide espectrofotométricamente a 543 nm, esta reaccion fue
propuesta por Griess en el afio 1879”8 | esta reaccion tiene su lugar en la historia
de la Quimica por el hecho de ser la primera reaccion de identificacién en la que
se empled un reactivo organico, pues hasta ese momento solo se empleaban
reactivos inorganicos, y se describe a continuacion:

Figura 4. Formacion del Azocompuesto de color Purpura-Rosado.
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¥CAMARGO, J. A. y ALONSO, A. Contaminacion por nitrégeno inorganico en los ecosistemas
acuaticos: problemas medioambientales, criterios de calidad del agua, e implicaciones del cambio
climatico. Revista Ecosistemas, vol. 16 No. 2. 2007. p. 83.

*®GREEN, L. C., WAGNER, D. A., GLOGOWSKI, J., SKIPPER, P. L., WISHNOK, J. Sy
TANNENBAUM, S. R. Analysis of nitrate, nitrite, and [15N] nitrate in biological fluids. Analytical
biochemistry, vol. 126 No. 1, 1982. p. 238.
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Fuente: GREEN, L. C., y otros Analysis of nitrate, nitrite, and [15N] nitrate in biological
fluids. Analytical biochemistry, vol. 126 No. 1, 1982. 238p.

A continuacidn se describe brevemente el método colorimétrico usado para la
determinacion del ion nitritos en agua.

2.1.3.1 Método Colorimétrico 4500-NO,B. “Este método tiene un rango
aplicable para las mediciones espectrofotométricas de 10 a 1000 ug NO,/L. El
sistema de color obedece la ley de Beer hasta 150 pg N/L con una trayectoria de
luz de 1 cm a 543 nm, las concentraciones superiores de NO, pueden

determinarse diluyendo la muestra a analizar’.

Al igual que para nitratos, en la determinacion de nitritos también existen
interferencias que hay que tener en cuenta a la hora de realizar los andlisis. Una
de las mayores interferencias es la incompatibilidad quimica que existe entre el
NO;’, libre de cloro y tricloruro de nitrégeno (NCIs3), lo cual hace improbable que
puedan coexistir, ya que por ejemplo, “el NCl;z proporciona un color rojo falso
cuando se afade reactivo de color, haciendo que la lectura de absorbancia final
sea errada™®.

También existen interferencias debido a la precipitacion de los siguientes metales
“en el agua: Sb*, Au*, Bi*", Fe**, Pb?, Hg**, Ag®, cloroplatinato (PtCls*") y
metavanadato (VO3®). Estos iones pueden causar bajos resultados por
descomposicion catalitica de la sal de diazonio, por lo cual hay que eliminar

previamente los soélidos por filtracion™*.

En cuanto al almacenamiento de las muestras cabe resaltar que nunca se debe
utilizar preservacion acida en muestras a analizar para determinacion de NO," y se
debe hacer la determinacion rapidamente de las muestras frescas para evitar la
conversion bacteriana de NO,” a NO3” 0 NH3. PARA la conservacién a corto plazo
durante 1 a 2 dfas, se debe congelar la muestra a -20 ° C o almacenar a 4 ° C**

2.2 ANTECEDENTES
“Como antecedentes recientes en relacion a la determinacién tanto para nitratos

como para nitritos en agua se tiene en primer lugar el llevado a cabo en el afo
2010 por Silvia Molina™, quien realiz6 la estandarizacion de métodos de andlisis

¥ RICE, E. and BRIDGEWATER, L. Standard methods for the examination of water and
wastewater. Washington, D.C.: American Public Health Association, 2012. p. 485-488

“lbid., p.488

“bid., p.490

“Ibid., p. 488

“MOLINA, S. Estandarizacién de métodos de andlisis para la determinacién de Nitratos, Nitritos,
Compuestos Fendlicos y, aceites y grasas utilizadas como indicadores de contaminacién en aguas
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para la determinacion de diferentes analitos en la Universidad Industrial de
Santander, entre ellos los nitratos, para los cuales obtuvo una precision en
términos de porcentaje de coeficiente de variacion (%CV) de: 0,39; 0,14 y 0,09%,
para estandares de 2 mg NO3/L, 5 mg NO3/L y 8 mg NO3'/L, respectivamente, los
cuales cumplen con el criterio de aceptacion para los métodos
espectrofotométricos el cual debe ser <1,5%. Ademas se obtuvo una exactitud en
términos de porcentaje de recuperacion para para estandares de 2 mg NO3/L, 5
mg NO3/L y 8 mg NO3/L, con valores de 99,85; 99,87 y 99,84%, respectivamente,
los cuales estan dentro del rango del criterio de aceptacion el cual debe ser entre
95-105%. En el andlisis de nitritos se obtuvo una precision en términos de
porcentaje de coeficiente de variacion (%CV) de: 0,24; 0,36 y 0,38%, para
estandares de 0,2 mg NO,/L, 0,5 mg NO,/L y 0,8 mg NO, /L, respectivamente, los
cuales también cumplen con el criterio de aceptacion. Ademas se obtuvo una
exactitud en términos de porcentaje de recuperacion para para estandares de 0,2
mg NO, /L, 0,5 mg NO,/L y 0,8 mg NO, /L, con valores de 99,87; 99,83 y 99,77%,
respectivamente, los cuales estan dentro del rango del criterio de aceptacion el
cual debe ser entre 95-105%.

Posteriormente Flor Angela Henao realizo la validacion y célculo de incertidumbre
para el ensayo de nitritos y nitratos en el Laboratorio de Quimica Ambiental de la
Universidad Tecnoldgica de Pereira, obteniendo para los nitritos como resultado
una exactitud en términos de porcentaje de error (%E) de: “4,82; 1,10 y -1,42%
para estandares de 0,02 mg NO;/L, 0,5 mg NO;/L y 1 mg NOI/L,
respectivamente, cumpliendo con el criterio de aceptacion el cual dice que él %E
debe ser <10%. También se obtuvo una precision en términos de porcentaje de
coeficiente de variacién (%CV) de: 2,25; 1,32 y 0,70%, para estandares de 0,02
mg NO,7/L, 0,5 mg NO,/L y 1 mg NO,/L™*, respectivamente, cumpliendo con el
criterio de aceptacion el cual dice que él %CV debe ser <10%. Para los nitratos se
obtuvo como resultado una exactitud en términos de porcentaje de error (%E) de:
8,86; 1,79 y -2,88% para estandares de 0,2 mg NO37/L, 1 mg NO3 /Ly 2,5 mg NO3’
/L, respectivamente, cumpliendo con el criterio de aceptacién el cual dice que él
%E debe ser <10%. Asi mismo, también se obtuvo una precision en términos de
porcentaje de coeficiente de variacion (%CV) de: 7,00; 1,79 y 4,60%, para
estandares de 0,2 mg NOs/L, 1 mg NOs/L y 2,5 mg NOg3/L, respectivamente,
cumpliendo con el criterio de aceptacion el cual dice que él %CV debe ser <10%.

En el afilo 2016, Marian Moreinys Almeida, realiz6 la validacion de métodos
analiticos para la determinacién de nitratos y nitritos en la Universidad Santo
Tomas de Barranquilla, obteniendo como resultado

naturales y residuales industriales. Tesis de pregrado. Bucaramanga: Universidad de Santander,.
2010. p. 76.

“HENAO, F. Validacién y Calculo de Incertidumbre para el Ensayo de Nitritos y Nitratos en el
Laboratorio de Quimica Ambiental de la Universidad Tecnolégica de Pereira. Pereira: Universidad
Tecnoldgica de Pereira, 2014. p. 61.
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Para Nitritos una precision en términos de %CV de: 4,44; 6,39 y 2,94%, para
estandares de 0,01 mg NO,/L, 0,1 mg NO,/L y 0,2 mg NO,'/L, respectivamente,
los cuales cumplen con el criterio de aceptacion el cual dice que €l %CV de be ser
<10%.. Ademas se obtuvo una exactitud en términos de porcentaje de error (%E)
para para estdndares de 0,01 mg NO,/L, 0,1 mg NO,/L y 0,2 mg NO;/L, con
valores de 4,54; 2,21 y 1,43%, respectivamente, los cuales cumplen con el criterio
de aceptacion el cual dice que él %E debe ser <10%. De la misma manera para
los Nitratos se obtuvo una precision en términos de %CV de: 6,88; 6,70 y 1,30%,
para estandares de 0,2 mg NOz/L, 1,0 mg NOs/L y 2.0 mg NOslL,
respectivamente, los cuales cumplen con el criterio de aceptacion el cual dice que
él %CV de be ser <10%, y también se obtuvo una exactitud en términos de
porcentaje de error (%E) para para estandares de 0,2 mg NO3/L, 1,0 mg NO3/L y
2.0 mg NO3/L, con valores de 4,64; 2,86 y 1,88%, respectivamente, los cuales
cumplen con el criterio de aceptacion el cual dice que él %E debe ser <10%*.

Analizando los datos obtenidos en cuanto a precision y exactitud en los anteriores
trabajos, se puede corroborar que los resultados que se obtuvieron en este trabajo
son veridicos y cumplen con los criterios de aceptacion propuestos.

2.3 MARCO CONCEPTUAL

Blanco: muestra preparada para la lectura final, pero que no contiene analitos.
Puede ser un blanco de los reactivos.

Blanco de transporte: consiste en enviar, junto a los recipientes de muestreo, un
frasco de plastico con agua y dejar un testigo control en el laboratorio para
comparar el grado de contaminacion, tanto en el trasporte de las muestras como
en el muestreo.

Condicién de repetibilidad de medicion: CONDICION de medicion, dentro de
un conjunto de condiciones, que incluye el mismo procedimiento de medicion,
mismos operadores, mismo sistema de medida, mismas condiciones de operacion
y mismo lugar, asi como mediciones

Calibracion: operacién que bajo condiciones especificadas, en una primera etapa
establece una relacion entre los valores de la magnitud y sus incertidumbres de
medida obtenidos de los patrones de medida y las correspondientes indicaciones
con sus incertidumbres asociadas, y, en una segunda etapa, usa esta informacion
para establecer una relacién que permita obtener un resultado de medicion a partir
de una indicacion.

> ALMEIDA, M. Validacién de métodos analiticos para la determinacion de nitratos, nitritos,
ortofosfatos y nitrdgeno amoniacal en aguas, en el laboratorio de SIAMA LTDA. Trabajo de
Pregrado Universidad Santo Toméas. Bucaramanga: Universidad Santo Tomas, 2016. p. 67.

34



Condicién de precisiéon intermedia de medicion: condicién de medicion, dentro
de un conjunto de condiciones, que incluye el mismo procedimiento de medicion,
mismo lugar y mediciones repetidas del mismo objeto u objetos similares por un
periodo amplio de tiempo, pero que puede incluir otras condiciones que puedan
introducir variaciones.

Condicion de reproducibilidad de medicidon: condicion de medicion, de un
conjunto de condiciones, que incluye diferentes lugares, operadores, sistemas de
medida y mediciones repetidas de los mismos objetos u objetos similares.

Control de calidad por réplicas: consiste en que a un mismo punto de muestreo
y a un tipo de agua se toman dos muestras repetidas o idénticas, que se
almacenan en botellas diferentes en el momento del muestreo, al punto en que se
aplica este control de calidad se define en el plan de muestreo.

Curva de calibracién: Expresion de la relacion entre una indicacion y el valor
medido correspondiente.

Muestreo puntual: es aquella muestra recolectada en un lugar y tiempo
especifico y que refleja las circunstancias particulares del cuerpo de agua para el
momento y sitio de su recoleccion.

Sensibilidad: “es una medida del factor de respuesta del instrumento como una
funcién de la concentracion. Normalmente se mide como la pendiente de la curva

de calibracion™®®.

La sensibilidad estd representada por la pendiente (b) de la curva de
calibracion (y = a+bx) y se puede determinar por un procedimiento clasico de
minimos cuadrados (para ajustes lineales), o experimentalmente, utilizando
muestras que contienen diferentes concentraciones del analito. La sensibilidad
puede ser determinada por el analisis de muestras adicionadas, enriquecidas,
estandares preparados en soluciones de muestra real o con la ayuda de la
pendiente de la curva de calibracion obtenida para la determinacién del rango
lineal. Una pendiente con un alto positivo (por ejemplo >1) o de bajo valor
lineal negativo (por ejemplo <-1), indica que en promedio, el método es
sensible. Cuanto mayor es la sensibilidad (pendiente/gradiente de la curva de
calibracién), es mejor el método para distinguir pequefios cambios en la
concentracion del analito®.

®SKO0G, D. A., HOLLER, F. J., WEST, D. M. y CROUCH, S. R. Métodos polarograficos y
voltamétricos de impulsos. Fundamentos de Quimica Analitica. Octava Edicion. México: Thomson,
2005. p. 186

“"NATIONAL ASSOCIATION OF TESTING AUTHORITIES (NATA). Guidelines for the validation
and verification of quantitative and qualitative test methods. 2013. p. 12
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Prueba de hipdtesis para la pendiente: Utilizando el contraste de significacion t
de student, se realiza la prueba comparativa calculando el valor de Tcajculado de la
siguiente forma:

Tcalculado=[m—_0j Ecuacion 1
Sm

Dénde:
m: Pendiente de la curva de calibracion

Sm: Desviacion estandar de la pendiente. Este valor se obtiene a partir del analisis
de varianza ANOVA que se realiza para la evaluacion de la linealidad.

En el andlisis de la pendiente se considera la prueba hipotesis nula Ho: “B1 = 0,
gue permite verificar a partir del valor de t — Student, que la pendiente es diferente
de cero. Si el valor calculado es mayor que el tabulado para el nivel de
significacion elegido, se rechaza la hipotesis nula y se acepta que la pendiente
difiere significativamente de la horizontal y por tanto, se acepta que el modelo

lineal permite explicar variaciones en la variable dependiente™®,

“El valor Ttapuado €mpleado para la comparacion corresponde a un nivel de

significacion del 95% (p=0,05) y n-2 grados de libertad™*.

Limite de Deteccion (LOD): “es la minima concentracion de analito que puede
ser detectada por el equipo sin que se confunda con la sefal del blanco o ruido de
fondo del equipo. Es necesario solamente cuando deben tomarse decisiones
cualitativas, es decir, si la sustancia esta presente o no”°,

Limite de Cuantificacién (LOQ): corresponde a “la menor concentracion de
analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables con las
condiciones establecidas y se expresa en unidades de concentracién. Se emplea
cuando se realizan determinaciones de sustancias a nivel de trazas™".

“SFIGUEIRAS J. Validacion de un método espectrofotométrico UV - VIS para la determinacién
cuantitativa de fenoles totales en la crema VIMANG. Tesis en la opcion al Titulo de Licenciado en
Ciencias Farmacéuticas. Instituto de Farmacia y Alimentos. Cuba: Universidad de La Habana.
Facultad de Farmacologia. Departamento de Lic. en Ciencias Farmacéuticas, 1999. p.19-29.
“WALPOLE, R. E., MYERS, R. H., y MYERS, S. L. Probabilidad y estadistica para ingenieros.
Pearson Educacidn, 1999. p. 56.

** GARCIA MONTOYA, E. (2001). Optimizacién, validacion y modelizacién de un proceso de
fabricacion de comprimidos. Desarrollo de una aplicacion interactiva multimedia. Barcelona:
Universitat de Barcelona, 2001. p. 91

*'WALFISH, S. Analytical methods: a statistical perspective on the ICH Q2A and Q2B guidelines for
validation of analytical methods. BioPharm International, 19(12), 2006. p. 47
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Para calcular estos parametros, se pueden utilizar diferentes métodos y se
aplican las mismas formulas ajustadas. Entre los métodos mas comunes se tienen
los siguientes:

LDM =B+ (t*3,3*s,) Ecuacion 2
LCM =B+ (t*10*s,) Ecuacion 3

Dénde:

B Corresponde al promedio de la lectura de los blancos,

t corresponde al t calculado a partir de un nivel de confianza del 99% y con n-1
grados de libertad, y

Sg corresponde a la deviacion estandar de la lectura de los blancos.

Precision: “La precision es una medida del grado de repetibilidad del método
analitico, realizado en condiciones normales y refleja el error aleatorio del método.
Se expresa como la desviacion tipica o coeficiente de variacion (desviacion tipica
relativa)”>?

Criterios de aceptacion de la precision: “Para los estudios de la precision se ha
generalizado en el caso de la repetibilidad y la precision intermedia, el uso del
coeficiente de variacidon para evaluar la precision del sistema o del método y el
valor de la misma debe ser igual o menor al 3%, y para la reproducibilidad
puede ser 2 o 3 veces el valor de la repetibilidad”®

Repetibilidad: “Precision del método bajo condiciones idénticas: mismo analista,

mismo equipo, Mismos reactivos y cortos espacios de tiempo™*.

La repetibilidad es “la cercania entre los resultados de mediciones sucesivas de la

misma magnitud por medir, efectuadas en las mismas condiciones de medicién™>.

> GARCIA MONTOYA, E. OP. Cit., p. 86

*GOMARA, F. L., CORRER, C. J., SATO, M. E. O. y PONTAROLO, R. Desarrollo y validacién de
un método espectrofotométrico para cuantificacién de acido kojico. Ars Pharmaceutica, Vol. 45 No.
2,2004. p. 145.

**GARCIA MONTOYA, E. (2001). Optimizacién, validacion y modelizacién de un proceso de
fabricacion de comprimidos. Desarrollo de una aplicacion interactiva multimedia. Barcelona:
Universitat de Barcelona, 2001. p. 86

*LLAMOSA, L. E., CONTRERAS, L. G. M., y ARBELAEZ, M. B. (2007). Estudio de repetibilidad y
reproducibilidad utilizando el método de promedios y rangos para el aseguramiento de la calidad
de los resultados de calibracion de acuerdo con la norma técnica NTCISO/IEC 17025. Scientia et
technica, vol. 1 No.35, 2007. p. 455
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Reproducibilidad: “Precision en condiciones completamente diferentes de
analistas, instrumentacion, reactivos, laboratorios y dias de analisis®

“La reproducibilidad es la cercania entre los resultados de las mediciones de la
misma magnitud por medir, efectuada bajo condiciones de medicion diferentes.
Las condiciones que cambian pueden ser entre otras: el principio de medicion, el
método de medicidén, el observador, el instrumento de medicion, el patron de

referencia, el lugar, las condiciones de uso y el tiempo™’.

Exactitud: LA exactitud de un método analitico es “la capacidad para obtener
resultados préximos al verdadero”. Es el grado de concordancia entre el resultado
de ensayo y el valor de referencia (Calpena, A. C., Escribano, E., & Fernandez, C.,
1991), el error absoluto se determina mediante la gror absoluto (Ea) = Xi - Xt
Ecuacion 4.

