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RESUMEN

Mediante el presente trabajo de grado se presenta la validaciéon de un método
analitico para la determinacion de nitratos y nitritos en agua potable, natural y
residual mediante ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS, segln los métodos 4500-
NO3 B. método ultravioleta selectivo y 4500-NO2 B. método colorimétrico del
Methods for Examination of Water and Wastewater. 2017, Ed 232 métodos
propuestos para la determinacion de nitritos y nitratos. La metodologia para el
analisis de nitratos y nitritos consistié en la preparacion de una solucién madre a
partir de una solucién certificada de ambas especies. Para la medicién de
absorbancia de nitratos y nitritos se tomaron diferentes alicuotas a diferentes
concentraciones y, haciendo uso de un medio acido (para nitratos) y un medio
colorimétrico (para nitritos). El procedimiento se llevd a cabo en un
espectrofotometro de UV-VIS GENESYS™ 10s y a una longitud de onda de 220 y
275 nm para nitratos y 543 nm para nitritos.

Cada parametro de validacion requiere de cuidados muy importantes, por lo que se
hizo uso del manual de control de calidad, ya que, este muestra la metodologia a
seqguir para cada parametro de validacién de métodos analiticos en el laboratorio de
aguas de la universidad de cérdoba, tales como; limite de deteccion y cuantificacion,
linealidad e intervalo lineal, precision definida como repetibilidad y reproducibilidad,
exactitud expresada como porcentaje de error y porcentaje de recuperacion, e

incertidumbre.

Para la validacion de nitratos, se encontré un intervalo de trabajo entre 0,50 y 7,00
mg/L, se obtuvo un buen comportamiento lineal con un coeficiente de determinacion
R? de 0,9997; el limite de deteccién del método fue 0,05 mg/L y el de cuantificacion
se tomd como el primer punto de la curva, es decir 0,50 mg/L. la precisién del
método evaluada como repetibilidad y expresada como coeficiente de variacion fue
1,39 % para rango bajo, 1,89 % para rango medio y 1,13 % para rango alto, a su
vez también se evalu6 como reproducibilidad y expresada como coeficiente de

variacion arrojando los valores de 2,46 % para rango bajo, 2,59 % para rango medio



y 1,55 % para rango alto. La exactitud evaluada como porcentaje de error fue de
9,82 % para rango bajo, 0,20 % para rango medio y 0,70 % para rango alto. Se
determind el porcentaje de recuperacién, encontrandose 101,7% para 1,00 mg/L y
103,3 % en 3,00 mg/L en agua potable, 96,6% en 3 mg/L y 97,0% en 5,00 mg/L en
agua natural y 106,2 % en 1,00 mg/L y 101,4 % en 3,00 mg/L en agua residual. Asi
como también se determind la incertidumbre de 1 £ 0,05 para rango bajo, 3 £ 0,14

para rango medio y 5 £ 0,23 para rango alto.

Para la validacion de nitritos, se encontré un intervalo de trabajo entre 0,01 y 2,00
mg/L, se obtuvo un comportamiento lineal muy bueno con un coeficiente de
determinacion R? de 1; el limite de deteccién del método fue 0,004 mg/L y el limite
de cuantificacion se tomd como el primer punto de la curva, el cual es 0,01 mg/L. la
precision del método evaluada como repetibilidad y expresada como coeficiente de
variacion fue 6,38 % para rango bajo, 7,49 % para rango medio y 5,13 % para rango
alto, a su vez, también se evalu6 como reproducibilidad y expresada como
coeficiente de variacion, arrojando los valores de 6,12 % para rango bajo, 7,76 %
para rango medio y 5,15 % para rango alto. La exactitud evaluada como porcentaje
de error fue de 0,58 % para rango bajo, 4,93 % para rango medio y 1,38 % para
rango alto. Se determind el porcentaje de recuperacion, encontrandose 115,00 %
para 0,40 mg/L y 119,00 % para 1,00 mg/L en agua natural, y 87,0 % para 0,40
mg/L y 115 % para 1,00 mg/L en agua residual, y 100% para 0,40 mg/L y 101,8%
para 1,00 mg/L en agua potable, asi como también se determiné la incertidumbre
de 0,05 + 0,028 para rango bajo, 1 + 0,038 para rango medio y 1,60 + 0,060 para

rango alto.



1. INTRODUCCION

El agua es un recurso natural de utilidad publica y gestion social, vulnerable y
escaso, que debe ser protegido en su ecosistema, de multiples usos, los cuales ante
su escasez deben ser priorizados y utilizados racional y eficazmente, indispensable
para la supervivencia humana y del planeta. El estado y la ley deben garantizar el
acceso equitativo y de calidad a toda la poblacion, su gestion debe ser integral e
integrada y de responsabilidad compartida entre las diversas contrapartes publicas
y privadas implicadas en su conservacion, distribucion y consumo, sin descuidar
gue es ademas un bien cultural que debe ser respetado en sus diferencias ( KIOTO,
2003).

En la problemética de conservacion y disponibilidad de agua de buena calidad
convergen diferentes causas: unas comunes en cualquier lugar del planeta y otras
derivadas de la situacion politica, econémicay social del pais. Entre las primeras se
debe mencionar el aumento en la poblacién y en la produccién y consumo de bienes
y en general del aumento de la actividad antrépica, todo lo cual incrementa la
demanda del recurso y genera mayor cantidad de residuos, provocando asi
deterioro de la calidad y agotamiento de los recursos hidricos (Carrasquilla y Morillo,
1994).

Lo anterior se ve reflejado en el departamento de cordoba, ya que siendo este
departamento donde la oferta hidrica superficial es amplia; puesto que cuenta con
los rios Sind, san Jorge y canalete, ademas de otras importantes corrientes de agua
(CVS, 2012), se pasa por momentos en el que igual a nivel mundial se sufre por
disponibilidad de fuentes no contaminadas que permite el usos de sus aguas en las

diferentes actividades.

La presencia de concentraciones elevadas de compuestos nitrogenados en los
acuiferos supone una limitacion al uso de los recursos hidrologicos, a la vez
condiciona las practicas agricolas correctas destinadas a optimizar la Produccion y

a evitar la acumulacion de fertilizantes nitrogenados en suelos y aguas.



En este sentido, ya sea desde la perspectiva de la contaminacion como desde la
potencial reutilizacién de estos nutrientes en la agricultura, el conocimiento de la
distribucion espacial de nitrato, nitrito y amonio, relacionado con la dinamica
hidrolégica regional, es necesario para la correcta gestion de las aguas

subterraneas.

Ante esta necesidad se valido en el Laboratorio de Aguas de la universidad de
cordoba los métodos analiticos cuantitativos de nitratos obtenidos en agua mediante
la técnica ultravioleta selectiva, y nitritos a través de la técnica colorimétrica,
proporcionando valores confiables de concentracion en las muestras procesadas,
es decir, se valido la aptitud del método estimando la incertidumbre del resultado de
un modo que es ampliamente reconocido, internamente consistente y facil de
interpretar, porque es un requisito importante en la practica de los andlisis quimicos
y se hizo teniendo en cuenta que el laboratorio presta servicios a la comunidad
realizando diferentes analisis fisicoquimicos ambientales, proporcionando
resultados de calidad e innovandolos con procesos eficientes y confiables, bajo los
requisitos establecidos en la norma NTC-ISO/IEC/17025:2005, lo cual permite
monitorear la calidad del agua para prevenir o revertir sus efectos contaminantes,

contribuyendo al fortalecimiento de la capacidad analitica local.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Validar e implementar la metodologia para la determinacion de nitritos y
nitratos en aguas potables, residuales y superficiales mediante

espectrometria UV-VIS.

2.2 Objetivos especificos

- Presentar de manera ordenada el plan de validacion acoplado a los
pardmetros del laboratorio de aguas de la Universidad de Cdérdoba bajo la
norma NTC: ISO/IEC 17025: 2017.

- Determinar cada uno pardmetros que requiere la validacién del método.

- Implementar la validacion del método para la determinacién de nitritos y
nitratos en aguas potables, residuales y superficiales.

- Estimar la incertidumbre de medicidén asociada a los métodos validados.