Error absoluto (Ea) = X; - X; Ecuacién 4

El error relativo es el cociente entre el error absoluto de la medida y el valor
verdadero este suele expresarse en términos de porcentaje y se calcula mediante

la Error relativo: %E = ﬂ*100 = Valor medido - Valor esperado *100 Ecuacion 5.
X, Valor esperado
X -X Valor medido - VValor esperado
Error relativo: %E = ——*100 = P *100 Ecuaciéon 5
X, Valor esperado

El criterio de aceptacién para la exactitud corresponde a un porcentaje de error
relativo (%E) menor o igual a 5%

Veracidad: “La veracidad determina el grado de coincidencia existente entre el
valor medio obtenido de una serie de resultados y un valor de referencia aceptado.

La veracidad puede ser determinada por sesgo o recuperacion”®.

Recuperacion (R): es la fraccidn de la sustancia agregada a la muestra (muestra
fortificada) antes del andlisis, al ser analizadas muestras fortificadas y sin fortificar.

La recuperacion permite ver el rendimiento de un método analitico en cuanto al
proceso de extraccion y la cantidad del analito existente en la muestra original. Por

**GARCIA MONTOYA, E. Op. Cit., p. 86

*LLAMOSA, L. E., CONTRERAS, L. G. M., y ARBELAEZ, M. B. (2007). Estudio de repetibilidad y
reproducibilidad utilizando el método de promedios y rangos para el aseguramiento de la calidad
de los resultados de calibracion de acuerdo con la norma técnica NTCISO/IEC 17025. Revista
Scientia et technica, volumen 1 No. 35. p. 455-460

*®DUFFAU y otros. Validacion de métodos y determinacién de la incertidumbre de la medicion:
“aspectos generales sobre la validacion de métodos”. Guia técnica, vol. 1) No. 2, 2010. p. 37
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lo cual, “la recuperacion esta intrinsecamente relacionada a las caracteristicas de

la matriz de la muestra”®.

Recuperacion = %R =C""AC—_CM*100 Ecuacién 6
A

Donde:

Cm = concentracion promedio analizada en la muestra no adicionada,
Cwa = concentracion analizada en la muestra adicionada, y

Ca = concentracion conocida adicionada a la muestra.

Los criterios de aceptacién® se reportan en la Tabla 1..

Tabla 1. Criterios de aceptacion para el método de adicion del patrén.

Ensayo Criterio de aceptacion
Porcentaje (%) de recuperacién esperado:
90 — 110%

Fuente: Instructivo de Validacion del LAQ.

Muestra enriquecida

Incertidumbre de los resultados: la incertidumbre “es un-parametro asociado al
resultado de una medida, que caracteriza la dispersion de los valores que podrian

razonablemente ser atribuidos al mensurando”®?.

La determinacion de la incertidumbre incluye generalmente 4 pasos, como se
muestra a continuacion:

El primero corresponde a la determinacion de las fuentes de incertidumbre, Todas
las mediciones tienen asociada una incertidumbre que puede deberse a los
siguientes factores:

e La naturaleza de la magnitud que se mide,
e El instrumento de medicion,
e El observador,
e Las condiciones externas.
*bid., p. 40

®RICE, E. and BRIDGEWATER, L. (2012). Standard methods for the examination of water and
wastewater. Washington, D.C.: American Public Health Association, 2012. pp. 485-488
* EURACHEM. Quantifying uncertainty in analytical measurement. Crown (IS), 1995. p. 26.
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Cada uno de estos factores constituye por separado una fuente de incertidumbre y
contribuye en mayor o menor grado a la incertidumbre total de la medida. “La tarea
de detectar y evaluar las incertidumbres no es simple e implica conocer diversos
aspectos de la medicién”.%.

El segundo es expresar los componentes en una incertidumbre estandar. Algunos
de estos pueden ser evaluados por tipo. Para este fin el laboratorio debera realizar
una evaluacion de las incertidumbres tipo A y B que estan presentes en el método:

Evaluacion de incertidumbre tipo A: la evaluacion tipo A de la incertidumbre se
utiliza cuando se realizan n observaciones independientes entre si de una de las
magnitudes de entrada Xi bajo las mismas condiciones de medida. En la mayor

parte de los casos, la mejor estimacion disponible de la esperanza matematica g
de una magnitud ¢, que varia al azar, de la que se han obtenido n observaciones

independientes en las mismas condiciones de medida, es la media aritmética de
las n observaciones:

a:

S |-

z 0y
=)

Evaluacion de incertidumbre tipo B: la evaluacion tipo B de la incertidumbre
tipica se utiliza cuando la estimacion X; de una magnitud de entrada X, no ha

sido obtenida a partir de observaciones repetidas. La varianza estimada asociada
u’(x), o la incertidumbre tipica u(xi ), se obtiene entonces mediante decision

cientifica basada en la informacion disponible acerca de la variabilidad posible de
X,. El conjunto de la informacién puede comprender:

e Resultados de medidas anteriores.

e La experiencia o el conocimiento general del comportamiento y propiedades
de los materiales y los instrumentos utilizados

e Las especificaciones del fabricante

e Los datos suministrados por certificados de calibracién u otros certificados

e La incertidumbre asignada a valores de referencias procedentes de libros y
manuales.

Segun la fuente de la que se obtiene esa incertidumbre tipo B, ésta se estimara de
distinta manera. Algunos ejemplos de evaluacion tipo B son:

®’EURACHEM. Cuantificacién de la Incertidumbre en Medidas Analiticas. CITAC. , 2012. p. 35.
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Incertidumbre debida al patron o instrumento calibrado: “La incertidumbre
tipica se obtiene dividiendo la incertidumbre expandida dada en el certificado de

calibracién del patrén por el factor de cobertura indicado”™.

u(p) =122

En general, la incertidumbre estd dada por los errores sisteméticos y aleatorios
presentes en el ensayo analitico.

El tercero consiste en combinar las diferentes incertidumbres estandares, una vez
calculadas las incertidumbres tipo A y tipo B. Para combinar las fuentes se aplica
la ley de propagacion de incertidumbre, que trata de un célculo estadistico
disefiado para combinar las incertidumbres de mudltiples variables como se
muestra a continuacion:

u(p)) . (u@)
U (¥(p.9.)) =/u(p)? +u(a)® +... U=y ( . J-{ . ]+

Donde:

U. = Incertidumbre Combinada

u = incertidumbre estandar

p, g... = valores de parametros medidos

La incertidumbre combinada “es una desviacion estandar estimada igual a la raiz
cuadrada positiva de la varianza total obtenida por combinacion de todos los
componentes de la incertidumbre, sin importar como sea evaluada (A o B),

utilizando la ley de propagacién de la incertidumbre”®.

El cuarto paso es la determinacion de la incertidumbre expandida es decir,
“multiplicar la incertidumbre combinada por un factor de cobertura de k = 2, a fin
de entregar un 95% de confianza, y asi establecer el intervalo entorno al resultado
de la medicion en el cual se puede esperar que se incluya la mayor fraccién de la
distribucion de los valores que se pueden atribuir razonablemente al

mesurando”®.

® HERNANDEZ, M. M. P. Estimacién de incertidumbres. Guia GUM. Revista Espafiola de
Metrologia, vol. 1, 2012. p.113-130.

*EURACHEM. Quantifying uncertainty in analytical measurement. Crown (IS), 1995. p. 45.
®*DUFFAU y otros. Validacion de métodos y determinacién de la incertidumbre de la medicion:
“aspectos generales sobre la validacion de métodos”. Guia técnica, vol. 1) No. 2, 2010. p. 37
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Cartas de Control: “Se puede definir una carta de control como: un método
grafico para evaluar si un proceso esta o no en un estado de control estadistico,
es decir cuando sélo actuan causas comunes o aleatorias, inherentes a cualquier
proceso”®®

Como lo muestra la grafica 1, la carta consiste en una linea central (L.C.) y dos
pares de lineas limites espaciadas por encima y por debajo de la linea central, que
se denominan limite de control superior (L.C.S.) y limite de control inferior (L.C.I.).

Gréfica 1. Grafico de control tipico.

Limite de
control superior

Linea central

Z0-0WZME-0

Limite de
control inferior

>

Tiempo

Fuente: MUSTAFA, A. M., RODRIGUEZ, N. L., y CHAUVET, S., 2002

Estos se eligen de tal manera que los valores situados entre los limites puedan
atribuirse al azar, mientras que los que caigan fuera puedan interpretarse como
una carencia de control. “Cuando un punto cae fuera de los limites de control, se
le considera problematico; pero aun cuando caiga dentro de los limites de control,
una tendencia o algun otro patrén sistematico puede servir para advertir que tal
accion debe interpretarse a fin de evitar algin problema serio. Sin embargo no

indica la razén o motivo por el cual un proceso esta fuera de control™®’.

2.4 MARCO CONTEXTUAL

El trabajo se llevé a cabo en la Universidad de Narifio, especificamente en el area
de proceso misional de Interaccion Social, del cual hace parte el Laboratorio de
Andlisis Quimico y Aguas, que tiene como misién realizar andlisis fisicoquimico y
microbiolégico de muestras en la matriz agua, para apoyar con competencia
técnica a estudiantes, grupos de investigacion e interaccién social.

®MUSTAFA, A. M., RODRIGUEZ, N. L., y Chauvet, S., 2002. p. 18.
*Ibid. p. 18.
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2.5 MARCO LEGAL

En Colombia existe una normatividad legal que exige a los laboratorios de ensayo
y calibracion prestadores de servicios a la comunidad en general, tener
acreditados idealmente todos sus parametros para asegurar que los resultados
otorgados al consumidor sean validos y confiables. Las Leyes, Resoluciones y
Normas encargadas de llevar a cabo el cumplimiento de esta normatividad se
describen brevemente a continuacion:

Ley 99 (1993) Por la cual se crea el Ministerio del Medio Ambiente, se reordena el
Sector Publico encargado de la gestion y conservacion del medio ambiente y los
recursos naturales renovables, se organiza el Sistema Nacional Ambiental (SINA)
y se dictan otras disposiciones.

Resolucién N° 631 (2015), Por la cual se establecen los parametros y los valores
limites maximos permisibles en los vertimientos puntuales a cuerpos de aguas
superficiales y a los sistemas de alcantarillado publico y se dictan otras
disposiciones.

Resolucién N° 1619 (2015), Por la cual se establece el Sistema de Gestion de la
Red Nacional de Laboratorios en los ejes estratégicos de Vigilancia en Salud
Publica y de Gestion de Calidad.

Resolucion N° 2115 (2007), Por medio de la cual se sefialan caracteristicas,
instrumentos basicos y frecuencias del sistema de control y vigilancia para la
calidad del agua para consumo humano.

La alta Direccion de la Universidad de Narifio, expresa también su compromiso
con la implementacion y mantenimiento del Sistema Integrado de Gestion de la
Calidad (SIGC), en cumplimiento con lo establecido en la Ley 872 de 2003,
Decreto 4110 de 2004, Decreto 4485 de 2009, Decreto 1295 de 2010, la Norma
Técnica de Calidad para la Gestion Publica NTCGP 1000:2009, Decreto 943 de
2014 y el Plan de Desarrollo 2008 — 2020 “Pensar la Universidad y la Regiéon” en
el Programa Capacidad Directiva, Subprograma Disefio Organizacional y
Administrativo, con el fin de establecer un modelo de gestién sistematico y
transparente que permita la identificacion y atencién oportuna de las necesidades
y expectativas de la Comunidad Universitaria y de la region, orientando el
desempefio de los procesos estratégicos, misionales, de apoyo, control y
evaluacion hacia la mejora continua, la eficacia, la eficiencia y la efectividad.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 TOMA DE MUESTRA PARA ANALISIS DE NITRITOS Y NITRATOS

La toma y recoleccion de muestras se realizdé segun el instructivo de muestreo-
agua LBE-PRS-IN-03 del LAQ. Inicialmente, se realiz6 un plan de muestreo en el
cual se consideraron todas las variables a tener en cuenta para la toma de
muestra como condiciones de temperatura, control de calidad, recipientes y
materiales.

“EL muestreo se realizd un dia antes de realizar la confirmacion de los métodos
con el fin de asegurar la estabilidad del analito 48 horas conforme lo establece el

método de referencia”®®.

Las muestras se tomaron directamente en las fuentes hidricas, las cuales se
encuentran en el mapa de muestreo en el cuadro 1. Estas muestras se recogieron
en balde plastico, se homogenizaron y se vertieron en recipientes plasticos de
polipropileno con una capacidad de 2 litros, posteriormente, se etiquetaron
conforme al plan y sitio de muestreo, y se transportaron al laboratorio en neveras
de icopor con suficiente hielo para garantizar una temperatura inferior a 6 °C y los
controles de calidad que se describieron dentro del plan de muestreo (Anexo F).

Para garantizar el aseguramiento de calidad del muestreo se aplicaron controles
de calidad como control de calidad por réplicas y blanco de transporte.

3.1.1 Recoleccién de Muestras para Analisis de Nitritos por el Método
Colorimétrico 4500-NO.—B. Las muestras para el analisis de nitritos en la matriz
agua, se tomaron de la siguiente manera:

Cuadro 1. Mapa de muestreo para el analisis de nitritos

Agua Potable Grifo del area de bafio de los Laboratorios Especializados
de la Universidad de Narifio

Agua Cruda Fuente hidrica Quebrada Cuscungo

Agua Residual | Descarga de vertimientos de la Universidad de Narifio

Doméstica

Agua Residual | Curtiembres Pandiaco

Industrial

Lixiviados PTAR Relleno Sanitario Ipiales

Fuente: esta Investigacion

®®STANDARD, B. Capability of detection—part 2: Methodology in the linear calibration case. London:
ISO, 2000. 11843-2
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3.1.2 Recoleccion de Muestras para Andlisis de Nitratos por
Espectrofotometria Ultravioleta 4500-NO3;-B. La muestra de agua potable se
recolecté de forma puntual del grifo del area de bafios de los Laboratorios
Especializados de la Universidad de Narifio.

3.1.3 Protocolo de Limpieza del Material de Vidrio. EI protocolo para la
limpieza del material de vidrio se describe en el Anexo M.

3.2 METODOS NORMALIZADOS

Para la confirmacion del Método Colorimétrico 4500-NO,-B para la determinacion
de Nitritos y del Método por Espectrofotometria Ultravioleta 4500-NO3; B para la
determinacién de Nitratos, se utilizaron los procedimientos descritos en el
Standard Methods (2012), los cuales se describen en el anexo A y anexo B
respectivamente.

Ambos métodos parten desde la preparacibn de una solucion patrén de
concentracion determinada, mediante la cual se preparan estandares de menor
concentracion, los cuales posteriormente son tratados con una solucién reveladora
y llevador a su lectura de absorbancia en un espectrofotdmetro UV-Vis.

Las especificaciones de los equipos usados para la confirmacion de los métodos
se describen en el anexo E, y los certificados de calibracion correspondientes a la
balanza analitica y al espectrofotometro, usados para el desarrollo del trabajo, se
encuentran en el Anexo N.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 METODO COLORIMETRICO 4500-NO,-B PARA ANALISIS DE NITRITOS
(NO2)

La confirmacion del pardmetro analitico nitritos se realizé siguiendo los
lineamientos descritos en el Instructivo de Validacion de métodos analiticos y el
Instructivo de Aseguramiento de Calidad del LAQ.

Curva de calibracién: la curva de calibracion se realiz6 con las siguientes
concentraciones de patrones (Especificaciones del patron en Anexo H): 0,01 mg
NO,/L, 0,05 mg NO,/L, 0,07 mg NO,7/L, 0,10 mg NO,/L, 0,20 mg NO,/L y 0,25
mg NO./L. Posteriormente se realizaron 5 curvas por duplicado para cada punto
de la curva y los resultados obtenidos se muestran en la Gréfica 2, (Datos de
Absorbancia de la Curva de Calibracion en Anexo L).

4.1.1 Curva de Calibracion

Grafica 2. Curva de Calibracion de Nitritos

y = 2,8953x - 0,0008

Curva de Calibracion Nitritos R? = 0.9998

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
Concentracion NO, (mg/L)

Fuente: esta Investigacion

Segun los resultados obtenidos se evidencia que el coeficiente de determinacion
(R?) de la gréfica es de 0,9998. Teniendo en cuenta el instructivo aplicado por el
laboratorio y Eurachem (2012), el criterio de aceptaciéon del coeficiente de
determinacién (R?) es igual o mayor a 0,997, por lo tanto, se puede concluir que el
valor de R? reportado en la curva de calibracién es aceptable.
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4.1.2 Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion del Método. Segun las
ecuaciones 2 y 3, y a partir de los datos reportados en el Anexo |, se determind el
limite de deteccién del método (LDM) y el limite de cuantificacion del método
(LCM) respectivamente, los cuales muestran la minima concentracion de NOy
detectable y la minima concentracion de NOjestadisticamente confiable,
respectivamente, y se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Limite de deteccion y limite de cuantificacién del método

LDM 0,009 mg NO,'/L

LCM 0,010 mg NO,'/L
Fuente: esta Investigacion

4.1.3 Linealidad y Sensibilidad. La linealidad del método se pudo determinar
directamente a partir del coeficiente de correlacion obtenido en la curva de
calibracion de 0,9998, el cual es mayor al coeficiente de correlacion minimo
permitido de 0,997.

La sensibilidad del método se determind mediante la division de la absorbancia
obtenida por la lectura en el espectrofotdmetro de las concentraciones
correspondiente a cada punto de la curva, entre las concentraciones
correspondientes a cada punto de la curva. Los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 3.

Tabla 3. Sensibilidad del Método para determinacion de Nitritos

Concentracion ABS ABS/Concentracion
0,01 0,028 2,840
0,05 0,141 2,826
0,07 0,201 2,865
0,10 0,291 2,915
0,20 0,584 2,920
0,25 0,718 2,873

Fuente: esta Investigacion

La sensibilidad corresponde al valor de la pendiente obtenida en la curva de
calibracion del método colorimétrico. En la Tabla 3 se observa una buena
sensibilidad del método, cuyo valor promedio de la relacion ABS/Concentracion es
de 2,8732 muy cercano al valor de la pendiente de la recta que es de 2,8953,
obteniendo un error de 0,76%.

4.1.4 Exactitud en términos de porcentaje de Error. La exactitud del método
colorimétrico 4500-NO, B se determind mediante el porcentaje de error obtenido
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a partir del analisis de patrones que abarcan el rango de concentracion de trabajo,
tal como se muestra a continuacién en la tabla 4. (Datos adicionales en Anexo J).

Tabla 4. Determinacion de la exactitud a partir del rango de concentracion de

nitritos
Concentracion 0,01 mg NO,/L 10 mg NO, /L 15 mg NO,/L 20 mg NO, /L
Promedio 0,010 10,016 15,138 19,908
Desviacion
estandar 0,0004135 0,07968066 0,13934904 0,10323173
%CV 4171 0,796 0,921 0,519
%E 0,873 -0,162 -0,922 0,459

Fuente: esta Investigacion

Como se observa en la tabla 4, los porcentajes de error para el rango de trabajo
en nitritos son menores al 5%, criterio de aceptacién segun el Instructivo de
validacion del Laboratorio y los criterios de aceptacion de exactitud del método
normalizado, descritos en el Standard Methods (2012).

4.1.5 Precisibn en términos de reproducibilidad y repetibilidad. Para
determinar la precision en términos de reproducibilidad se realizaron 5
repeticiones por duplicado con dos analistas, asi como se describe en la tabla 5.

Tabla 5. Analisis de Reproducibilidad

Estandar | Estandar | Estandar | Estandar AP AC ARD
Bajo Bajo Medio Alto AP * | AC - ARD -
AD AD AD
0,05 0,1 0,5 10 AD AD AD
mg NO,/L | mg NO,/L | mg NO,/L | mg NO,/L |(1 mgNO,/L) | (1 mgNO,/L) |(1 mgNO,/L)

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 6. Precision para Nitritos en términos de reproducibilidad

Nitritos Fue_nte_ gle Media Varianza F Calculado | F critica
Variacion
0.05 ma NOw/L Analista 1 0,0494 1,735E-06 0.448 4414
0o Mg N2 Analista2 | 00489 | 2,149E-06 ! !
i Analista 1 0,0980 7,277E-07
0,1 mg NO,/L - 1,581 4,414
Analista 2 0,0984 1,856E-07
0.5 ma NO/L Analista 1 0,4973 8,960E-07 0.935 4414
2 MG N2 Analista2 | 04971 | 9,331E-07 ! !
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Continuacion tabla 6.

Fuente de

Nitritos Variacion Media Varianza F Calculado | F critica

10 mg NO,/L Analista 1 9,9109 1,488E-03 0,528 4.414
Analista 2 9,8971 2,124E-03

AP Analista 1 0,0012 2,439E-07 0.098 4.414
Analista 2 0,0011 2,439E-07 ’ ’

AP + AD Analista 1 0,0116 1,803E-07 0.450 4414
Analista 2 0,0115 2,439E-07 ' ’
Analista 1 0,0051 7,542E-07

AC ; 0,535 4,414
Analista 2 0,0054 3,393E-07

AC + AD Analista 1 0,0149 7,436E-07 0.007 4414
Analista 2 0,0149 8,960E-07 ’ ’

ARD Analista 1 0,0566 2,333E-07 0.540 4.414
Analista 2 0,0565 3,194E-07 ’ ’

ARD + AD Analista 1 0,0607 1,325E-07 2089 4414
Analista 2 0,0604 3,300E-07 ' ’

Fuente: esta Investigacion

Segun

los resultados obtenidos de precision de nitritos en términos de

reproducibilidad, no hay diferencia estadistica significativa entre los valores de la
media y la varianza entre el analista 1 y analista 2, ademas los F calculados en
todos los casos son inferiores al F critico, lo cual asegura que el método
colorimétrico 4500-NO,—B cumple con el criterio de reproducibilidad.

Adicionalmente, se realizé6 un andlisis de varianza (ANOVA) para realizar el
calculo de la precisién en términos de repetibilidad. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. ANOVA para el método colorimétrico 4500-NO,—B.

Fuente De F
Nitritos Variacion Media Varianza | Calculado |F critica
Repeticion 1 0,04845785 |5,9646E-08
Repeticion 2 0,04914862 |5,3682E-07
0,05 mg NO,/L | Repeticién 3 0,04828515 |2,3858E-07 |1,395 5,192
Repeticion 4 0,04914862 |5,9646E-08
Repeticion 5 0,04863054 |2,3858E-07
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Continuacion tabla 7.

Nitritos Fuente De Variacion Media Varianza |F Calculado |F critica

Repeticién 1 1,07294581 | 0,00013176
Repeticion 2 0,97071115 | 0,00015514

1 mg NO,/L Repeticion 3 1,01233033 | 0,00551226 |1,902 5,192
Repeticion 4 1,03029047 | 0,00515558
Repeticion 5 0,96086761 | 2,1473E-06
Repeticion 1 4,92695058 | 0,01804298
Repeticion 2 4,94421994 | 0,01804298

5 mg NO,/L Repeticion 3 4,93558526 | 0,00059646 | 0,338 5,192
Repeticion 4 5,00466273 | 0,00954339
Repeticion 5 5,0219321 |0,00954339
Repeticion 1 15,2074051 | 0,00059646
Repeticion 2 15,2074051 | 0,00536816

15 mg NO,/L |Repeticion 3 15,155597 |0,00238585 | 0,417 5,192
Repeticion 4 15,1728664 | 0,00059646
Repeticion 5 15,2074051 | 0,00536816
Repeticion 1 0,000449 5,9646E-08
Repeticion 2 0,00079439 | 5,9646E-08

AP Repeticion 3 0,00113978 | 5,9646E-08 |3,833 5,192
Repeticién 4 0,0006217 |0
Repeticion 5 0,0006217 |0
Repeticion 1 0,10182019 | 2,3858E-07
Repeticion 2 0,10182019 | 9,5434E-07

AP + AD Repeticion 3 0,10112942 | 2,3858E-07 | 0,341 5,192
Repeticion 4 0,1016475 |5,9646E-08
Repeticion 5 0,1014748 |9,5434E-07
Repeticion 1 0,07332573 | 5,9646E-08
Repeticion 2 0,07401651 | 5,9646E-08

AC Repeticion 3 0,07367112 | 5,9646E-08 | 0,762 5,192
Repeticion 4 0,07401651 | 5,3682E-07
Repeticion 5 0,07401651 | 5,3682E-07
Repeticion 1 0,16260837 | 2,3858E-07
Repeticién 2 0,16243567 | 5,9646E-08

AC + AD Repeticion 3 0,16209028 | 5,9646E-08 | 0,605 5,192
Repeticion 4 0,16260837 | 2,3858E-07
Repeticion 5 0,16278106 | 5,3682E-07
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Continuacion Tabla 7.

Nitritos Fuente De Variacién Media Varianza |F Calculado | F critica

Repeticion 1 0,2606293 |2,3858E-07
Repeticion 2 0,25993852 | 2,1473E-06

ARD Repeticion 3 0,26270162 | 2,1473E-06 |2,023 5,192
Repeticion 4 0,26235623 | 3,8174E-06
Repeticion 5 0,26339239 | 2,1473E-06
Repeticién 1 0,34386765 |0
Repeticion 2 0,34283149 | 2,1473E-06

ARD + AD Repeticion 3 0,34041377 |0 0,980 5,192
Repeticion 4 0,34214071 | 2,3858E-07
Repeticion 5 0,34317687 | 1,5269E-05
Repeticion 1 0,06665976 | 5,9646E-06
Repeticion 2 0,06665976 | 5,9646E-06

ARI Repeticion 3 0,06665976 | 5,9646E-06 | 0,800 5,192
Repeticion 4 0,06320589 | 5,9646E-06
Repeticion 5 0,06665976 | 5,9646E-06
Repeticion 1 0,16336822 | 5,9646E-06
Repeticion 2 0,16509515 | 3,8519E-33

ARI + AD Repeticion 3 0,16164128 | 2,3858E-05 | 0,357 5,192
Repeticion 4 0,16336822 | 5,9646E-06
Repeticion 5 0,16336822 | 5,9646E-06
Repeticion 1 0,36196594 |0
Repeticion 2 0,36023901 | 5,9646E-06

LIX Repeticion 3 0,36023901 | 5,9646E-06 | 2,643 5,192
Repeticion 4 0,35333126 | 5,9646E-06
Repeticion 5 0,35851207 | 2,3858E-05
Repeticion 1 0,42240873 | 5,9646E-06
Repeticion 2 0,43104342 |0

LIX + AD Repeticion 3 0,4258626 |5,9646E-06 |2,167 5,192
Repeticion 4 0,42931648 | 5,3682E-05
Repeticion 5 0,42240873 | 5,9646E-06
Repeticion 1 0,48837772 | 5,9646E-06
Repeticién 2 0,47887956 | 3,7279E-05

P.IDEAM Repeticion 3 0,48665078 | 5,3682E-05 | 1,507 5,192
Repeticion 4 0,48492384 |0
Repeticion 5 0,48837772 | 5,9646E-06

Fuente: esta investigacion
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De la Tabla 7, se puede concluir que hay buena precision en términos de
repetibilidad para la determinacioén de nitritos por el método colorimétrico 4500-
NO,—B, porque las medias y las varianzas obtenidas no tienen diferencia
estadistica significativa y las F calculadas son Inferiores a la F critica, lo cual indica
que el método es repetible.

4.1.6 Interferencia por color. De igual forma se realiz6 un analisis estadistico por
interferencia por color. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 9. (Datos
adicionales en Anexo K)

Tabla 8. Interferencia por Color

Muestra Absorbancia Promedio Des. Estandar | %CV
Absorbancia Promedio de la Muestra con Solucién
Reveladora
ARI 0,075 0,001 1,552
ARl + AD 0,102 0,001 0,976
LIX 0,134 0,002 1,573
LIX + AD 0,152 0,002 1,315
Absorbancia Promedio de la Muestra sin Solucién
Reveladora
ARI 0,056 0,001 1,906
ARI + AD 0,054 0,001 2,135
LIX 0,031 0,001 3,874
LIX + AD 0,030 0,002 5,276
Absorbancia Promedio real de la Muestra
ARI 0,018 0,001 3,688
ARl + AD 0,048 0,001 1,772
LIX 0,103 0,001 1,067
LIX + AD 0,123 0,001 1,101

Fuente: esta investigacion

De la Tabla 8. se puede concluir que el color del agua es una fuerte interferencia a
la hora de llevar a cabo la determinacion de nitritos en agua, ya que, como se
puede observar, al leer directamente la absorbancia de aguas residuales
industriales y de lixiviados, se obtiene una absorbancia considerable, la cual se
restd a la absorbancia obtenida una vez se adicioné la solucion reveladora a las
muestras, obteniendo de esta manera una absorbancia corregida, que es
precisamente la que se usa para llevar a cabo los calculos de concentracion de
nitritos en estas matrices.

4.1.7 Recuperacién. Para realizar el calculo del porcentaje de recuperacién se
usaron estandares de concentraciones de 0,05 mg NO/L, 1 mg NO,/L, 5 mg
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NO,/L y 15 mg NO,/L, también se prepararon muestras de la siguiente manera:
AP, AP + AD, AC, AC + AD, ARD, ARD + AD, ARI, ARI + AD, LIX, LIX + AD y
P.IDEAM, (AD =1 mg NO,/L) de los cuales se obtuvieron los resultados reportados
en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados de Recuperacion para el método colorimétrico 4500-NO,—B

Rango

Promedio 0,049 1,009 4,967 15,19 0,001
nge:/rlngron 0,001 0,055 0,089 0,046 0
%CV 1,06 5,49 1,79 0,3 39,203
%Recuperacion 97,47 100,94 99,33 101,27

Muestras
Tipo de Muestra AP + AD AC AC + AD ARD ARD + AD
Promedio 0,102 0,074 0,163 0,262 0,341
[E)Stsg’r'ﬁ‘;f’” 0,001 0 0 0,002 0,002
%CV 0,579 0,641 0,266 0,667 0,549
%Recuperacion 99,98 N.A. 95,18 N.A. 104,36

Muestras
Tipo de Muestra ARI ARI + AD LIX LIX+AD | P. IDEAM
Promedio 0,066 0,163 0,359 0,426 0,485
[E)gfa"rz‘;f” 0,002 0,002 0,004 | 0,005 0,005
%CV 3,534 1,495 1,059 1,094 1,034
%Recuperacion N.A. 103,02 N.A. 102,27 97,09

Fuente: esta investigacion

De la tabla 9 se puede concluir que se obtiene recuperacién adecuada dentro del
rango establecido por el Laboratorio y el método de referencia entre 90 a 110 %
en cada matriz evaluada.

4.1.8 Estimacion de la Incertidumbre de Medicién de Nitritos
4.1.8.1 Mensurando. Se mide la absorbancia por parte del complejo azo formado
gue se lee espectrofotométricamente a 543 nm mediante el método colorimétrico

4500-NO,-B. La intensidad de color es directamente proporcional a la
concentracion de Nitritos.
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4.1.8.2 Modelo matematico. Los calculos detallados de la estimaciéon de la
incertidumbre para el método colorimétrico 4500-NO,—B, se encuentran en el
anexo C.

La ecuacion tipica que se obtiene al usar la técnica de ultravioleta - visible es la de
la linea recta como se muestra en la siguiente ecuacion:

a=hy+ o Ecuacion7

De la ecuacion se despeja la componente que corresponde a la concentracion,
como se muestra en la siguiente ecuacion:

,={@=b) Ecuacion 8
b,

Dénde:

Y= La concentracion de masa (mg NO,/L) de NO,, resultado de la curva de

calibracion.

a= Es la respuesta observada del instrumento, en este caso la unidad es la
absorbancia.

b0=La ordenada al origen

b1=La pendiente calculada.

4.1.8.2 Identificacion de las Fuentes de Incertidumbre. Empleando los datos de
confirmacion y considerando trazable el material volumétrico se plantea una
estrategia para la estimacion de la incertidumbre asi como se muestra en el
siguiente diagrama causa-efecto.

Figura 5. Diagrama Causa-Efecto para Nitritos
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Solucion de Trabajo

Curva de Calibracion

Tamaiio de Muestra

Calibracion i i6
Balon Calibracion Calibracion
Pipeta Y . Balon
Balon Calibracion Pipeta
Calibracion Regresién Lincal Concentracion
de Nitritos
Calibracion ' en mg /L,
Balon
Masa NaNQ
V. Balon
Calibracion Calibracion

Masa final

PM NaNO, Pipea

Pureza NaNO,

Soluciéon Patrén Solucion Intermedia

Fuente: esta Investigacion

Posteriormente se llevaron a cabo los calculos para la estimacién de la
incertidumbre expandida, teniendo en cuenta todas las causas de variabilidad
descritas en la Figura 5, para las cuales se realizaron todos los calculos
necesarios, los cuales se describen en el anexo B.

Los resultados obtenidos de la estimacion de la incertidumbre para el Método
Colorimétrico 4500-NO,-B, se expresan en la tabla 10.

Tabla 10. Tabla resumen de Incertidumbre para el andlisis de Nitritos

= . Incertidumbre | Incertidumbre
uente de Valor de | Incertidumbre . .
incertidumbre medicion estandar combinada : estan.dar
(por fuente) xi relativa
Concentraciéon Soluciéon Patrén
Variabilidad por NaNO; 0,00169
Masa de NaNO, 1,232 0,00019 0,00015
Masa molar NaNO, 68,995 0,00018 0,00000
Pureza NaNO, 0,997 0,00167 0,00167 0,00167
Volumen matraz de
1000mL 1000 0,16337 0,00016
Concentraciéon Solucién Intermedia
Variabilidad de Solucién Intermedia 0,00086
Balon 500 0,10210 0,00020
Pipeta 10 0,00838 0,00084
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Concentracion Solucion de Trabajo

Variabilidad de Solucién de Trabajo 0,00126

Balén 250 0,06129 0,00025

Pipeta 5 0,00619 0,00124

Curva de Calibracién

Variabilidad debida a la Curva 0,00094
0,01 0,00060
0,05 0,00011

Regresion Lineal 0,07 0,00008
0,1 0,00005
0,2 0,00003
0,25 0,00003

Continuacion Tabla 10.

. Incertidumbre | Incertidumbre
Fuente de Valor de | Incertidumbre . .
) . L , combinada estandar
incertidumbre medicién estandar . :
(por fuente) xi relativa
Balén 50 0,02463 0,00049
Pipeta 20 0,01021 0,00051
Tamafo de Muestra
Variabilidad debida al tamafio de muestra 0,00060
Balén 50 | 0,03011 0,00060
Incertidumbre Estandar Combinada 0,00254
Incertidumbre Expandida (K=2) 0,00507

Fuente: esta investigacion

4.1.8.3. Expresién de Resultados. La incertidumbre expandida obtenida en la
Tabla 10 para el pardmetro analitico nitritos es de 0,00507 y esta debe ser
multiplicada por cualquier valor de concentracién de nitritos obtenido, obteniendo
como resultados la incertidumbre expandida para cada concentracion especifica.

[NO2] muestra = [NO,] muestra

+

0,0051 * [NO;] muestra

Por ejemplo para una concentracién de 1 mg NO, /L, el resultado se expresa asi:

1 mg NO,/L + 0,0051 mg NO»/L
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Con los resultados de la incertidumbre estandar relativa mostrados en la Tabla 10,
se realizé un grafico de barras, en el cual se evidencia los porcentajes de
contribuciéon de incertidumbre teniendo en cuenta todas las fuentes de variabilidad
descritas en la Figura 5.

De la gréfica 3, se puede observar que la mayor variabilidad para la determinacion
de nitrito por el método colorimétrico 4500-NO,—B, es la debida a la Solucion
Patron de NaNO,, con un porcentaje del 32%, seguida de la variabilidad debida a
la preparacion de la solucion de trabajo, con un porcentaje del 24%;
posteriormente la variabilidad debida a la curva de calibraciébn con un 18%,
seguida de la variabilidad debida a la solucion intermedia con un 16%, y por
altimo, la variabilidad debida al tamafio de muestra con un porcentaje del 11%.

Gréfica 3. Porcentaje de Contribucion de Incertidumbre para Nitritos

Porcentaje de Contribucion de

Incertidumbre
S 1%
18%
24%
16%
32%
0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

m Variabilidad debida al tamafio de muestra
Variabilidad debida a la Curva
Variabilidad de Solucion de Trabajo
Variabilidad de Solucion Intermedia
Variabilidad por NaNO2

Fuente: esta investigacion

Como se puede observar en la Gréafica 3, la mayor contribucion a la variabilidad de
la incertidumbre para Nitritos es la otorgada por la solucién Patrén de NaNO,, ya
gue existen muchas mas variables internas que aportan incertidumbre en
comparacion a las demas fuentes principales de incertidumbre en la determinacion
de Nitritos, asi como se puede evidenciar en la Tabla 10.
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4.2. METQDO POR ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA 4500-NO3;-B
PARA ANALISIS DE NITRATOS (NOg3).

La confirmacion del pardmetro analitico nitritos se realiz6 siguiendo los
lineamientos descritos en el Instructivo de Validacion de métodos analiticos y el
Instructivo de Aseguramiento de Calidad del LAQ.