3. MARCO TEORICO
3.1 antecedentes

Anteriormente se presentd un trabajo que corresponde a M. Zufiga (2014), quien
validé un método analitico para determinar nitritos en agua potable, en la
Universidad de Cordoba. En este trabajo se empled una técnica de espectrometria
mediante el método colorimétrico y se determinaron los parametros de validacion
de métodos analiticos como linealidad y rango lineal, limite de deteccién y

cuantificacion, precision, exactitud e incertidumbre.

3.2 Contaminacion del agua

La contaminacion del agua se debe a la presencia de organismos patdégenos que
causan el deterioro de su calidad e inhiben su disponibilidad como recurso hidrico
para consumo humano. Dentro de estos contaminantes se encuentran: los
materiales inertes, productos quimicos, organismos vivos, residuos industriales,

entre otros.

Segun la OMS el agua esta contaminada “cuando su composicion se encuentra
modificada de tal forma que no cuenta con las condiciones necesarias para su uso”.
La contaminacién del agua provoca graves efectos en los organismos, poblaciones
y ecosistemas, alterando los ciclos naturales y generando problemas ambientales,

econdmicos Yy sociales [Belgrano, R.; colasurdo, V.; Diaz, O. 2003].

En Colombia, en las diferentes actividades socioeconémicas la mayoria de las
aguas utilizadas son descargadas a las fuentes hidricas sin tratamiento alguno.

Estos vertimientos se han ido incrementando debido al crecimiento poblacional e



industrial, generando degradacion y contaminacion del recurso hidrico [Boris, D.;

Rojas, F.; Guerrero, L.; Rodriguez, L.; Soto, M.; Aguilar, M.; Sandoval, S. 2010].

3.3 nitritos y nitratos

Los nitratos y nitritos se encuentran en diferentes formas en los sistemas naturales
y son los responsables de la contaminacion de los recursos hidricos. [Coy, G. 1999].
Dicha contaminacion, es palpable en las actividades industriales, pozos sépticos,

agricultura, porquerizas, etc. [CDMB.; p3-p12].

El nitrégeno total oxidado es la suma del nitrato y nitrito. El nitrato generalmente se
presenta en cantidades pequefias en el agua superficial, pero puede alcanzar altas
concentraciones en algunas aguas subterraneas. En exceso, contribuye a la
metahemoglobinemia enfermedad conocida en lactantes. El limite de Nitratos de
10mg/L, se ha exigido en el agua potable para prevenir este trastorno. El nitrato se
encuentra sOlo en trazas en las aguas residuales domésticas frescas, pero en
efluentes de plantas de tratamiento de nitrificacién bioldgica, el nitrato puede
encontrarse en concentraciones hasta de 30 mg/L. Es un nutriente importante para
muchos autétrofos fotosintéticos y en algunos casos se ha identificado un limitante
en el crecimiento. En el ambiente, las altas concentraciones de nitratos y nitritos

causan la perdida de la biodiversidad. [ONU-DAES. 2005- 2015].

El nitrito es un estado de oxidacién intermedio de nitrdgeno, tanto en la oxidacién
de amoniaco a nitrato y en la reduccion de nitrato. Dicha oxidacion y la reduccion
puede ocurrir en plantas de tratamiento de aguas residuales, sistemas de

distribucion de agua, y las aguas naturales. Ademas, puede entrar en el sistema de



suministro de agua a través de su uso como un inhibidor de la corrosion en agua de
proceso industrial. El nitrito es un agente etioldgico actual de metahemoglobinemia.

[De Esparza, Maria Luisa, 2000].

La formacion del nitrito se presenta por la accion de bacterias nitrosomonas. La
nitrificacion es una etapa importante en la que ocurre la oxidacion biologica del
amonio con el oxigeno en nitrito. A su vez, las nitrobacter, se encargan de oxidar

los nitritos hasta la formacién de nitratos.

Analiticamente, los nitratos y nitrito pueden ser determinados por métodos de
espectrometria ultravioleta-visible (UV/VIS), electroquimicos cromatogréficos y
enzimaticos entre otros. [DECRETO 1600 de 1993]. [Eugene; W.R.; Baird, R.B.;

Eaton, AD.; Clesceri, L. 2012; p4-110].

3.3.1 Nitrificacién

NHa4 + 202 e NO=3 + H20

Parte del amonio producido por la descomposicidén se convierte en nitrato a traves
de un proceso llamado nitrificacion. Las bacterias que llevan a cabo esta reaccién
obtienen energia de si misma La nitrificacion requiere presencia de oxigeno, por
consiguiente, la nitrificacion puede suceder solamente en capas de la superficie de
los suelos y sedimentos. El proceso de nitrificacion tiene algunas importantes
consecuencias. Los iones de amonio tienen carga positiva y por consiguiente se

pegan a particulas y materias organicas del suelo que tienen carga negativa. La



carga positiva proviene del nitrogeno de amonio sea lixiviado del suelo por las

lluvias.

Por otra parte, el ion de nitrato con carga negativa no se mantiene en las particulas
del suelo y puede ser barrido del perfil del suelo. Esto lleva a una disminucion de la
fertilidad del suelo y a un enriquecimiento de nitrato de las aguas corrientes de la

superficie y del subsuelo. (Alzate, caravelli & zaritzky, 2017)

3.3.2 Desnitrificacion
NO3— N2+ N2O

Uno de los procesos biologicos mas utilizados para la eliminacién de nitrégeno en
las aguas residuales es la desnitrificacion. El proceso de desnitrificacion
transforma el nitrato presente en nitrdgeno gas utilizando organismos
heterétrofos facultativos o autétrofos, en condiciones andxicas (ausencia de
oxigeno y presencia de nitrato). Con este proceso se completa la eliminacion
biologica de nitrdgeno en aguas residuales. La desnitrificacion requiere de una
fuente de energia, organica o inorganica (dador de electrones), y el nitrato o
nitrito como aceptor de electrones. Algunas de las fuentes externas de carbono o
dadores de electrones comunmente encontrados en las aguas residuales son:
metanol, etanol, acido acético y el metano disuelto. Algunos autores mencionan
otros compuestos como el sulfuro, que pueden utilizarse en los procesos de

desnitrificacion. (J. Sanchez et al, 2015) (Pefnafiel, Moreno & Ochoa-Herrera, 2016)

NO3 —» NO2 —» NO—>» N20O— NO



3.4 Técnicas de andlisis para la determinacién de nitritos y nitratos
Analiticamente, los nitratos y nitritos pueden ser determinados por métodos de
espectrometria ultravioleta-visible (UV/VIS), electroquimicos, cromatograficos y

enzimaticos entre otros.

Los métodos para la determinacién de Nitratos en agua son complejos debido a las
interferencias que se puedan encontrar y los rangos de concentracion en las

diferentes técnicas los cuales limitan su aplicacion.

3.4.1 método colorimétrico

Principio del método: el nitrito (NO;) se determina por la formacion de un colorante
azo purpura rojizo, producido a pH 2.0 a 2.5 por acoplamiento de sulfanilamida
diazotizada con diclorhidrato de N-(1-natftil)-etilendiamina (diclorhidrato de NED). El

rango de aplicaciéon del método para medidas espectrofotométricas es de 10 a 1000
pg de NO5 % y se puede aplicar al de 5 a 50 ug de N/1 si se usan un recorrido de

luz de 5 cm y filtro de color verde. El sistema de calor obedece a la ley de Beer hasta
180 pg N/1 con 1 cm de recorrido de luz a 543 nm. Diluyendo las muestras se

pueden determinar concentraciones mas altas de NOo..

3.4.2 método espectrométrico ultravioleta selectivo

Principio del método: esta técnica se utiliza solamente para seleccionar muestras

con bajo contenido en materia organica, es decir, aguas naturales incontaminadas
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y suministros de agua potable. La curva de calibrado de NOs3 verifica la ley de Beer

hasta los 11 mg N/1.

La medida de la absorcion UV a 220 nm hace posible la determinacién rapida de
NOs. Dado que la materia organica disuelta puede absorber también a 220 nm y NO3s
no lo hace a 275 nm, se puede utilizar una segunda medida a 275 nm para corregir
el valor de NOs. Esta correccion empirica dependera de la naturaleza y
concentracion de la materia organica y puede variar de unas aguas a otras. En
consecuencia, este método no es recomendable cuando se precise una correccion
importante para la absorbancia de la materia organica, aunque puede ser Gtil para
controlar los niveles de NOs en un sistema de agua con tipo con tipo constante de
materia organica. Los factores de correccion para la absorbancia de muestras
organicas se pueden establecer por el método de adiciones en combinacion con el

analisis del contenido original de NO3s por otro método.