Estandarizacion de la curva de calibracion; se realizé estandares de las siguientes
concentraciones (Especificaciones del patron en Anexo H): 0,05 mg NO3/L, 0,1
mg NO3/L, 0,2 mg NO3’/L, 0,5 mg NO37/L, 1,00 mg NO37/L, 2,00 mg NO3/L y 3,00
mg NO3/L. Posteriormente se realizaron 5 curvas por duplicado para cada punto
de la curva y los resultados obtenidos se muestran a continuacién (Datos de
Absorbancia de la Curva de Calibracién en Anexo L).

4.2.1. CURVA DE CALIBRACION

Grafica 4. Curva de calibracion nitratos

Curva de Calibracion Nitratos y =0,2582x +0,0028
R2 = 0,9998
0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Absorbancia

0 05 1 15 2 25 3 35
Concentracion NO; (mg/L)

Fuente: esta investigacion

Segun los resultados obtenidos se evidencia que el coeficiente de determinacion
(R?) de la grafica es de 0,9998, y segln el instructivo aplicado por el laboratorio el
criterio de aceptacion del coeficiente de determinacién (R?) es igual o mayor a
0,997, por lo tanto, se puede concluir que el valor reportado es aceptable.

4.2.2. Limite de deteccién y limite de cuantificacion del método. Utilizando las
ecuaciones 2 y 3, y a partir de los datos reportados en el Anexo |, se calculo el
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limite de deteccién del método (LDM) y el limite de cuantificacion del método
(LCM) respectivamente, los cuales muestran la minima concentracion de NOj3
detectable y la minima concentracion de NOj'estadisticamente confiable,
respectivamente, los cuales se reportan en la tabla 11.

Tabla 11. Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacion del Método

LDM 0,031 mg NO3 /L

LCM 0,102 mg NOg3/L
Fuente: esta investigacion

4.2.2 Linealidad y Sensibilidad. La linealidad del método se puede realizar
directamente a partir del coeficiente de correlacion obtenido en la curva de
calibracién el cual es de 0,9999 que es mayor al coeficiente de correlacion minimo
permitido que es de 0,997.

La sensibilidad del método se puede hallar mediante la division de la absorbancia
obtenida por la lectura en el espectrofotometro de las concentraciones
correspondiente a cada punto de la curva, entre las concentraciones
correspondientes a cada punto de la curva. Los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 12.

Tabla 12. Sensibilidad del Método para determinacion de Nitratos

Concentracion |ABS ABS/Concentracion
0,05 0,015 0,3000
0,10 0,028 0,2800
0,20 0,053 0,2650
0,50 0,13 0,2600
1,00 0,265 0,2650
2,00 0,517 0,2585
3,00 0,777 0,2590

Fuente: esta investigacion

La sensibilidad corresponde al valor de la pendiente obtenida en la curva de
calibracion del método por espectrofotometria ultravioleta 4500-NO3B. En la tabla
12 se observa una buena sensibilidad del método, cuyo valor promedio de la
relacion ABS/Concentracion es de 0,2696, muy cercano al valor de la pendiente
de la recta que es de 0,2581, obteniendo un error de 4,35%.

4.2.3 Exactitud en términos de porcentaje de Error. La exactitud del método por
espectrofotometria ultravioleta 4500-NO3-B, se determind mediante del porcentaje
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de error obtenido a partir del analisis de patrones que abarcan el rango de
concentracion de trabajo, tal como se muestra a continuacion en la tabla 13.

Tabla 13. Determinacion de la exactitud a partir del rango de concentracion de

nitratos
0,1 0,2 30 40 50
Concentracion mg NOz/L | mg NO3z/L | mg NO3z/L | mg NO3/L | mg NO3/L
Promedio 0,098 0,199 29,877 39,765 49,913
Desviaciéon estandar 0,004 0,004 0,168 0,249 0,289
%CV 4,187 2,009 0,562 0,626 0,579
%E 3,563 1,239 0,513 0,691 0,291

Fuente: esta investigacion

Como se observa en la tabla 13, los porcentajes de error para el rango de trabajo
en nitratos son menor al 5%, el cual es el criterio de aceptacion segun el
Instructivo de validacion del Laboratorio, y los criterios de aceptacion de exactitud
del método normalizado, estipulados en el Standard Methods (2012).

4.2.4 Precision en términos de reproducibilidad. Para determinar la precision
se realiz6 un analisis de concentraciones de 0,05 mg NO3/L, 1 mg NO3/L, 5 mg
NOs/L y 10 mg NO3/L, ademas se prepararon muestras de agua potable de la
siguiente manera: Agua Potable (AP), Agua Potable mas Afadido de estandar de
1 mg NO3/L (AP + AD), de los cuales se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 14. Precision para Nitratos en términos de reproducibilidad

Nitratos Fue_nte_ ,de Media Varianza F Calculado F Critica
variacion
i Analista 1 0,04843 8,17E-06
0,05 mg NOs/L - 1,263 4,414
Analista 2 0,04688 1,08E-05
1 ma NOV/L Analista 1 1,01317 8,17E-06 0.771 4414
g s Analista 2 | 1,01433 | 9,34E-06 ! !
5mg Analista 1 493297 4,00E-05 0.669 4414
NO3/L Analista2 | 4,93064 | 4,07E-05 ’ ’
i Analista 1 10,0659 0,000167
10 mg NOz/L : 0,375 4414
Analista 2 10,0697 0,000233
AP Analista 1 0,96281 1,15E-05 0.062 4414
Analista 2 0,96242 1,27E-05 ' '
AP + AD Analista 1 0,97210 1,68E-05 5 86E-15 4414
Analista 2 0,97210 | 2,02E-05 ' ’

Fuente: esta investigacion

60




Como se puede observar en la tabla 14, no hay una diferencia significativa entre
los valores de la media y la varianza entre el analista 1 y analista 2, ademas los F
calculados siempre son inferiores al F critico, lo cual asegura que el método por
espectrofotometria ultravioleta 4500-NOsB cumple con el criterio de
reproducibilidad.

También se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) para realizar el calculo de la
precision en términos de reproducibilidad por repeticiones, para concentraciones
de nitritos de 0,05 mg NOs/L, 0,2 mg NOs/L, 1 mg NOs/L, 10 mg NOs/L, 30 mg
NOs/L y 50 mg NO3/L. También se prepararon muestras de la siguiente manera:
AP, AP + AD y P.IDEAM; los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. ANOVA para el método colorimétrico 4500-NO3—B.

Fuente de
Nitratos Variacion Media Varianza | F Calculado | F Critica
Repeticion 1 | 0,05076 | 7,51E-06
0.05 Repet?cic:)n 2 | 0,04688 | 7,51E-06
mg N03'/L Repet!c!(?n 3 | 0,05076 | 7,51E-06 1,200 5,192
Repeticion 4 | 0,04688 7,51E-06
Repeticibn 5 | 0,04688 | 7,51E-06
Repeticion 1 | 0,19605 0
0.2 Repeticic’)n 2 | 0,19992 | 3,00E-05
mg I\iog'/L Repet!c!(?n 3 | 0,19605 | 3,00E-05 1,350 5,192
Repeticion 4 | 0,20186 7,51E-06
Repeticion 5 | 0,19411 | 7,51E-06
Repeticion 1 1 6,76E-05
1 Repeticibn 2 | 1,01356 | 3,00E-05
mg NO3 /L Repet!c!(?n 3 | 1,01550 | 7,51E-06 2,907 5,192
Repeticion 4 | 1,01743 3,00E-05
Repeticibn 5 | 1,00387 | 6,76E-05
Repeticibn 1 | 10,0562 | 0,000188
10 Repeticic:)n 2 | 10,0755 | 0,001689
mg NO5 /L Repet!c!(?n 3 | 10,0659 0 1,433 5,192
Repeticion 4 | 10,0949 | 0,000188
Repeticion 5 | 10,1046 | 0,000750
Repeticibn 1 | 29,8867 | 0,029319
30 _ Repet!c!(?n 2 | 29,9351 | 0,057466 0,408 5.192
mg NOs/L | Repeticion 3 | 29,8140 | 0,075057
Repeticion 4 | 29,9835 | 0,010555
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Repeticibn 5 | 29,7656 | 0,018764
Nitratos Fuente gle . . F F
Variacion Media Varianza | Calculado | Critica
Repeticién 1 49,8935 0,042220
Repeticion 2 49,7966 0,004691
mg ?IOO?,-/L Repeticién 3 50,3778 0,004691 4,162 5,192
Repeticion 4 49,7966 0,004691
Repeticion 5 49,6997 0,117277
Repeticién 1 0,96707 0,000120
Repeticion 2 0,97869 3,00E-05
AP Repeticién 3 0,95544 0 2,983 5,192
Repeticion 4 0,96513 6,76E-05
Repeticion 5 0,96261 2,17E-05
Repeticion 1 0,98450 7,51E-06
AP + AD Repet?cién 2 0,98837 7,51E-06 2,655 5,192
Repeticién 3 0,96707 0,000480
Repeticion 4 0,95932 3,00E-05

Continuacion tabla 15.
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Repeticion 5 0,97869 3,00E-05
Repeticién 1 0,94963 7,51E-06
Repeticion 2 0,95544 0,000120
P. IDEAM Repeticion 3 0,94963 7,51E-06 0,730 5,192
Repeticion 4 0,95932 0,000480

Repeticion 5 0,93995 0,000120
Fuente: esta investigacion

En la tabla 15, se muestra la precision en términos de reproducibilidad tomando
como variable el nimero de repeticiones, en los que se realizé el analisis para la
confirmacion del método por espectrofotometria ultravioleta 4500-NO3 B, y como
se puede observar las medias y las varianzas obtenidas no tienen una diferencia
significativa y las F calculadas son Inferiores a la F critica, lo cual indica que el
método es reproducible.

4.2.5 Interferencia por Cloro. Se realizé una prueba para analizar la interferencia
de Cloro en muestras de agua potable para la determinacion de nitratos por el
método Ultravioleta 4500-NOs—B, para lo cual se realizd un andlisis de varianza de
precision en términos de reproducibilidad por repeticiones, para concentraciones
de nitratos de 1 mg NOgs/L, 5 mg NOs/L, 10 mg NO3/L, y se prepararon muestras
de la siguiente manera: AP + CI, AP + Cl + ArHSO4 y AP + Cl + ArHSO4 + AD (1
mg NOgs/L), (Datos adicionales en Anexo K).

Tabla 16. ANOVA para la interferencia por cloro

. Fuen . . F F
Nitratos Vi?ie:ggrf Media Varlanza Calculado | Critica
_ Analista 1 1,020 | 3,009E-04
1 mg NOs /L Analista 2 1,012 6.738E05 | ~°%0 4,414
_ Analista 1 4.866 7 346E-04
5 mg NO37/L 0,152 4,414

Analista 2 4,860 1,204E-03

Analista 1 9,861 2,268E-03
10 mg NO3'/L Analista 2 9,853 2,919E-03 0,116 4,414
Analista 2 0,835 4,270E-05

AP + Cl Analista 1 0,795 4,170E-06 0.545 4414
Analista 2 0,795 6,839E-06 ’ ’

AP + Ol + ATHSO Analista 1 0,833 3,086E-05 0184 4414
4 Analista 2 0,835 4,270E-05 ’ ’

AP + Cl + ArHSO, + AD| Analista 1 0,833 3,086E-05
(1 mg NO3'/L) Analista 2 0,835 4,270E-05

0,184 4,414
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Fuente: esta investigacion

Como se puede observar en la Tabla 16, al adicionar arseniato de sodio (ArHSO,)
a una muestra de agua potable para eliminar al interferencia por cloro, se
evidencia un cambio en la media que corresponde a la concentracion medida, lo
cual permite concluir que la interferencia por cloro presente en el agua interfiere en
los resultados finales para la determinacién de nitratos en agua.

Ademas, como se puede observar en la Tabla 18, las medias y las varianzas
obtenidas no tienen una diferencia significativa y las F calculadas son Inferiores a
la F critica, lo cual indica que el analisis de la interferencia por cloro en agua para
la determinacién de nitratos es valida y es reproducible.

4.2.6. Recuperacién. Para realizar el calculo del porcentaje de recuperacion se
usaron estandares de concentraciones de 0,05 mg NOgs/L, 0,2 mg NOs/L, 1 mg
NOs/L, 10 mg NOs/L, 30 mg NOs/L y 50 mg NOs/L, también se prepararon
muestras de la siguiente manera: AP, AP + AD y P.IDEAM, de los cuales se
obtuvieron los resultados reportados en la Tabla 17.

Tabla 17. Resultados de Recuperacién para el método por espectrofotometria
ultravioleta 4500-NO3-B

Rango

Concentracion 0.05 ; 0.2 ; L 10 ; 30 ) o0 )
mg NOz/L mg NOz/L mg NO3/L mg NOz/L mg NOz/L mg NOz/L

Promedio 0,048 0,198 1,010 10,079 29,877 49,913

5;2‘6'3;0” 0,003 0,004 0,009 0,026 0,168 0,289

%CV 5,903 2,108 0,857 0,257 0,562 0,579

%Recuperacion | 96,9 98,8 101,0 100,8 99,6 99,8

Muestras

Tipo de Muestra AP AP + AD P. IDEAM

Promedio 0,966 0,976 0,951

Desviacion 0,009 0,014 0,011

%CV 0,983 1,423 1,197

%Recuperacion N.A. 105,2 95,1

Fuente: esta investigacion
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En la tabla 17 se puede observar que todos los porcentajes de recuperacion estan
entre 90 y 110%, lo cual teniendo en cuenta el instructivo de validacion cumple
con el criterio de aceptacion.

4.2.7 Estimacién de la Incertidumbre de Medicién de Nitratos

4.2.7.1 Mensurando. Se mide la absorbancia por parte del i6n nitrato a 220 y 275
nm, mediante el método por espectrofotometria UV-Vis. La Lectura de
Absorbancia a 220 nm es directamente proporcional a la concentracién de Nitratos
en la muestra, mientras que la lectura a 275 nm es proporcional a la concentracion
de la interferencia por materia organica.

4.2.7.2 Modelo matematico. Los calculos detallados de la estimacién de la
incertidumbre para el método por espectrofotometria ultravioleta 4500-NO3 B, se
encuentran en el anexo D.

La ecuacion tipica que se obtiene al usar la técnica de ultravioleta - visible es la de
la linea recta como se muestra en la siguiente ecuacion:

a=byy+by a=bly+ b0 Ecuacion?7

De la ecuacion se despeja la componente que corresponde a la concentracion,
como se muestra en la siguiente ecuacion:

y= (a—by)

= @=b) b, Ecuacion 8
bl

Dénde:

Y= La concentracién de masa (mg/L) de NOg3’, resultado de la curva de calibracién.
a= Es la respuesta observada del instrumento, en este caso la unidad es la
absorbancia.

b0=La ordenada al origen

b1=La pendiente calculada.

4.2.7.3 ldentificacion de las Fuentes de Incertidumbre. Empleando los datos de
confirmacion y considerando trazable el material volumétrico se plantea una
estrategia para la estimacion de la incertidumbre asi como se muestra en el
siguiente diagrama causa-efecto.

Figura 6. Diagrama Causa-Efecto para Nitratos
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Fuente: esta investigacion

Posteriormente se llevaron a cabo los calculos para la estimacion de la
incertidumbre expandida, teniendo en cuenta todas las causas de variabilidad
descritas en la Figura 6, para las cuales se realizaron todos los calculos

necesarios, los cuales se describen en el anexo C.

Los resultados obtenidos de la estimacion de la incertidumbre para el método por
espectrofotometria ultravioleta 4500-NO3 B, se expresan en la tabla 18, la cual se

muestra a continuacion:

Tabla 18. Tabla resumen de Incertidumbre para el analisis de Nitratos

_ valor de | Incertidumbr Incertio!umbre Incerti,dumbre
Fuente de Incertidumbre . . combinada estandar
Medicion | e estandar (por fuente) Relativa
Concentracién Solucion Patrén
Variabilidad por patrén KNO3 0,00171
Masa de KNO; 0,7214 0,00019 0,00026
Masa molar KNO3 101,103 0,00019 0,00000
Pureza KNO3 0,993 0,00167 0,00167 0,00168
Volumen matraz de
1000mL 1000 0,16337 0,00016
Concentracién Solucién Intermedia
Variabilidad Solucién Intermedia KNO3 0,00086
Balén 500 0,10210 0,00020
Pipeta 10 0,00838 0,00084

Concentracion Solucion de Trabajo
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Variabilidad Solucion De Trabajo KNO3 0,00130
Balén 100 0,04094 0,00041
Pipeta 5 0,00619 0,00124
Curva de Calibracién
Variabilidad debida a la Curva de Calibracién 0,00140
0,05 0,00038
0,1 0,00019
0,2 0,00009
Regresion Lineal 0,5 0,00004
1 0,00002
2 0,00001
3 0,00001
Balén 50 0,02451 0,00049
Pipeta 5 0,00619 0,00124
Tamafo de Muestra
Variabilidad debida al Tamafio de Muestra 0,00049
Balén | 50 0,02463 0,00049
Incertidumbre Estandar
Combinada 0,00275
Incertidumbre Expandida (K=2) 0,00550

Fuente: esta investigacion

4.2.8 Expresion de Resultados. Como se puede evidenciar en la tabla 19, la
incertidumbre expandida obtenida para el método de analisis de nitratos es de
0,00550, que al ser multiplicada por cualquier valor de concentracion de nitratos
obtenido dar4d como resultado la incertidumbre de dicha concentracion de la
siguiente manera:

[NO3] muestra = [NO3z] muestra £ 0,0055 * [NO3] muestra
Por ejemplo para una concentracién de 1 mg NO3'/L, el resultado se expresa asi:
1 mg NO3/L + 0,006 mg NO3/L

Con los resultados de la incertidumbre estandar relativa mostrados en la tabla 18,
se pudo realizar un grafico de barras, en el cual se evidencian los porcentaje de
contribucion de incertidumbre teniendo en cuenta todas las causas de variabilidad
que se describen en la Figura 6, obteniendo como resultado que la causa con
mayor contribuciéon de incertidumbre para la determinacion de nitrato por el
meétodo por espectrofotometria ultravioleta 4500-NO3-B, es la debida a la Solucién
Patrén de KNOg, con un porcentaje del 29%, seguida de la contribucion debida a
la curva de calibracion, con un porcentaje del 24%, posteriormente la contribucion
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debida a la solucion de trabajo con un 22%, seguida de la contribucién debida a la
solucién intermedia con un 15%, y por ultimo, la contribucion debida al tamafio de
muestra con un porcentaje del 10%, como se puede evidenciar en la grafica 5.