La filtracién de la muestra tiene por objeto eliminar posibles interferencias de las
particulas suspendidas. La acidificacion con HCI 1/V sirve para impedir
interferencias por concentraciones de hidréxido o carbonato de hasta 1.000 mg de

CaCOs /1. El cloruro no afecta a la determinacion.

3.4.3 Interferencias

Nitratos. Interferira en muestras que contengan materia organica disuelta, agentes
tensoactivos, NOz2", Cr®*, iones inorganicos que normalmente no se encuentran en

aguas naturales, tales como clorito y clorato.

Nitritos. El tricloruro de nitrégeno (NClIs) imparte un falso color rojo cuando se

agrega el reactivo de coloracion; la incompatibilidad quimica impide que coexistan
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NO:2~, cloro libre y NCI3. Los siguientes iones no deben estar presentes porque
interfieren debido a su precipitacion bajo las condiciones del ensayo: Sbhs*, Aus®,
Bis*, Fes*, Pb2*, Hgz2*, Ag2*, cloroplatinato (PtCle*") y metavanadato (VO3%); el ion
cuprico puede causar bajos resultados porque cataliza la descomposicion de la sal

de diazonio

No se encontr6 en la literatura metodologia para corregir las anteriores
interferencias. En la muestra no deben estar presentes iones coloreados que alteren
el sistema de color. Los sélidos suspendidos se deben remover por filtracién a través
de membrana con didmetro de poro de 0,45 pum.

3.5 PARAMETROS DE VALIDACION

3.5.1 Intervalo de trabajo y linealidad

Es el intervalo en el cual el método proporciona resultados con una incertidumbre
aceptable. El extremo inferior del intervalo de trabajo esta determinado por el limite
de cuantificacién. El extremo superior del intervalo de trabajo esta definido por las
concentraciones a las cuales se observan anomalias significativas en la sensibilidad
analitica.

La evaluacion del intervalo de trabajo se hace entre el limite de cuantificacion y el
extremo superior del intervalo de trabajo del instrumento, la respuesta de este sigue
una relacién conocida, por ejemplo, lineal, curvilinea, etc. Durante la validacion, es

necesario:

- confirmar esta relacién
- demonstrar que el intervalo de trabajo del instrumento es compatible con el

rango indicado en el alcance del método,
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- verificar que el procedimiento de calibracion instrumental propuesto
Para evaluar el intervalo de trabajo del instrumento y confirmar su aptitud
para el uso, se deberian estudiar patrones de calibracion con un alcance de
concentracion que sobrepase el rango de concentracion esperado en + 10 %

o incluso £ 20% y graficar las sefiales. (Eurachem, 2016)

3.5.2 Linealidad
La linealidad es la capacidad de un método de analisis, dentro de un determinado
intervalo, de dar una respuesta 0 resultados instrumentales que sean

proporcionales a la cantidad del analito que se habra de determinar en la muestra.

Con el fin de determinar el rango lineal se puede realizar mediante un grafico de
concentracion versus respuesta, que se conoce como Funciéon Respuesta. Esta se
establece cada dia con una cierta cantidad de valores formados por un blanco y los
patrones de trabajos limpios de valor teérico conocido, que cubran el intervalo de
trabajo. En este sentido se recomienda abarcar valores desde cercano al cero y
valores superiores al LMP o al valor de interés. EI nUmero de puntos a analizar

debera ser establecido por el analista.

Luego de realizar el grafico se puede observar el comportamiento de la curva y
establecer cualitativamente el rango lineal. Después de establecer el
comportamiento lineal del método se debera realizar la Curva de trabajo o curva de

calibracion.
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Se grafican los datos de concentracion de los estandares de calibracion estimados

(X) v/s la lectura observada (Y). (Validacion de métodos y determinacion de la

incertidumbre de la medicion, 2010)

Coeprn o rTarm e mto
Lirnn=3a

RESPUESTA

COOMIC ER TR AC IR

Figura 1. Grafica de linealidad. (Validacion de métodos y determinacion de la
incertidumbre de la medicion, 2010)

3.5.2.1 Evaluacién Estadistica de la Linealidad.
El estudio de la linealidad no solo implica una representacion gréfica, sino que es

necesario realizar la comprobacion estadistica para lo cual se hizo uso de los

siguientes pardmetros:

3.5.2.2 Ecuacién de la Recta

3.5.2.2.1 Pendiente y ordenada en el origen.
En la recta de regresion y = b*x + a, x es la concentracién, y es la respuesta, b el
valor de la pendiente y, a es el término independiente. La pendiente b se encuentra

relacionada con la sensibilidad del método de forma que a mayor pendiente mayor

sensibilidad. El término independiente a, u ordenada en el origen, es la interseccién
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de larecta con el eje de ordenadas y es indicativo del error sistematico, no difiriendo

estadisticamente de cero en caso de no existir sesgo.

3.5.2.2.2 Coeficiente de correlacién (r) y coeficiente de determinacién (r?)

El coeficiente de correlacion indica el grado entre la variable x (concentracion), y la
variable y (respuesta). Si r es cercano a la unidad significa que existe correlacion
con una probabilidad elevada. Un valor nulo indica ausencia de relacion lineal entre
las variables.

El valor recomendable para el coeficiente de correlacién es = 0.999 aunque en el
caso de impurezas se admite = 0.990.

La informacién obtenida mediante el calculo de r es limitada y no justifica por si sola
la linealidad, siendo r2 coeficiente de determinacién el que aporta una mayor
significacion estadistica, ya que expresa la proporcién de la variacion total de y
explicada por el modelo. El valor recomendable para el coeficiente de determinacion

es 20.99.

3.5.2.2.3 Significacion estadistica de la desviacidén estandar de la pendiente

Se trata de comprobar que existe una pendiente significativamente distinta de cero

mediante una prueba de t de Student. Para un grado de significacién a igual a 0.05.
texp :% (Ec.1)

Donde:

b: valor de la pendiente

Sb: varianza de la pendiente, viene dada por:

Sb=4SZ  (Ec.2)
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SZ: Varianza de la pendiente

2=
&x?
Y x2 e

sgx: Varianza residual

e?: Valor residual

3.5.2.3 Test de determinacion de correlacién lineal

Se puede realizar una evaluacion de curva de calibracién global en la cual se puede

realizar una evaluacion estadistica de prueba t-Student, como mejor indicador de

modelo lineal.

Se calcula un valor de t con n-2 grados de libertad y se compara con un valor
tabulado de t para el nivel de confianza requerido (a=0.05), dos-colas, en este caso
para un “n” que depende de los niveles de calibracion.

Se desea probar si existe entonces una correlacién significativa: la hipétesis nula Ho
es que no existe correlacion entre X e Y. Si el valor observado de tr es mayor que

tcri, Se rechaza la hipo6tesis nula Ho, siendo la correlacion lineal significativa con la

probabilidad calculada.

(= V@2

Donde:

(Ec.3)

(Ec.4)

16

(Ec.5)



tr: Valor del estimador t-Student obtenido para el coeficiente de correlacion

[r]: valor absoluto del coeficiente de correlacion

n-2: Numero de grados de libertad

r2: Valor del coeficiente de determinacion

3.5.3 Limite de deteccidn

Se entiende por limite de deteccidn la minina cantidad de analito en la muestra que
se puede detectar aunque no sea necesariamente cuantificar bajo dichas
condiciones experimentales. Los valores por encima del LD pueden ser atribuidos
a la presencia del analito y los valores por debajo del LD son indicativos de la

ausencia de analito en cantidades detectables.

3.5.3.1 Limite de deteccion instrumental (LDI)

Corresponde a la concentracion minima de un compuesto analizado que, sin la
presencia de la matriz, un instrumento puede detectar con una fiabilidad definida y
que es estadisticamente diferente de la respuesta correspondiente al ruido de fondo
obtenido por el instrumento.

El limite de deteccion se ha establecido como 1,645 veces el valor S es la

desviacion estandar de los analisis del blanco este se expresa en mg/L.