Gréfica 5. Porcentaje de Contribucion de Incertidumbre para Nitratos

Porcentaje de Contribucion de

Incertidumbre
24%
1 22%
15%
29%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%
m Variabilidad debida al Tamafo de Muestra

Variabilidad debida a la Curva de Calibracion

Variabilidad Solucién De Trabajo KNO3

Variabilidad Solucién Intermedia KNO3

Variabilidad por la concentracion de la solucion patron KNO3

Fuente: esta investigacion

Como se puede observar en la Gréafica 5, la mayor contribucion a la variabilidad de
la incertidumbre para Nitritos también es la otorgada por la solucién Patron en este
caso de KNOgs, ya que también existen muchas mas variables internas que
aportan incertidumbre en comparacion a las demas fuentes principales de
incertidumbre en la determinacion de Nitratos, asi como se puede evidenciar en la
Tabla 18.

Analizando los datos obtenidos en cuanto a precision y exactitud en los trabajos
descritos en el apartado de antecedentes, se puede corroborar que los resultados
que se obtuvieron en este trabajo son veridicos y cumplen con los criterios de
aceptacion propuestos.
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CONCLUSIONES

Se confirmo los meétodos colorimétrico 4500-NO,-B para la determinacion
de Nitritos y el método por espectrofotometria ultravioleta 4500-NO3-B para
la determinacién de Nitratos a través de los parametros caracteristicos
como: Limite de deteccion, limite de cuantificacion, exactitud, precision bajo
condiciones de repetibilidad, reproducibilidad, rango de trabajo y porcentaje
de recuperacion; lo que permitié concluir que los métodos son validos para
el alcance y uso propuesto.

El método colorimétrico 4500—N0O,-B para la determinacion de nitritos y el
método por espectrofotometria ultravioleta 4500-NO3-B para la
determinacién de nitratos son efectivos para las matrices de agua potable,
cruda, residual domeéstica, residual industrial y lixiviados y para la matriz de
agua potable respectivamente, ya que cumplen con todos los criterios de
aceptacion descritos en el instructivo de validacion del laboratorio de
analisis quimico y aguas de la Universidad de Narifio.

Se estim0 la incertidumbre de medicion asociada a la determinacion de
Nitratos y Nitritos, lo que genera una mayor confianza en la validez de los
resultados, permitiendo establecer las fuentes de error que contribuyen en
mayor proporcién a este resultado para asi tomar acciones correctivas,
eliminar errores sistematicos y obtener resultados analiticos mas confiables.

Lo mas importante a la hora de realizar una confirmacion de un método son
los analitos a determinar, por lo que es necesario cumplir a cabalidad toda
la normatividad, tanto dentro y fuera (Muestro) del laboratorio, ya que de
esto va a depender la veracidad y la confiabilidad de los resultados
obtenidos
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RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar un método diferente para el andlisis de nitratos que
logre abarcar una amplia variedad de matrices acuosas ya que el método
colorimétrico 4500—-NO,-B solo es aplicable para aguas potables.

Se recomienda efectuar de manera periddica, actividades relacionadas con
el aseguramiento de la calidad de los resultados, entre los que figuran:
induccion y seguimiento del personal que realiza los ensayos fisicoquimicos
de nitritos y nitratos, control de condiciones ambientales, cartas de control
de los métodos, elaboracion de curvas de calibracién cuando se prepare
nuevos reactivos o se adquieran nuevos Yy Vverificacion constante del
material volumétrico usados en el Laboratorio de Analisis Quimico y Aguas
de la Universidad de Narifio

Los ensayos de precision de un método en términos de repetibilidad y
reproducibilidad, se recomiendan realizarse con los analistas que prestan el
servicio en el laboratorio, para darle mayor confiabilidad y veracidad a los
resultados.
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ANEXOS



Anexo A. Determinacion de Nitritos en Matrices Ambientales

PARAMETRO

NITRITOS

Normalizar la solucién
madre (250 mg
NOQ2-/L)
— 5
Tomar 50 ml de
KMnQO. estandar 0,05
N, 5 ml de H2S0a
concentrado Y 50,00
ml de solucién madre
de NO:~ en un frasco
o botella con tapén de
vidrio

S R

solucién de NO2z-

N T

Agitar suavemente y
calentara 70a80°C
en una placa caliente

Descargar el color de
permanganato
afnadiendo porciones
suficientes de 10 ml
de Na:C:04 estandar
0,025M
—‘7
Titular el exceso de
NazC20s con KMnOs
0,05N hasta el punto
final rosado débil

Calcular el contenido
de NO:z" de la
soluciéon madre

—5
Cada 1.00 mL de
KMnO4 0.05N

consumido por la
solucion de NaNO-

corresponde a 1725

ug de NaNO: o 350

Hg de NOz—N.

PATRONES

Preparacién
[}

Pesar 1,232 g de NaNOz,
diluir a 1000 mLy
conservar con 1 ml de
CHCI5 y refrigerar

t

Normalizar la solucion
madre (250 mg NOz"/L)

L]

llevar a temperatura
ambiente la Solucion

mg NOz-/L

Calcular el volumen de
solucién intermedia
necesaria para preaparar
una solucién de trabajo de

1 mg NOz/L

Calcular el volumen de
solucién de trabajo
necesaria para preaparar
una segunda solucién de
trabajo de 0,1 mg NO27/L

Medir los volumenes de
solucion de trabajo
establecidos para la

preparacion de 50 mL de

cada patron de la curva de
calibracion.

¥

Adicionar 2 mL de solucién
reveladora y esperar 15
minutos

i

Construir la curva de
calibracién, midiendo cada
patrén a 543 nm en el

espectrofotdmetro

Toma de
o Mustras

Si la muestra
presenta solidos
suspendidos, filtrarla
y asegurar un pH
entre 5 y 9 unidades

I
Muestra con Color

NTERFERENCIA

Medir 50 mL de
muestra.

Adicionar 2 mL

Sumergir la punta de Madre (250 NO-/L de solucién
la pipeta muy por adre (250 mg NO2"/L)
: . reveladora y
debajo de la superficie esperar 15 P ——
de la solucién de Calcular el volumen de nEinums leer la muestra a
4cido de solucion madre necesaria ] 5.43 nm |
permanganato para preaparar una adicionando la
mientras se agrega la solucion intermedia de 50 Realizar la lectura SOITC(;OH
reveladora

de absorbacia en el
espectrofotémetro a

adicionar solucién
Q

leer la muestra a
543 nm sin

reveladora

543 nm

restar la primera lectura
de absorbancia sin

solucion reveladora a la
lectura con solucion

reveladora




Anexo B. Determinacion de Nitratos en Agua Potable

PARAMETRO

NITRATOS

PATRONES

Preparacion
o

Secar KNOj3 durante 24 horas a
105°C, luego cuidadosamente
transferirlo a un desecador
hasta que se aclimate.

L J

Pesar 0,7218g de KNO3

!

Usar agua tipo 11, aforar a 1000
mL, conservar con 2 mL de
CHCI3 y refrigerar

/

llevar a temperatura ambiente
la Solucién Madre (100 mg
NO3-/L )

l

Calcular el volumen necesario
para preaparar una solucién
intermedia de 10 mg NOa-/L

|

Calcular el volumen necesario
para preaparar una solucién de
trabajo de 1 mg NOz-/L

Medir los volimenes de
solucion de trabajo
establecidos para la
preparacién de 50 mL de cada
patrén de la curva de
calibracion.

1

Adicionar 1 mL de HCL IN y
esperar 15 minutos

v
Construir la curva de
calibracién, midiendo cada
patrén a 220 nm con correccion
a 275 nm.

MUESTRAS
Toma de Mustras
=1

Si la muestra presenta
sélidos suspendidos,
filtrarla

Medir 50 mL de Muestra con Cloro INTERFERENCIA
— | .
muestra. Disolver 5,0 g de
NaAsO; en agua y
o dilurall

Adicionar 1 mL de
HCL 1N y esperar

Determinar cuantitativamente
la presencia de cloro en la
muestra a analizar (Método
10070, Método DPD (0 a5

mg/L como Clz, HACH)
(HACH, C., 2000)

15 minutos

Realizar la lectura de
absorbacia en el
espectrofotémetroa
220y 275 nm

Si la muestra contiene cloro
residual, hay que agregar una
gota por cada 0,1 mg de cloro

y mezclar bien

Proceder con la metodologia
usada para la determinacion
de nitritos




Anexo C. Estimacion de La incertidumbre de medicion de Nitritos
Fuentes que aportan incertidumbre para el método de analisis de nitritos.
Calculos

1. Incertidumbre debida a la Concentracion de la Solucion patrén de NaNO;
(250 mg NO,/L)

1.1. Masa de NaNO,

Se halla con los datos del certificado de calibracion de la balanza la incertidumbre
original de la masa de NaNO, pesada para la preparacion de la solucién patrén.
Mediante la U=U0+(b*mwi) Ecuacion 9:

U=Uo+(b*mwi) Ecuacion 9

Doénde:

U: Incertidumbre original

Uo= Resolucién entregada por el fabricante (0,00026469)

b= 8,35501E-07

mwi= Masa de NaNO, pesada (1,23209)

Los valores de Up y de b, se obtuvieron a partir del certificado de calibracién de la
balanza.

U= 0,0002650

. u

uxi =—
Se continda con el calculo de la incertidumbre estandar aplicando la k
Ecuacién 10, teniendo en cuenta que es una distribucién normal y el factor de
cobertura (k=2) proporcionado por el fabricante es 2.

uxi :E Ecuacion 10

Dénde:
uxi: Incertidumbre estandar de la balanza.
U: Incertidumbre original reportada en el certificado.

k: Factor de cobertura.



uxi= 0,0001325
1.1.1. Incertidumbre por resolucién de la balanza:

Para calcular la incertidumbre de la resolucion de la balanza se aplican las

. u
uxi =—

ecuaciones U=U0+(b*mwi) Ecuacion 9y kK Ecuacién 10, teniendo en

cuenta que en esta ocasion la masa de NaNO; vale 0.

U: 0,0002646

uxi= 0,0001323

UCKxi —\/ xia)® + (uxib)’
Para el calculo de la incertidumbre combinada UCxi ( =+/(uxia)” +(uxib)
Ecuacion 11), la expresion uxia hara referencia a la incertidumbre estandar de la
masa de NaNO,, mientras que uxib a la incertidumbre estandar de la resolucion de
la balanza.

UCKxi :\/(uxia)2 +(uxib)2 Ecuacién 11

UCxi = 0,00018725

La incertidumbre estandar relativa de la masa de NaNO, (URm) se refiere a la
incertidumbre combinada dividida entre el valor estimado (Xi) que en este caso es
la masa de NaNO; pesada inicialmente (1.2320 g).

URm = 2! Ecuacion 12

Xl

Doénde:

URm: Incertidumbre estandar relativa de la masa de NaNO,

Ucxi: incertidumbre combinada

Xi: valor estimado

URm= 0,000151991

1.2. Incertidumbre debida a la masa molar de NaNO, Para la determinacion

de la incertidumbre estandar de la masa molar del NaNO,, primero se halla la
incertidumbre estandar de cada elemento, luego se procede a determinar la



incertidumbre combinada del NaNO,. Para estos calculos se tuvo en cuenta que
esta es una distribucién rectangular con la siguiente ecuacion.

Uxi :% Ecuacién 13

Donde:
a: Incertidumbre original

Tabla 19. Incertidumbre estandar de los atomos Na, Ny O

Elemento | Peso molar | Incertidumbre original Incertidumbre estandar
Na 22,9898 0,00001 0,0000058
N 14,0067 0,0001 0,0000577
0O, 31,9988 0,0003 0,0001732

Fuente: esta investigacion

La incertidumbre combinada para el NaNO,, se halla con la siguiente ecuacion:

UCyano, -/ (UN@)? + (UN)? +(UO,)*  Ecuacién 14

Doénde:

UCnano2: Incertidumbre combinada de NaNO,

uNa, uN, uO2: Incertidumbre estandar de Na, N y O, respectivamente.

UCnano2 = 0,00018267

La incertidumbre estandar relativa de la masa molar de NaNO, (URmm) se
refiere a la incertidumbre combinada dividida entre el valor estimado (Xi) que en
este caso es la masa molecular de NaNO; (68,9953 g/mol).

URmMm= 0,000002648

1.3 PREPARACION DE LA SOLUCION PATRON (volumen final 1000 mL)

La estimacion de incertidumbre de la medicion de volumen Vn en cualquier
material volumétrico, identifica tres principales fuentes de incertidumbre que

afectan esta medicion:

El efecto de la variabilidad o repetibilidad del volumen medido.




El efecto de la variacion de la temperatura con respecto a la temperatura de
calibracion del material volumétrico, que se estima a partir del factor de expansion
del liquido.

La tolerancia del material volumétrico.

Los datos para evaluar el efecto de la variacion de la temperatura, se obtienen a
partir de la verificacion volumétrica del material de vidrio, sin embargo, debido a
gue no se cuenta con la informacion relacionada con el efecto de la variacion de la
temperatura; para determinar la incertidumbre del aforo se tuvo en cuenta solo la
incertidumbre estandar de la tolerancia del balon aforado aplicando la ecuacion 22

y la incertidumbre debida a la repetibilidad del material volumétrico, aplicando la
ecuacion 23.

u. —To  Ecuacion 15

t T \/§
Doénde:
Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico (0,4)

Uy= 0,1632993

Urep :% Ecuacién 16
Donde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico

S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,01549)

n: Namero de mediciones (10).

Urep= 0,0048988

La estimacion de la incertidumbre relativa del Vn, se estima combinando en forma

cuadratica relativa, las fuentes de incertidumbres que afectan la medicion de
volumen de acuerdo a la siguiente ecuacion.



Uvnb \/(Urepjz (Utlj2 »
= +| — | Ecuacion 17
vnb Vv Vv

Doénde:

Uvnb: Incertidumbre relativa n

Vnb: volumen nominal del be

V: volumen del balén

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico

Uy: Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.

Uvnb= 0,000163373

1.3.Incertidumbre de la pureza del reactivo NaNO,. (Ur)

Si el reactivo empleado como patrén en la curva de calibracién, es un material
certificado, la incertidumbre del mismo se obtiene del certificado. Asi, si la

indicacién del fabricante es que la pureza es igual al 99%, la incertidumbre se
calcularia como (100-99)%, si es mayor del 99%, se calcularia como (100-
99)%//12) y por lo tanto si es igual a 100, entonces la incertidumbre de la pureza
del reactivo es cero. En este caso a partir del certificado de analisis del reactivo
NaNO, emitido por el fabricante (Panreac) se encontré que la pureza del reactivo
es del 99,7 %, por lo tanto:

(Ur)= 0,0028868

La incertidumbre estandar relativa debida a la variabilidad total en la preparacion
de la solucién patron de NaNO,, se halla mediante la siguiente ecuacion:

Unanos = v (URM)? + (URMM)? + (Uvn)? +(Ur)?  Ecuacién 18

Dénde:

Unanoz: Incertidumbre estandar relativa de la concentracion de la solucion patron
de NaNO,

URmM: Incertidumbre estandar relativa de la masa de NaNO,



URmm: Incertidumbre estandar relativa de la masa molar de NaNO,
Uvn: Incertidumbre relativa del volumen nominal

Ur: Incertidumbre de la pureza del reactivo NaNO,

Unanoz = 0,001751537

2. INCERTIDUMBRE DEBIDA A LA PREPARACION DE LA SOLUCION
INTERMEDIA (25 mg NO,/L de nitritos)

La solucion de 25 mg NO, /L de nitritos se preparo a partir de la solucién madre de
250 mg NO2/L, por lo tanto para evaluar la incertidumbre debida a la preparacion
de esta solucion se tiene en cuenta la incertidumbre debida a la tolerancia del
material volumétrico usado y la incertidumbre debida a la repetibilidad del material
volumétrico, obtenida a partir de la verificacién volumétrica del material de vidrio.

2.1.PREPARACION DE LA SOLUCION INTERMEDIA (volumen final 500 mL)

La estimacion de incertidumbre de la medicién de volumen en cualquier material
volumétrico, identifica tres principales fuentes de incertidumbre que afectan esta
medicion:

- El efecto de la variabilidad o repetibilidad del volumen medido.

- El efecto de la variacion de la temperatura con respecto a la temperatura de
calibracion del material volumétrico, que se estima a partir del factor de
expansion del liquido.

- Latolerancia del material volumétrico.

Para determinar la incertidumbre debida a la preparaciéon de la solucion
intermedia, se tuvo en cuenta la incertidumbre estandar de la tolerancia del balén
aforado de 500 mL aplicando la ecuacién 22 y la incertidumbre debida a la
repetibilidad del material volumétrico, aplicando la ecuacion 23; de la misma
manera se realizé la estimacién de la incertidumbre para la pipeta de 10 mL usada
para la preparacion de la solucién intermedia, obteniendo los siguientes
resultados:

2.1.1. Balén Aforado 500 Ml

U, _Td Ecuacion 15

B

Dénde:



Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico (0,25)

Uy= 0,1020621

Urep 3 Ecuacion 1¢

Jn
Donde:
Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,00925)
n: Numero de mediciones (10).

Urep= 0,0029253

2 2
Uvnb:\/(Urepj +(U_tlj 17
vnb v V'/ Ecuacion

Dénde:

Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del balén

Vnb: Volumen nominal del balén

V: Volumen del balén

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
Uy Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.
Uvnb= 0,000204208

2.1.2. Pipeta 10 mL

U =T—OI Ecuaciéon 15

tl \/§
Dénde:

Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
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Tol: tolerancia del material volumétrico (0,02)

Uy= 0,0081650

s . 7
Urep:_ Ecuacidon 16
Jn

Donde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,00602)
n: Numero de mediciones (10).

Urep= 0,0019032

Uvnp \/(Urep)z [Utlj2 -
= +| — | Ecuacion 17
vnp v v

Dénde:

Uvnp: Incertidumbre relativa del volumen nominal de la pipeta

Vnp: Volumen nominal de la pipeta

V: Volumen de la pipeta

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
Uy Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.
Uvnp= 0,000838383

La incertidumbre estandar relativa debida a la variabilidad total en la preparacion
de la solucién intermedia, se halla mediante la siguiente ecuacion:

Ug = \/(Uvnb)2 +(Uvnp)®  Ecuacion 19
Dénde:

Us: Incertidumbre estandar relativa de la concentracion de la solucion intermedia
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Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del balén

Uvnp: Incertidumbre relativa del y~'»~~n ~~~in~l da g pipeta
Us) = 0,000862895

3. INCERTIDUMBRE DEBIDA A ACION DE LA SOLUCION DE
TRABAJO (5 mg NO,/L) de nitritos.

La solucion de trabajo de 5 mg NO,/L de nitritos se prepard a partir de la solucion
intermedia de 50 mg NO,/L de nitritos, por lo tanto para evaluar la incertidumbre
debida a la preparacion de esta solucién se tiene en cuenta la incertidumbre
debida a la tolerancia del material volumétrico usado y la incertidumbre debida a la
repetibilidad del material volumétrico, obtenida a partir de la verificacion
volumétrica del material de vidrio.