3.5.3.2 Limite de deteccion del método (LDM)

Es la menor cantidad que puede ser determinada cuantitativamente con una
incertidumbre asociada, para un dado nivel de confianza. Para el analisis
cuantitativo debe quedar absolutamente claro que sélo se emplean valores

atribuibles al analito.
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El limite de cuantificacion es entre 3 y 10 veces el limite de deteccién segun cada

caso este viene descrito en la siguiente expresion: (Richter, 2017)

LDM=CEb +tn-1x S (Ec.6)
Donde:
CE: concentracion promedio Del estandar analizado

t: Distribucion de student para un nivel de confianza Del 95% con n-1 grados de
libertad

n: numero de replicas

S: Desviacién estandar en el analisis de las replicas

3.5.4 Exactitud

La Exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor de
referencia y el valor experimental encontrado de la definicion de exactitud surge el
principal problema ¢ cuél es el verdadero valor del analito en la muestra? No
obstante cuando se dispone patrones de referencia el valor de dicho patrén es el
gue se acepta como verdadero y la exactitud puede evaluarse aplicando el método
sobre dicho patron o bien analizando muestras problemas a la que se le ha
adicionado una cantidad conocida de patron. También se acepta la comparacion de
los resultados con un método de referencia validado del que ya se ha demostrado
su exactitud, entonces el valor verdadero es el que se obtiene con dicho método de
referencia y se compara con el valor hallado con el nuevo método que se quiere

validar.

Los resultados se expresan en forma de porcentaje de recuperacion y porcentaje
de error

18



Porcentaje de error:

(valor tedrico—valor experimental)

%error = * 100 (Ec.7)

valor tedrico

Porcentaje de recuperacion:

g -x

%Recuperaciéon = * 100 (Ec.8)

Xadicién
Donde:
x': Valor medio de adiciones
x: Valor medio sin adiciones
Xqaicion. CONcentracion afiadida

A continuacion, se presentan algunos criterios de aceptacion utiles para la
estimacion de la recuperacion en funcion de la concentracion del analito segun la
AOAC.

Tabla 1. Valores orientativos aceptables segun la AOAC para el factor de

recuperacion en funcion de la concentracion del analito.

% Analito Relacion Unidades R (%)
100 1 100% 98-102

10 101 10% 98-102

1 102 1% 97-103

0.1 103 0.1% 95-105
0.01 104 100 mg/L 90-107
0.001 10° 10 mg/L 80-110
0.0001 10 1mg/L 80-110
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3.5.5 Precisién

Las dos medidas mas usadas en la precision, que generalmente se define en
términos de la desviacion estandar o coeficiente de variacion, son la repetibilidad y
la reproducibilidad. La repetibilidad es la precision mas pequefa esperada, da una
nocién de la variabilidad que se espera cuando un método es aplicado por un solo

analista en un equipo en un intervalo de tiempo corto.

La reproducibilidad representa la variabilidad que se obtiene cuando una muestra
es analizada por varios laboratorios, esta tiene un valor mas amplio. La precision
intermedia es mas util en casos especificos se obtiene cuando se evalla la

reproducibilidad entre analistas en un mismo laboratorio.

La repetibilidad y la reproducibilidad generalmente dependen de la concentracion
del analito y por lo tanto se deben determinar para diferentes concentraciones
estableciendo, cuando sea relevante, la relacion entre la concentracion y el

coeficiente de variacion.

A partir de las desviaciones estandar de repetibilidad (Sr) y reproducibilidad (SR) se
pueden calcular los limites de repetibilidad, r, y de repetibilidad, R, que permiten al
analista saber si la diferencia entre andlisis duplicados es significativa, en la

respectivas condiciones.

3.5.5.1 Reproducibilidad

Estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas diferentes y en

distintos laboratorios. La precision de un método analitico se expresa generalmente
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como porcentaje de coeficiente de variacion (%CV) de una series medidas y se

calcula de la siguiente manera: (L. Aguirre et, al 2010)

CV(%) = =+ 100 (Ec.9)

>l »n

Donde:
% CV: porcentaje de coeficiente de variacion

S= desviaciéon estandar

X=media aritmética de los resultados

3.5.5.2 Repetibilidad

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de andlisis sobre la misma
muestra pero en condiciones de trabajo diferentes (por un mismo analista, con los

mMismos equipos y reactivos) (L. Aguirre et, al 2010)