3.1 PREPARACION DE LA SOLUCION INTERMEDIA

La estimacion de incertidumbre de la medicién de volumen en cualquier material
volumeétrico, identifica tres principales fuentes de incertidumbre que afectan esta
medicion:

- El efecto de la variabilidad o repetibilidad del volumen medido.

- El efecto de la variacion de la temperatura con respecto a la temperatura de
calibracion del material volumétrico, que se estima a partir del factor de
expansion del liquido.

- Latolerancia del material volumétrico.

Para determinar la incertidumbre debida a la preparacién de la solucién de trabajo,
se tuvo en cuenta la incertidumbre estandar de la tolerancia del balon aforado de
250 mL aplicando la ecuacion 22 y la incertidumbre debida a la repetibilidad del
material volumétrico, aplicando la ecuacion 23; de la misma manera se realizo la
estimacion de la incertidumbre para la pipeta de 5 mL usada para la preparacion
de la solucién intermedia, obteniendo los siguientes resultados:

3.1.1. BALON AFORADO 250 ML

U =T—OI Ecuacioén 15

tl —\/§
Dénde:

Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
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Tol: tolerancia del material volumétrico (0,15)

Uy= 0,0612372

s . 7
Urep:_ Ecuacidon 16
Jn

Donde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,0082)
n: Numero de mediciones (10).

Urep= 0,0025931

Uvnb \/(Urepjz [Utlj2 -
= +| — | Ecuacion 17
vnb Vv Vv

Dénde:

Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del baldn

Vnb: Volumen nominal del balén

V: Volumen del balén

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
Uy Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.
Uvnb = 0,000245168

3.1.2. Pipeta5 mL

3.1.3.

U, _Td Ecuacion 15

J3
Dénde:

Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
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Tol: tolerancia del material volumétrico (0,015)
Uy= 0,0061237

s -
Urep = — Ecuacion 16
<n

Donde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,00288)
n: Namero de mediciones (10).

Urep= 0,0009107

Uvnp \/(Urepjz (Uﬂjz 5
= +| — | Ecuacion 17
vnp v v

Dénde:

Uvnp: Incertidumbre relativa del volumen nominal de la pipeta

Vnp: Volumen nominal de la pipeta

V: Volumen de la pipeta

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
Uq: Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.
Uvnp=0,001238213

La incertidumbre estandar relativa debida a la variabilidad total en la preparacion
de la solucién de trabajo, se halla mediante la siguiente ecuacion:

U, = \/(Uvnb)z +(Uvnp)®  Ecuacion 20
Donde:

Ust: Incertidumbre estandar relativa de la concentracion de la solucion de trabajo



Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del baléon

Uvnp: Incertidumbre relativa del volumen nominal de la pipeta
Ust = 0,001262252

4. Incertidumbre de debidaalac racion

Para elaborar la curva de calibracién se realizaron estdndares de las siguientes
concentraciones: 0,01 mg NO,/L, 0,05 mg NO,/L, 0,07 mg NO,/L, 0,10 mg NO;’
/L, 0,20 mg NO;/L y 0,25 mg NO,/L.

4.1.Regresién Lineal

Para calcular la incertidumbre debida a la curva de calibracion se aplica la
ecuacion 25.

S 1 1 2 .
Uy, =EJ(BJ*(3]+(<7<PT>-%m) /Sy Ecuacion 21

Dénde:

Uno2- Incertidumbre del mesurando obtenida por el instrumento calibrado.
Desviacion estandar residual del célculo de regresién lineal (0,0000181)

> La pendiente calculada (2,8961)

- El nimero de réplicas de la solucién en estudio (2)

P Numero de puntos en la curva de calibracion (6)

" La concentracion en estudio. (0,1 mg NO,/L)

Yen El promedio de las concentraciones calculadas. (0,113 mg NO,/L)
YMRC

Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones obtenidas
Sxx  (0,043)

Uno2 = 0,00005

El procedimiento anterior se repite para cada uno de los puntos de concentracion
de la curva de calibracion, para los cuales se obtuvieron los siguientes resultados:



Tabla 20. Incertidumbre de puntos de concentracion de la curva de calibracion de

nitritos
Concentracion U
mg NO,/L NO2
0,01 0,00060
0,05 0,00011
0,07 0,00008
0,1 0,00005
0,2 0,00003
0,25 0,00003

Fuente: esta investigacion
4.2. Preparacion de los estandares de la curva de calibracién

La incertidumbre estandar relativa debida a la variabilidad por regresion lineal de
la curva de calibracion, se halla mediante la siguiente ecuacion:

Ug = JZ (U,.,)° Ecuacion 22

Dénde:

UrL: Incertidumbre estdndar relativa de la regresion lineal de la curva de
calibracion

Unoz : Incertidumbre estandar relativa de cada uno de los puntos de
concentracion de la curva

UrL = 0,0009392

Para determinar la incertidumbre debida a la preparacion de los puntos de
concentracion de la curva de calibracidén, se tuvo en cuenta la incertidumbre
estandar de la tolerancia del balon aforado de 50 mL aplicando la ecuacion 22 y la
incertidumbre debida a la repetibilidad del mismo, aplicando la ecuacion 23; de la
misma manera se realizé la estimacion de la incertidumbre para la pipeta de 20
mL usada para la preparacion de los estandares de la curva, obteniendo los
siguientes resultados:

42.1. Balén Aforado 50 mL

U,=—= Ecuacion 15

Tol
J3
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Doénde:

Uy: Incertidumbre estandar de | al volumétrico

Tol: tolerancia del material volumétrico (0,06)

Uy= 0,0244949

Urep :% Ecuacion 16

Doénde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,0082)
n: Numero de mediciones (10).

Urep= 0,0025931

Para calcular la incertidumbre combinada para el balén aforado, se utilizd la
siguiente formula:

Uvnb \/(Urepjz (Utl]2 -
= +| — | Ecuacion 17
vnb Vv Vv

Dénde:

Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del balén

Vnb: Volumen nominal del balén

V: Volumen del balén

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico

Uy Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.
Uvnb = 0,00049

4.2.2. Pipeta 20 mL
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Tol

U, =$ Ecuacion 15
Doénde:
Uy Incertidumbre estandar de la I volumétrico

Tol: tolerancia del material volumetrico (0,025)

Uy= 0,0102062

s -
Urep = — Ecuacion 16
<n

Donde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,0005)
n: Namero de mediciones (10).

Urep= 0,0001581

Para calcular la incertidumbre combinada para la pipeta, se utilizé la siguiente
formula:

Uvnp \/(Urep)z [Utlj2 »
= +| — | Ecuacion 17
vnp v v

Donde:

Uvnp: Incertidumbre relativa del volumen nominal de la pipeta

Vnp: Volumen nominal de la pipeta

V: Volumen de la pipeta

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumeétrico
Uy Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.

Uvnp= 0,00051
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La incertidumbre estandar relativa debida a la variabilidad total en la curva de
calibracion, se halla mediante

Uce =/ U )? +(Uvnb)? + (L
Dénde:

Ucc: Incertidumbre estandar relativa de la curva de calibracion

UrL: Incertidumbre debida a la regresion lineal de la curva de calibracion
Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del bal6n

Uvnp: Incertidumbre relativa del volumen nominal de la pipeta

Ucc = 0,00094

5. Incertidumbre debida al tamafio de muestra

Para estimar la incertidumbre debida al tamafio de muestra, solo se tomé en
cuenta el volumen del balon aforado de 50 mL, el cual es el volumen que indica el
método colorimétrico 4500-NO,-B, para adicionar una solucion reveladora, previo

a la lectura en el espectrofotometro.

5.1.Balén Aforado 50 mL

U, _Td Ecuacion 15
V3
Donde:

Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico (0,06)

Uy= 0,0244949

s -
Urep = — Ecuacion 16
Jn

Doénde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
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S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,0082)
n: Numero de mediciones /"™

Urep= 0,0025931

Para calcular la incertid )alébn aforado, se utilizd la
siguiente formula:

Uvnb \/(Urepjz (Utlj2 -
= +| — | Ecuacion 17
vnb Vv Vv

Donde:

Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del baldon

Vnb: Volumen nominal del balén

V: Volumen del balén

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumeétrico

Uy: Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.

Uvnb = 0,00049

Uvnb en este caso equivale a la incertidumbre debida al tamafio de muestra (Uty)
ya que solo se tuvo en cuenta la incertidumbre aportada por el balén aforado de
50 Ml:

U = 0,00049

6. Incertidumbre Estandar Combinada para el andlisis de Nitritos

Para hallar la Incertidumbre Estandar Combinada para el analisis de nitritos se

reunen los aportes de incertidumbre por parte de cada fuente, como se muestra a
continuacion:

Uy = \/(U wano, ) FUg)? +Ugr)? +(Ucc)? +Uny)? Ecuacion 24

Doénde:
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Uec: Incertidumbre Estandar Combpin=ada nara al anilicig de Nitritos

Unanoz : Incertidumbre estandar re acion de la solucion patron
de NaNO;

Us: Incertidumbre estandar relativa de la solucién intermedia

Ust: Incertidumbre estandar relativa de la solucion de trabajo
Ucc: Incertidumbre estandar relativa de la curva de calibracion

Urm: Incertidumbre estandar relativa del tamafio de muestra

Uec = 0,00251

7. Incertidumbre Expandida para el andlisis de Nitritos

La Incertidumbre Expandida est4 dada por la siguiente ecuacion:

U =U *k Ecuacion 25

Donde:

Uexp = Incertidumbre Expandida para el andlisis de Nitritos

Uec = Incertidumbre Estdndar Combinada para el analisis de Nitritos
k = Factor de Cobertura (2)

UExp = 0,00502
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Anexo D. Estimacion de La incertidumbre de medicion de Nitratos

Fuentes que aportan incertidumbre para el método de analisis de nitratos.
Célculos

1. Incertidumbre debida a la Concentraciéon de la Solucién patrén de KNO;
(100 mg NOs7/L)

1.1. Masade KNOs

Se halla con los datos del certificado de calibracion de la balanza la incertidumbre
original de la masa de KNO3 pesada para la preparacion de la solucién patrén.
Mediante la U=U0+(b*mwi) Ecuacion 9:

U=Uo+(bxmwi) Ecuacién 26

Donde:

U: Incertidumbre original

Uo= Resolucién entregada por el fabricante (0,00026469)

b= 8,35501E-07

mwi= Masa de KNO3 pesada (0,7214Q)

Los valores de Up y de b, se obtuvieron a partir del certificado de calibracion de la
balanza.

U= 0,00026460

. u

uxi =—
Se continda con el calculo de la incertidumbre estandar aplicando la k
Ecuacion 10, teniendo en cuenta que es una distribucién normal y el factor de
cobertura (k=2) proporcionado por el fabricante es 2.

uxi :E Ecuacién 27

Doénde:

uxi: Incertidumbre estandar de la balanza.



U: Incertidumbre original reportada en el certificado.
k: Factor de cobertura.

uxi= 0,0001323

1.1.1. Incertidumbre por resolucion de la balanza:

Para calcular la incertidumbre de la resolucion de la balanza se aplican las

. u
uxi = —
ecuaciones U=U0+(b*mwi) Ecuacion9 y k' Ecuacién 10,

teniendo en cuenta que en esta ocasion la masa de KNOgsvale 0.
U: 0,0002648

uxi= 0,0001324

UCKxi —\/ xia)’ + (uxib)’
Para el calculo de la incertidumbre combinada UCxi ( =+/(uxia)’ +(uxib)
Ecuacion 11), la expresion uxia hara referencia a la incertidumbre estandar de la
masa de KNO3, mientras que uxib a la incertidumbre estandar de la resolucion de
la balanza.

UCxi = \/(uxia)z +(uxib)2 Ecuacion 28

UCxi = 0,0001872

La incertidumbre estandar relativa de la masa de KNO3; (URm) se refiere a la
incertidumbre combinada dividida entre el valor estimado (Xi) que en este caso es
la masa de KNO3; pesada inicialmente (0,7214 g).

Ucxi

X1

URmM = Ecuacion 29

Dénde:
URmM: Incertidumbre estandar relativa de la masa de KNO3
Ucxi: incertidumbre combinada

Xi: valor estimado



URm= 0,0002595

1.2. Incertidumbre debida a la masa molar de KNO;

Para la determinacion de la incertidumbre estandar de la masa molar del KNQOs,
primero se halla la incertidumbre estandar de cada elemento, luego se procede a

determinar la incertidumbre combinada del KNO3. Para estos calculos se tuvo en
cuenta que esta es una distribucidn rectangular con la siguiente ecuacion.

Uxi :% Ecuacién 30

Donde:
a: Incertidumbre original

Tabla 21. Incertidumbre estandar de los &tomos K, Ny O

Elemento | Peso molar | Incertidumbre | Incertidumbre
original estandar

K 39,0983 0,0001 0,0000577

N 14,0067 0,0001 0,0000577

O3 47,9982 0,0003 0,0001732

Fuente: esta investigacion

La incertidumbre combinada para el KNOg, se halla con la siguiente ecuacion:

UC|<N03:\/I(UK)2 + (UN)Z + (U03)2 Ecuacién 31

Donde:

UCknos: Incertidumbre combinada de KNO3

uK, uN, uOgs: Incertidumbre estandar de K, N y O3 respectivamente.

UCknos = 0,0001915

La incertidumbre estandar relativa de la masa molar de KNO3; (URmm) se
refiere a la incertidumbre combinada dividida entre el valor estimado (Xi) que en

este caso es la masa molecular de KNO3 (101,1032 g/mol).

URmm= 0,0000019



1.3. PREPARACION DE LA SOLUCION PATRON (VOLUMEN FINAL 1000 mL)

La estimacion de incertidumbre de la medicion de volumen Vn en cualquier
material volumétrico, identifica tres principales fuentes de incertidumbre que
afectan esta medicion:

- El efecto de la variabilidad o repetibilidad del volumen medido.

- El efecto de la variacion de la temperatura con respecto a la temperatura de
calibracion del material volumétrico, que se estima a partir del factor de
expansion del liquido.

- Latolerancia del material volumétrico.

Los datos para evaluar el efecto de la variacién de la temperatura, se obtienen a

partir de la verificacion volumétrica del material de vidrio, sin embargo, debido a

gue no se cuenta con la informacion relacionada con el efecto de la variacion de la

temperatura; para determinar la incertidumbre del aforo se tuvo en cuenta solo la

incertidumbre estandar de la tolerancia del balon aforado aplicando la ecuacion 22

y la incertidumbre debida a la repetibilidad del material volumétrico, aplicando la
ecuacion 23.

u. —To  Ecuacion 32

Doénde:
Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico (0,4)

Uy= 0,1632993

s .
Urep = — Ecuacion 33
Jn

Donde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,01549)
n: Niamero de mediciones (10).

Urep= 0,0048988



La estimacion de la incertidumbre relativa del Vn, se estima combinando en forma
cuadratica relativa, las fuentes de incertidumbres que afectan la medicion de
volumen de acuerdo a la siguiente ecuacion.

Uvnb \/(Urepjz (Utlj2 »
= +| — | Ecuacion 34
vnb Vv Vv

Doénde:

Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del balén

Vnb: volumen nominal del balon

V: volumen del balén

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico

Uy: Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.

Uvnb= 0,000163373

1.4. Incertidumbre de la pureza del reactivo KNOs. (Ur)

Si el reactivo empleado como patrén en la curva de calibracién, es un material
certificado, la incertidumbre del mismo se obtiene del certificado. Asi, si la

indicacién del fabricante es que la pureza es igual al 99%, la incertidumbre se
calcularia como (100-99)%, si es mayor del 99%, se calcularia como (100-
99)%//12) y por lo tanto si es igual a 100, entonces la incertidumbre de la pureza
del reactivo es cero. En este caso a partir del certificado de analisis del reactivo
KNO3; emitido por el fabricante (Panreac) se encontré que la pureza del reactivo es
del 99,3 %, por lo tanto:

(Ur)= 0,0028868

La incertidumbre estandar relativa debida a la variabilidad total en la preparacion
de la solucién patron de KNOg3, se halla mediante la siguiente ecuacion:

U oz = v (URM)? + (URMM)? + (Uvn)? + (Ur)?  Ecuacion 35



Dénde:

Uknoz: Incertidumbre estandar relativa de la concentracion de la solucion patron de
KNO3;

URm: Incertidumbre estandar relativa de la masa de KNO3

URmm: Incertidumbre estandar relativa de la masa molar de KNO3
uUvn: Incertidumbre relativa del volumen nominal

Ur: Incertidumbre de la pureza del reactivo KNO3

Uknos = 0,0017062

2. INCERTIDUMBRE DEBIDA A LA PREPARACION DE LA SOLUCION
INTERMEDIA (10 mg NOg3/L de nitratos)

La solucidon intermedia de 10 mg NOs/L de nitritos se preparé a partir de la
solucién madre de 100 mg NOgs/L, por lo tanto para evaluar la incertidumbre
debida a la preparacion de esta solucidn se tiene en cuenta la incertidumbre
debida a la tolerancia del material volumétrico usado y la incertidumbre debida a la
repetibilidad del material volumétrico, obtenida a partir de la verificacion
volumétrica del material de vidrio.

2.1.PREPARACION DE LA SOLUCION INTERMEDIA (volumen final 500 mL)

La estimacion de incertidumbre de la medicion de volumen en cualquier material
volumeétrico, identifica tres principales fuentes de incertidumbre que afectan esta
medicion:

- El efecto de la variabilidad o repetibilidad del volumen medido.

- El efecto de la variacion de la temperatura con respecto a la temperatura de
calibracion del material volumétrico, que se estima a partir del factor de
expansion del liquido.

- Latolerancia del material volumétrico.

Para determinar la incertidumbre debida a la preparaciéon de la solucion
intermedia, se tuvo en cuenta la incertidumbre estandar de la tolerancia del balon
aforado de 500 mL aplicando la ecuacién 22 y la incertidumbre debida a la
repetibilidad del material volumétrico, aplicando la ecuacion 23; de la misma
manera se realizé la estimacién de la incertidumbre para la pipeta de 10 mL usada
para la preparacion de la solucién intermedia, obteniendo los siguientes
resultados:



2.1.1. Balon Aforado 500 Ml

U, _Td Ecuacion 15
V3
Donde:

Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico (0,25)
Uy= 0,1020621

S

Ny

Urep = Ecuacion 16

Donde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,00925)
n: Namero de mediciones (10).

Urep= 0,0029253

2 2
Uvnbz\/(Urep] +(U_tlj 17
vnb v v Ecuacion

Dénde:

Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del balén

Vnb: Volumen nominal del balén

V: Volumen del balén

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumeétrico
Uy Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumeétrico.

Uvnb= 0,000204208



2.1.2. Pipeta 10 mL

U, _Td Ecuacion 15
V3
Donde:

Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico (0,02)

Uy= 0,0081650

s .z
Urep:_ Ecuacidn 16
Jn

Dénde:
Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico

S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,00602)
n: Namero de mediciones (10).

Urep= 0,0019032

Uvnp \/(Urepjz (Uﬂjz 5
= +| — | Ecuacion 17
vnp v v

Dénde:

Uvnp: Incertidumbre relativa del volumen nominal de la pipeta

Vnp: Volumen nominal de la pipeta

V: Volumen de la pipeta

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
Uy: Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.

Uvnp= 0,000838383



La incertidumbre estandar relativa debida a la variabilidad total en la preparacion
de la solucién intermedia, se halla mediante la siguiente ecuacion:

Ug =+/(Uvnb)? + (Uvnp)®  Ecuacién 36
Donde:
Us: Incertidumbre estandar relativa de la concentracion de la solucion intermedia
Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del balon
Uvnp: Incertidumbre relativa del volumen nominal de la pipeta
Us = 0,000862895

3. Incertidumbre debida a la concentracion de la Solucion de trabajo (1 mg
NO3/L) de nitratos.

La solucion de trabajo de 1 mg NOs/L de nitratos se prepar6 a partir de la solucion
intermedia de 10 mg NO3’/L de nitratos, por lo tanto para evaluar la incertidumbre
debida a la preparacion de esta solucién se tiene en cuenta la incertidumbre
debida a la tolerancia del material volumétrico usado y la incertidumbre debida a la
repetibilidad del material volumétrico, obtenida a partir de la verificacion
volumétrica del material de vidrio.

3.1PREPARACION DE LA SOLUCION INTERMEDIA (volumen final 500 mL)

La estimacion de incertidumbre de la medicion de volumen en cualquier material
volumeétrico, identifica tres principales fuentes de incertidumbre que afectan esta
medicion:

- El efecto de la variabilidad o repetibilidad del volumen medido.

- El efecto de la variacién de la temperatura con respecto a la temperatura de
calibracion del material volumétrico, que se estima a partir del factor de
expansion del liquido.

- Latolerancia del material volumétrico.

Para determinar la incertidumbre debida a la preparacion de la solucion de trabajo,
se tuvo en cuenta la incertidumbre estandar de la tolerancia del balon aforado de
100 mL aplicando la ecuacion 22 y la incertidumbre debida a la repetibilidad del
material volumeétrico, aplicando la ecuacion 23; de la misma manera se realizo la
estimacion de la incertidumbre para la pipeta de 5 mL usada para la preparacion
de la solucién intermedia, obteniendo los siguientes resultados:
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3.1.1. Balén Aforado 100 mL

U, _Tol Ecuacion 15
V3
Doénde:

Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico (0,10)

Uy= 0,0408248

s -,
Urep = — Ecuacion 16
Jn

Donde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,0098)
n: Namero de mediciones (10).

Urep= 0,0030990

Uvnb \/(Urepjz (Utlj2 -
= +| — | Ecuacion 17
vnb Vv Vv

Dénde:

Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del balén

Vnb: Volumen nominal del balén

V: Volumen del balén

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico

Uy Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.
Uvnb = 0,0004094
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3.1.2. Pipeta5 mL

U, _Td Ecuacion 15
V3
Donde:

Uy Incertidumbre estandar ae 1a tolerancia ael material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico (0,015)

Uy= 0,0061237

s .z
Urep:_ Ecuacidn 16
Jn

Doénde:
Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico

S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,00288)
n: Namero de mediciones (10).

Urep= 0,0009107

Uvnp \/(Urepjz (Uﬂjz 5
= +| — | Ecuacion 17
vnp v v

Dénde:

Uvnp: Incertidumbre relativa del volumen nominal de la pipeta

Vnp: Volumen nominal de la pipeta

V: Volumen de la pipeta

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
Uy: Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.
Uvnp=0,001238213

La incertidumbre estandar relativa debida a la variabilidad total en la preparacion
de la solucién de trabajo, se halla mediante la siguiente ecuacién:



Ugr =+ (Uvnb) +(Uvnp)®  Ecuacion 37
Donde:
Ust: Incertidumbre estandar relativa de la concentracion de la solucidn de trabajo
Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del balon
Uvnp: Incertidumbre relativa del volumen nominal de la pipeta
Ust = 0,0013041
4. INCERTIDUMBRE DE DEBIDA A LA CURVA DE CALIBRACION
Para elaborar la curva de calibracion se realizaron estandares de las siguientes
concentraciones 0,05 mg NOsz/L, 0,1 mg NO3/L, 0,2 mg NO3/L, 0,5 mg NO3/L,
1,00 mg NOs7/L, 2,00 mg NOs7/L y 3,00 mg NOg7/L.
4.1. REGRESION LINEAL

Para calcular la incertidumbre debida a la curva de calibracién se aplica la
ecuacion 25.

S 1 1 2 .
Uy, =EJ[BJ*(E]+(%-%Mw) /S5 Ecuacion 36

Dénde:

Uno2-  Incertidumbre del mesurando obtenida por el instrumento calibrado.
Desviacion estandar residual del calculo de regresion lineal
S (0,0000056)

bl La pendiente calculada (0,25812)

p El nimero de réplicas de la solucién en estudio (2)
n Numero de puntos en la curva de calibracion (7)
YT La concentracién en estudio. (0,5 mg NO37/L)

YMRC El promedio de las concentraciones calculadas. (0,979 mg NO3'/L)



SxX Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones
obtenidas (7,599)

Unos = 0,000036

El procedimiento anterior se repite para cada uno de los puntos de concentracion
de la curva de calibracién, para los cuales se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 22. Incertidumbre de puntos de concentracion de la curva de calibracion de

nitratos

Concentracién Unenr

Mg NOs/L NOs
0,05 0,000377
0,1 0,000187
0,2 0,000092
0,5 0,000036
1 0,000017
2 0,000010
3 0,000008

Fuente: esta investigacion

La incertidumbre estandar relativa debida a la variabilidad por regresion lineal de
la curva de calibracion, se halla mediante la siguiente ecuacion:

Ugp = JZ L ,\,03_)2 Ecuacion 39

Dénde:

UrL: Incertidumbre estandar relativa de la regresion lineal de la curva de
calibracion

Unos : Incertidumbre estandar relativa de cada uno de los puntos de
concentracion de la curva

URL = 0,0014004



4.2 PREPARACION DE LOS ESTANDARES DE LA CURVA DE CALIBRACION

Para determinar la incertidumbre debida a la preparacion de los puntos de
concentracion de la curva de calibracion, se tuvo en cuenta la incertidumbre
estandar de la tolerancia del balén aforado de 50 mL aplicando la ecuacién 22 y la
incertidumbre debida a la repetibilidad del mismo, aplicando la ecuacion 23; de la
misma manera se realizé la estimacion de la incertidumbre para la pipeta de 5 mL
usada para la preparacion de los estandares de la curva, obteniendo los siguientes
resultados:

41.1. Balon Aforado 50 mL

U, _Td Ecuacion 15
V3
Donde:

Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico (0,06)

Uy= 0,0244949

Urep :% Ecuacion 16
Donde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico

S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,0026387)
n: Numero de mediciones (10).

Urep= 0,0008344

Para calcular la incertidumbre combinada para el balén aforado, se utilizé la
siguiente formula:

Uvnb [Urepj2 J{Utl

2
vnb v v j Ecuaciéon 17
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Dénde:
Uvnb: Incertidumbre relativa del vo del balén

Vnb: Volumen nominal del balén
V: Volumen del balén

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumeétrico
Uy: Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.
Uvnb = 0,0004902

4.1.2. Pipeta5 mL

U =T—OI Ecuacion 15

tl —\/§
Doénde:
Uy: Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico (0,015)

Uy= 0,0061237

s ..
Urep = — Ecuacion 16
=

Donde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico

S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,0028797)
n: Numero de mediciones (10).

Urep= 0,0009107

Para calcular la incertidumbre combinada para la pipeta, se utilizé la siguiente
formula:



Uvnp Urep Loy
W: v + v Ecuacion 17

Dénde:

Uvnp: Incertidumbre relativa del volumen nominal de la pipeta
Vnp: Volumen nominal de la pipeta

V: Volumen de la pipeta

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
Uy: Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumétrico.
Uvnp= 0,0012382

La incertidumbre estandar relativa debida a la variabilidad total en la curva de
calibracion, se halla mediante la siguiente ecuacion:

Uee = \/(U R|_)2 + (UVI’Ib)Z + (UVﬂp)2 Ecuacion 40
Doénde:
Ucc: Incertidumbre estandar relativa de la curva de calibracion
UrL: Incertidumbre debida a la regresion lineal de la curva de calibracién
Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del bal6n
Uvnp: Incertidumbre relativa del volumen nominal de la pipeta
Ucc = 0,0014004
5. INCERTIDUMBRE DEBIDA AL TAMANO DE MUESTRA
Para estimar la incertidumbre debida al tamafio de muestra, solo se tomo en
cuenta el volumen del balén aforado de 50 mL, el cual es el volumen que indica el

método por espectrofotometria ultravioleta 4500-NOs-B, para adicionar una
solucion reveladora, previo a la lectura en el espectrofotometro.



5.1.BALON AFORADO 50 mL

U =T—OI Ecuacion 15

tl —\/§
Dénde:
Uy Incertidumbre estandar de la tolerancia del material volumétrico
Tol: tolerancia del material volumétrico (0,06)

U= 0,0244949
S - 7
Urep = ﬁ Ecuacioén 16

Donde:

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumétrico
S: Desviacién estandar de las pesadas del volumen transferido (0,0082)
n: Namero de mediciones (10).

Urep= 0,0025931

Para calcular la incertidumbre combinada para el balén aforado, se utilizd la
siguiente formula:

Uvnb (Urep]2 +[U_t|

2
vnb v V j Ecuacion 17

Doénde:

Uvnb: Incertidumbre relativa del volumen nominal del balén
Vnb: Volumen nominal del balon

V: Volumen del balon

Urep: Incertidumbre estandar de la repetibilidad del material volumeétrico



Uy: Incertidumbre relativa de la tolerancia del material volumeétrico.

Uvnb = 0,0004926

Uvnb en este caso equivale a la incertidumbre debida al tamafio de muestra (Uty)
ya que solo se tuvo en cuenta la incertidumbre aportada por el balon aforado de
50 mL:

Urm = 0,0004926

6. INCERTIDUMBRE ESTANDAR COMBINADA PARA EL ANALISIS DE
NITRATOS

Para hallar la Incertidumbre Estdndar Combinada para el analisis de nitratos se
reunen los aportes de incertidumbre por parte de cada fuente, como se muestra a
continuacion:

U = \/(U wo, ) T Us) +Ug )" +Ucc)” +(Uqy, ) Ecuacion 41

Doénde:
Uec: Incertidumbre Estandar Combinada para el andlisis de Nitratos

Uknos . Incertidumbre estandar relativa de la concentracion de la solucién patrén
de KNO3

Usi: Incertidumbre estandar relativa de la solucion intermedia

Ust: Incertidumbre estandar relativa de la solucién de trabajo

Ucc: Incertidumbre estandar relativa de la curva de calibracion

Urm: Incertidumbre estandar relativa del tamafio de muestra

Uec = 0,0027496

7. INCERTIDUMBRE EXPANDIDA PARA EL ANALISIS DE NITRATOS

La Incertidumbre Expandida esta dada por la siguiente ecuacion:

U =Ug *k Ecuacion 42



Donde:

Uexp = Incertidumbre Expandida para el analisis de Nitratos

Uec = Incertidumbre Estandar Combinada para el analisis de Nitratos
k = Factor de Cobertura (2)

UExp = 0,00550



Anexo E. Registro Fotografico de Equipos

Espectrofotometro UV-Vis — Pharo 300 Spectroquant®

Purificador de Agua Sartorius Arium® 611 Ultrapure Water Systems



Balanza analitica OHAUS® PioneerTM

Estufa de secado serie ED, BINDER®
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Anexo G. Experiencia en la Practica Empresarial

La practica empresarial se llevo a cabo en el Laboratorio de Analisis Quimico y
Aguas de la universidad de Narifilo, con la direccion de la Quimica Johana
Rodriguez, desde el 28 de Marzo del 2017 hasta el 29 de Noviembre de 2017, el
periodo de receso de mitad de afio comprendido entre el 9 de Junio y el 8 de
Agosto de 2017, no se tuvo en cuenta como periodo de la practica empresarial.

Durante el desarrollo de mi practica empresarial tuve la funciébn de técnico
analista, cargo para el cual se inicié6 con el proceso de induccion del Sistema
Integrado de Gestién de calidad implementado en el Laboratorio de Analisis
Quimico y Aguas, de igual forma recibi induccion de los procedimientos
especificos como protocolo para la determinacién de nitritos y nitratos, equipos de
trabajo, los materiales de referencia, los reactivos y el equipo de trabajo, donde
pude compartir mi experiencia con las quimicas Angélica Ordofiez y Vanesa
Montezuma que durante este tiempo se desempeiaban en el laboratorio.

En cuanto a la experiencia que tuve en el desarrollo de la Practica Empresarial en
mi formacion como profesional, puedo decir que aprendi a desempefiarme como
un técnico analista dentro del laboratorio, teniendo en cuenta toda la
responsabilidad que esto conlleva, ya que al trabajar en un Laboratorio
Acreditado, un técnico analista tiene la obligacién de cumplir a cabalidad con la
normatividad impuesta en un Sistema de Aseguramiento de la Calidad.

Dentro del desarrollo de mi trabajo también realicé actividades muy importantes
gue complementaron mi experiencia, como por ejemplo, actividades de muestreo
puntuales de matrices acuosas, en las cuales pude evidenciar que para cada
matriz el procedimiento a seguir era muy diferente, por ejemplo, para la
recoleccion de una muestra puntual de agua potable, al ser una muestra que esta
previamente tratada y ademas del facil acceso a ella, el muestreo se hace de una
manera muy comoda, mientras que para la recoleccion de muestras como aguas
crudas, residuales vy lixiviados, el procedimiento fue mucho mas tedioso, ya que
en primer lugar son muestras para las cuales no hay un facil acceso y el cuidado
gue hay que tener a la hora de recolectarla es mayor ya que estas aguas por lo
general no son tratadas y pueden contener muchos residuos y contaminantes, los
que dificultan el muestreo.

A continuacion muestro fotografias de los lugares en los cuales se realizaron los
muestreos:

La muestra puntual de agua potable se recolecté en un grifo de los bafios de los
Laboratorios Especializados de la Universidad de Narifio, a continuacion una
fotografia del sitio:



i

La recoleccién de la muestra puntual de agua cruda se realiz6 en la Quebrada
Cuscungo, la cual esta situada a pocos pasos de unidad veterinaria de la
Universidad de Narifio, a continuacion una fotografia:

La muestra puntual de agua residual doméstica se tomé de los vertimientos de la
Universidad de Narifio los cuales se muestran a continuacion:

La recoleccion de la muestra puntual de agua residual industrial se realizo en las
curtiembres de Pandiaco, en las cuales observe que las condiciones de trabajo
eran demasiado deplorables y quiero resaltar este aspecto ya que hay que formar
conciencia de lo peligroso que puede ser tanto a corto como a largo plazo el



trabajar con sustancias quimicas fuertes, a continuacion se muestra parte de la
estructura de una curtiembre en Pandiaco:

Y por ultimo, la recoleccion de la muestra puntual de lixiviados se realizé en el
PTAR Relleno Sanitario de la ciudad de Ipiales.

Cada muestra puntual tomada servia no solo para poder realizar el analisis de los
pardmetros nitratos y nitritos, sino de otros parametros como por ejemplo fosfatos,
que también se pueden analizar mediante espectroscopia ultravioleta.

Una vez realizado el muestreo de todas las matrices acuosas, pude proseguir con
la validacion de los dos métodos, con lo cual obtuve que se cumplié con todos los
criterios establecidos en el Standard Methods, entre los cuales destacan los
criterios de exactitud y precision de los métodos, para este ultimo se realizaron
ensayos de repetibilidad y ensayos de reproducibilidad por analista, para los
cuales necesité de la colaboracion de mis comparfieras de trabajo, Angélica y
Vanesa, ya que ambos métodos deben ser facilmente reproducibles por cualquier
analista encargado, obteniendo resultados que cumplan con los criterios de
aceptacion de cada método.
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Otro aspecto muy importante para destacar es que para poder cumplir con el
tercer objetivo especifico de mi trabajo el cual consiste en la estimacion de la
incertidumbre para ambos métodos, tuve la oportunidad de realizar un curso

tedrico-préactico, titulado “ 1ito de Calidad, Validacion y
Calculo de Incertidumbre )S bajo los Lineamientos de
la Norma NTC ISO/IEC 17 cabo entre el dia 20 y el dia
23 de Noviembre del 201" y amplio precisamente en la
estimacion de la incertidul Jmeétricos, lo cual me ayuddé
mucho a la hora de cumpl ) ~ifico de mi trabajo.

En general, mi experiencia en el laboratorio de analisis quimico y aguas me sirvio
mucho para conocer en detalle el sector de Aseguramiento de Calidad y todo lo
gue esto implica, ya que en la actualidad para ser una empresa competente hay
que buscar siempre otorgar a los consumidores, resultados veridicos y confiables,
y esto se logra mediante la acreditaciéon de cada uno de los parametros que la
empresa ofrece, lo cual conlleva un esfuerzo muy grande por parte del grupo de
trabajo, tanto en la parte técnica como en la parte administrativa.

Todo esto me llevo a realizar un trabajo dedicado y responsable, y al final me
permiti6 obtener resultados veridicos y confiables para ambos métodos
analizados, cumpliendo con cada criterio de aceptacion propuesto.



Anexo H. Certificados de Analisis de Reactivos

271812017 pub.panreac.com/coal141524-0000195037es htm

PanReac'ﬁ'.‘ﬁ'
AppliChem

ITW Reagents
CERTIFICADO DE ANALISIS
CODIGO: 141524
Potasio Nitrato sin antiapelmazante (RFE, BP, Ph. Eur.)
PRODUCTO:
PRS-CODEX
LOTE: 0000195037

F.FABRICACION: 09/2009 FECHA: 22/09/2009 MIN. VAL.: 09/2015

ESPECIFICACIONES
Riqueza (Acidim_) calc. s.p.s.
Identidad segun Farmacopeas
pH sol. 5%

LIMITE MAXIMO DE IMPUREZAS
Aspecto de la solucion

Insoluble en HO

Pérdida por desec. a 105°C
Disolventes residuales (Ph.Eur/USP)
Acidez o alcalinidad

Amonio (NHy4)

Cloruro (CI)

Fosfato (PO4)

Sulfato (SO4)

Sustancias reducibles

Metales pesados (en Pb)

As

Ca

Cu

Fe

Mg

Na

VALOR GARANTIZADO
99,0-100,5%

sle.

4585

sle.
0,025 %
0,5 %
sle

sle.
0,005 %
0,002 %
0,003 %
0,01 %
sle.
0,001 %
0,0002 %
0,005 %
0,002 %
0,001 %
0,005 %
0,1%

VALOR REAL
99 4 %

sle.

5,92

sle.
<0,025 %
0,07 %
sle

sle.
<0,005 %
<0,002 %
<0,003 %
<0,01 %
sle.
<0,001 %
<0,0002 %
<0,005 %
<0,002 %
<0,001 %
<0,005 %
<0,1%

Este producto puede apelmazarse

Para uso industrial recomendamos que realicen el correspondiente control de recepcion.

Panreac Quimica S.A.

Departamento Técnico. Control de Calidad.

Fdo. J. Puigdengolas
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ITW Reagents
CERTIFICADO DE ANALISIS
CODIGO: 141703
PRODUCTO: Sodio Nitrito (USP) PRS-CODEX
LOTE: 0000203663
F.FABRICACION: 10/2009 FECHA: 15/10/2009 MIN. VAL.: 10/2015
ESPECIFICACIONES VALOR GARANTIZADO VALOR REAL
Riqueza (Perm_) calc. s ps 97,0-101,0% 99 3 %
Identidad segln Farmacopeas sle. sle.

LIMITE MAXIMO DE IMPUREZAS

Insoluble en H,O 0,025 % <0,025 %
Pérdida por desecacion 0,25 % 0,04 %
Disolventes residuales (Ph.EurfUSP) sle sie
Cloruro (CI) 0,01 % <0,01 %
Sulfato (S04) 0,01 % <0,01 %
Metales pesados (en Pb) 0,002 % <0,002 %
As 0,0002 % =0,0002 %
Ca 0,01 % =0,01 %
Cu 0,002 % =0,002 %
Fe 0,002 % =0,002 %
Mg 0,01 % =0,01 %
Ni 0,002 % =0,002 %
Pb 0,002 % <0,002 %

Cumple especificaciones USP 29

Este producto puede apelmazarse
Para uso industrial recomendamos que realicen el correspondiente control de recepcion.

Panreac Quimica S.A.
Departamento Técnico. Control de Calidad.

Fdo. J. Puigdengolas



Anexo |. Datos de Blancos en Determinacion de Nitritos

NITRITOS
Blancos Promedio
Blanco 1 0,028
Blanco 2 0,028
Blanco 3 0,028
Blanco 4 0,028
Blanco 5 0,028
Blanco 6 0,028
Blanco 7 0,028
Blanco 8 0,028
Blanco 9 0,028
Blanco 10 0,028
Blanco 11 0,028
Blanco 12 0,028
Blanco 13 0,028
Blanco 14 0,028
Blanco 15 0,028
Blanco 16 0,028
Blanco 17 0,029
Blanco 18 0,028
Blanco 19 0,028
Blanco 20 0,028
Promedio General 0,028
Desviacién estandar | 0,000223
CV 0,797172
T 2,860935




NITRATOS

Absorbancia 220 nm

Absorbancia 275 nm

220-(2*275)

Blanco 1 0,089 0,034 0,021
Blanco 2 0,085 0,033 0,019
Blanco 3 0,089 0,035 0,019
Blanco 4 0,078 0,029 0,020
Blanco 5 0,078 0,03 0,018
Blanco 6 0,087 0,033 0,021
Blanco 7 0,077 0,029 0,019
Blanco 8 0,088 0,034 0,020
Blanco 9 0,089 0,034 0,021
Blanco 10 0,088 0,034 0,020
Blanco 11 0,092 0,036 0,020
Blanco 12 0,089 0,037 0,015
Blanco 13 0,088 0,035 0,018
Blanco 14 0,085 0,033 0,019
Blanco 15 0,089 0,035 0,019
Blanco 16 0,086 0,033 0,020
Blanco 17 0,086 0,033 0,020
Blanco 18 0,086 0,037 0,012
Blanco 19 0,086 0,037 0,012
Blanco 20 0,088 0,035 0,018
Promedio General 0,019

Desviacién estandar 0,00263

CVv 14,1525

t

2,86093




Anexo J. Datos Adicionales en la Determinacion de Nitratos y Nitritos

NITRITOS
0,01 mg NO,/L | 10 mg NO,/L | 15 mg NO,/L | 20 mg NO,/L
Dilucion N.A. 1:50 1/100 1/100
1 0,010 10,099 14,776 19,991
2 0,010 10,134 15,156 19,887
3 0,009 9,944 15,190 19,749
4 0,010 9,961 15,156 19,853
5 0,010 10,013 15,087 20,026
6 0,010 10,013 15,156 19,991
7 0,010 10,065 15,259 19,922
8 0,009 10,082 15,225 19,749
9 0,010 9,978 15,259 19,887
10 0,010 9,875 15,121 20,026
Promedio 0,0099 10,0162 15,1383 19,9081
Desviacién estandar 0,0004 0,0797 0,1393 0,1032
%CV 4,1715 0,7955 0,9205 0,5185
NITRATOS
0,05 mg 0,1 mg 0,2 mg 30 mg 40 mg 50 mg
Concentracion| NOs/L NOs/L NOs/L NOs/L NOs/L NOs/L
Dilucién 4:50 3:50 2:50
1 0,045 0,095 0,208 30,008 39,623 50,039
2 0,049 0,095 0,200 29,766 39,687 49,748
3 0,049 0,107 0,196 30,105 39,752 49,845
4 0,045 0,099 0,200 29,766 39,429 49,748
5 0,049 0,099 0,196 29,620 40,204 50,329
6 0,045 0,091 0,196 30,008 39,687 50,426
7 0,041 0,099 0,204 29,911 39,752 49,748
8 0,053 0,099 0,196 30,056 39,687 49,845
9 0,045 0,099 0,196 29,862 39,623 49,942
10 0,049 0,095 0,200 29,669 40,204 49,458
Promedio 0,047 0,098 0,199 29,877 39,765 49,913
Desviacion
estandar 0,0033 0,0041 0,0040 0,1678 0,2488 0,2890
%CV 7,0234 4,1872 2,0093 0,5618 0,6257 0,5789




Anexo K. Datos Adicionales de Interferencias en la Determinacion de Nitratos y

Nitritos

INTERFERENCIA POR COLOR EN NITRITOS

Absorbancia de la Muestra con Solucién Reveladora

ARI 0,075 0,075 | 0,074 | 0,075 | 0,074 | 0,074 | 0,073 | 0,074 | 0,076 | 0,077

ARI+AD | 0,101 | 0,102 | 0,101 | 0,102 | 0,101 | 0,102 | 0,102 | 0,101 | 0,104 | 0,103

LIX 0,134 | 0,137 | 0,134 | 0,136 | 0,133 | 0,135 | 0,130 | 0,132 | 0,136 | 0,133

LIX+AD | 0,152 | 0,149 | 0,152 | 0,153 | 0,150 | 0,153 | 0,151 | 0,156 | 0,154 | 0,153

Absorbancia de la Muestra sin Soluciéon Reveladora

ARI 0,057 | 0,056 | 0,055 | 0,057 | 0,056 | 0,055 | 0,056 | 0,056 | 0,058 | 0,058

ARl + AD | 0,054 | 0,055 | 0,053 | 0,054 | 0,052 | 0,055 | 0,054 | 0,055 | 0,056 | 0,055

LIX 0,030 | 0,033 | 0,031 | 0,032 | 0,030 | 0,031 | 0,029 | 0,030 | 0,032 | 0,031

LIX+AD | 0,030 | 0,028 | 0,028 | 0,029 | 0,028 | 0,030 | 0,029 | 0,031 | 0,032 | 0,032

Absorbancia Real

ARI 0,018 | 0,019 | 0,019 | 0,018 | 0,018 | 0,019 | 0,017 | 0,018 | 0,018 | 0,019

ARI+ AD | 0,047 | 0,047 | 0,048 | 0,048 | 0,049 | 0,047 | 0,048 | 0,046 | 0,048 | 0,048

LIX 0,104 | 0,104 | 0,103 | 0,104 | 0,103 | 0,104 | 0,101 | 0,102 | 0,104 | 0,102

LIX+AD | 0,122 | 0,121 | 0,124 | 0,124 | 0,122 | 0,123 | 0,122 | 0,125 | 0,122 | 0,121




INTERFERENCIA POR CLORO EN NITRATOS

1mg 5 mg 10 mg AP + Cl AP +Cl + |AP + Cl + ArHSO,
NOJL | NOJL | NOiL ArHSO, | +AD (1 mgl/L)
NA. | 2550 | 10050 | N.A. N.A. N.A.
1,014 | 4832 | 9833 | 0,797 0,831 0,835
1,025 | 4,824 | 9911 | 0,797 0,828 0,831
1,017 | 4879 | 9892 | 0,797 0,820 0,843
1,017 | 4,848 | 9814 | 0,793 0,828 0,839
_ 1,064 | 4,886 | 9,775 | 0,797 0,820 0,831

Analistal ™ o1 4886 | 9,872 | 0793 0,824 0,828
1,010 | 4871 | 9892 | 0,793 0,831 0,835
1,021 | 4,902 | 9,892 | 0,797 0,824 0,831
1,010 | 4,88 | 9,911 | 0,793 0,831 0,824
0,998 | 4,840 | 9,814 | 0,793 0,824 0,835
1,006 | 4,894 | 9833 | 0,797 0,824 0,839
0,994 | 4,855 | 9,911 | 0,797 0,828 0,828
1,017 | 4,917 | 9,950 | 0,797 0,835 0,839
1,010 | 4,840 | 9,911 | 0,793 0,831 0,824

_ 1,014 | 4832 | 9833 | 0,793 0,824 0,828

Analista 2
1,017 | 4817 | 9775 | 0,797 0,839 0,839
1,014 | 4,902 | 9,833 | 0,793 0,828 0,835
1,010 | 4,824 | 9,814 | 0,793 0,820 0,843
1,014 | 4871 | 9,853 | 0,797 0,831 0,839
1,025 | 4,848 | 9,814 | 0,800 0,824 0,831

Promedio | 1,016 | 4,863 | 9,857 | 0,795 0,827 0,834

Desviacion | 413793| 0,03043 | 0,04973 | 0,00232 | 0,005318 0,00593

Estandar{




Anexo L. Datos de Absorbancia para Curvas de Calibracion

ABSORBANCIAS CURVA DE CALIBRACION NITRATOS

Concentracion Absorbancia 220 nm

0,05 mgNOg/L | 0,021 | 0,016 | 0,019| 0,02| 0,019| 0,02| 0,02| 0,02]| 0,018| 0,019| 0,019 0,016

0,1 mgNOa/L | 0,034 | 0,036| 0,03 | 0,031 0,032 | 0,033| 0,029 | 0,032 | 0,033 | 0,031 | 0,032 | 0,031

0,2 mgNOs/L | 0,051 | 0,057 | 0,058 | 0,051 | 0,054 | 0,056 | 0,055]| 0,053 | 0,051 | 0,057 | 0,058 | 0,051

0,5 mgNOs/L | 0,130 0,137 0,129 0,133 | 0,133 | 0,136 | 0,134 | 0,136 | 0,130 0,137| 0,129 0,133

1 mgNOs/L | 0,266 | 0,273 | 0,265 | 0,265 | 0,268 | 0,267 | 0,268 | 0,266 | 0,267 | 0,273 | 0,265 | 0,266

2 mgNOs/L | 0,523| 0,525 0,524 | 0,515 0,521 | 0,519 0,522 | 0,520 | 0,523 | 0,525 | 0,524 | 0,515

3 mgNOs/L | 0,779| 0,782 0,775| 0,778 | 0,780| 0,781 0,778| 0,781 | 0,779 | 0,782 | 0,775 0,778

Concentracion Absorbancia 275 nm

0,05 mgNOs/L | 0,003 | 0,000 | 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,000

0,1 mgNOs/L | 0,003 | 0,002 | 0,001 | 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,001 | 0,000 | 0,001 | 0,002

0,2 mgNOs/L | 0,000 | 0,001 | 0,000 0,002 | 0,002 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,002

0,5 mgNOs/L | 0,001 | 0,003 | 0,002 | 0,001 | 0,000 0,001 | 0,000 0,002 | 0,001 | 0,003 | 0,002 | 0,001

1 mgNOs/L | 0,002 | 0,002 | 0,000 0,001 | 0,002 | 0,000 | 0,001 | 0,000 0,002 | 0,002 | 0,000 | 0,001

2 mgNOs/L | 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,001| 0,003]| 0,002 | 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,002

3 mgNOs/L | 0,002 | 0,000 0,001 | 0,000 0,002| 0,002| 0,001| 0,003 0,002 | 0,000 0,001 0,000

Concentracion Absorbancia 220 - (2*275)

0,05 mgNOs/L | 0,015 0,016 0,015] 0,014 | 0,015 0,016 0,014 | 0,016 | 0,014 | 0,015 0,015] 0,016

0,1 mgNOs/L | 0,028 | 0,032 0,028 0,025 | 0,026 | 0,029 0,023] 0,028 | 0,031 | 0,031 | 0,030 0,027

0,2 mgNOs/L | 0,051 | 0,055| 0,058 | 0,047 | 0,050 | 0,056 | 0,053 | 0,053 | 0,051 | 0,055]| 0,058 | 0,047

0,5mgNOs/L | 0,128 | 0,131| 0,125| 0,131 0,133 0,134 | 0,134| 0,132] 0,128 | 0,131 | 0,125 0,131

1 mgNOs/L | 0,262 | 0,269 | 0,265 | 0,263 | 0,264 | 0,267 | 0,266 | 0,266 | 0,263 | 0,269 | 0,265 | 0,264

2mgNOs/L | 0,519| 0,519 0,520| 0,511 | 0,517 | 0,517| 0,516 | 0,516 0,519| 0,519 | 0,520 | 0,511

3 mgNOs/L | 0,775| 0,782 0,773 | 0,778 0,776| 0,777| 0,776 | 0,775| 0,775 0,782 | 0,773 | 0,778




ABSORBANCIAS CURVA DE CALIBRACION NITRITOS

Concentracion

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

543 nm 543 nm 543 nm 543 nm 543 nm
0,01 mg NO»/L 0,028 0,028 0,033 0,026 0,027
0,05 mg NO./L 0,151 0,150 0,134 0,134 0,138
0,07 mg NO»/L 0,208 0,208 0,195 0,195 0,197
0,10 mg NO»/L 0,308 0,312 0,283 0,278 0,277
0,20 mg NO./L 0,602 0,626 0,576 0,557 0,559
0,25 mg NO./L 0,712 0,719 0,720 0,724 0,717

Concentracion

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

543 nm 543 nm 543 nm 543 nm 543 nm
0,01 mg NO./L 0,028 0,028 0,033 0,026 0,027
0,05 mg NO./L 0,151 0,150 0,134 0,134 0,138
0,07 mg NO./L 0,208 0,208 0,195 0,195 0,197
0,10 mg NO./L 0,308 0,312 0,283 0,278 0,277
0,20 mg NO-/L 0,602 0,626 0,576 0,557 0,559
0,25 mg NO./L 0,712 0,719 0,720 0,724 0,717
Concentracion Promedio
General

0,01 mg NO,/L 0,028

0,05 mg NO»/L 0,141

0,07 mg NO»/L 0,201

0,10 mg NO,/L 0,291

0,20 mg NO»/L 0,584

0,25 mg NO,/L 0,718




Anexo M. Protocolo de Limpieza del Material de Vidrio










igo: - -IN-01
SECCION Cédigo: LBE-PRS
I DE L
NSTRUCTIVO: Limpigys DII\EEOI\IT:TTEORTAOLSDE ViDRIo y | P29a: 4 DE 5
ELEMENTOS Version:3
Vigente a partir de:
2014-09-17
5.1.4. Desinfeccjg
ion 7 e
con productos infeg Y esterilizacion: g material que haya estado en contacto

Ciosos tj : |
detergentes deSinfectam:Stlene que desinfectarse antes volverse a usar, mediante

En algunos
C A ”
fle10d5 o estae?icl)iS' los materiales deben ser esterilizados, optando por algin
zacion (autoclavado). Un material desinfectado no tiene formas

Vegetativa ; \ !
degvida S pero si de resistencia. Un material esterilizado no tiene ninguna forma

\G/.IDRI g-ONTROL DE CALIDAD DE LAVADO SOBRE EL MATERIAL DE

El lab.oratorio realiza control semanal y al azar la responsable del lavado del
materlal‘de vidrio y elementos con [a supervision de los funcionarios de
laboratorios elige el 10% del material de vidrio limpio y seco al cual, le debe
€xaminar si hay manchas de agua, si es asi, el material no est4 bien lavado e
indica un enjuague insuficiente. Se deben realizar las anotaciones en el registro de
REGISTRO DE CONTROL DEL MATERIAL DE VIDRIO LBE-PRS-FR-55

Se debe verificar en el mismo lote de material, cuando al vaciar el material de
vidrio lleno o hamedo con agua destilada, se observan las paredes cubiertas por
una capa continua. Si el mojado NO es uniforme nos indica que el material
examinado no esta lo suficientemente limpio y debe volverse a lavar y realizar una
nueva verificacién. Se deben realizar las anotaciones en el registro de REGISTRO
DE CONTROL DEL MATERIAL DE VIDRIO LBE-PRS-FR-55

Verificar al azar una cantidad de material de vidrio por contaminacion con
detergentes, para ello agrega 2 ml de agua destilada y desionizada, se tapa y se
agita fuertemente el contenido del recipiente, agregar 18ml de solucién reveladora
mezclar y observar, un azul en el agua indica residuos de detergente. Si da
positivo volver a lavar el material y realizar una nueva verificacién. . Se deben
realizar las anotaciones en el registto de REGISTRO DE CONTROL DEL

MATERIAL DE VIDRIO LBE-PRS-FR-55

Verificar en el lote del material escogido, con una solucién de azul de bromotimol
al 0.2%, un cambio de color azul indicara presencia de alcali, un color amarillo
presencia de acido. Si la reaccion es positiva enjuagar nuevamente todo el lote
del material. . Se deben realizar las anotaciones en el registro de REGISTRO DE
CONTROL DEL MATERIAL DE VIDRIO LBE-PRS-FR-55

Verificar la contaminacion por Materia Organica, para ello se coloca agua destilada
en los recipientes a examinar, tapar, agitar fuertemente el agua dentro del
recipiente, agregar solucién de permanganato de potasio 0.01 N. Mezclar. Dejar






Anexo N. Certificados de Calibracion de Equipos
