3.5.5.3 Andlisis de varianza (ANOVA)

La técnica ANOVA permite manejar cualquier arreglo o estructura experimental, por
medio de esta es posible estimar las varianzas mas exactamente, permite obtener
mayor informacion de los datos experimentales, ademas permite conocer la
interaccién entre la repetibilidad y la reproducibilidad. Aunque para este método la
computacién numérica es mas compleja, esta es resuelta mediante el uso de

herramienta de analisis de datos (Llamosa et al, 2007).
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El analisis numérico se realiza mediante el calculo de las componentes individuales
de repetibilidad y reproducibilidad. La varianza interna (Sw) para cada una de las p
condiciones se estima como la desviacion estandar de las n mediciones de cada
condicion. La repetibilidad (r) se obtiene como resultado del promedio de las p

varianzas que estiman la variabilidad interna de cada condicion (Freund, 1981).

r=+Sr2 = \/Z Sw?2 (Ec.10)

La reproducibilidad (R) o variabilidad entre las condiciones (S.) se obtiene mediante
la referencia de la varianza (Sm?) de los p promedios menos la varianza
representativa del ruido del experimento (Sr?) entre la cantidad de mediciones de

cada condicion.

sr2

—_ —_ 2 2
R=./SZ= |Sm —  (Ec.11)
3.5.5.4 Coeficiente de Variacién (CV)

Es una medida de la variabilidad, también conocido como desviacion estandar
relativa (DER), cuyas unidades se expresan en tanto por ciento, el CV es un ejemplo
del error relativo. Los errores relativos se utilizan con frecuencia al comparar las
precisiones de los resultados que tienen diferentes unidades o magnitudes (Castro

et al, 1989).

Tabla 2. Limites del coeficiente de variacion para analisis de trazas en funcién de la
concentracion de analito (AOAC)

% Analito Relacion Unidades Cv%

10 10 10% 2.8
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1.0 1072 1% 2.7
0.1 1073 0.1% 3.7
0.01 10 100 ppm 5.3
0.001 10° 10 ppm 7.3
0.0001 10 1 ppm 11
0.00001 10”7 100 ppb 15
0.000001 10°® 10 ppb 21
0.0000001 107 1 ppb 30

3.5.6 Incertidumbre

La incertidumbre es un intervalo asociado con un resultado de medida que expresa
el intervalo de valores que razonablemente pueden atribuirse a la cantidad que se
esta midiendo. Una estimacién de la incertidumbre debe tener en cuenta todos los
efectos reconocidos que operan en el resultado. Las incertidumbres asociadas con
cada efecto se combinan de acuerdo con procedimientos bien establecidos.
Se describen varios enfoques para obtener una estimacién de la incertidumbre de
los resultados de las mediciones quimicas estos tienen en cuenta:
- la precision a largo plazo global del método (es decir, la precision intermedia
o la reproducibilidad)
- el sesgo y su incertidumbre, incluyendo la incertidumbre estadistica que
corresponde a las medidas de exactitud, y la incertidumbre en el valor de

referencia
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- La calibracion de equipos. Las incertidumbres asociadas con la calibracion
de equipos tales como balanzas, termémetros, pipetas y frascos son a
menudo insignificantemente pequefia en comparacion con la precision global
y la incertidumbre en el sesgo. Si esto se puede verificar entonces las
incertidumbres de calibracion no necesitan ser incluidas en la estimacion de
la incertidumbre

- cualquier efecto significativo que opera ademas de lo anterior. Por ejemplo,
los intervalos de temperatura o el tiempo permitidos por el método no pueden
ejecutarse plenamente en los estudios de validacion, y sus efectos pueden
necesitar ser afiadidos. Tales efectos pueden ser utiimente cuantificados

mediante estudios de robustez.

Cuando la contribucion de los efectos individuales es importante, por ejemplo, en
los laboratorios de calibracion, serd necesario tener en cuenta las contribuciones
individuales de todos los efectos individuales por separado la desviacion estandar
de reproducibilidad configura una estimacion de trabajo de la incertidumbre tipica
combinada siempre que el sesgo del laboratorio, medido en los materiales
aplicables, es pequefio con respecto a la desviacion estandar de la reproducibilidad,
la repetibilidad interna es comparable con la repetibilidad del método estandar, y la
precision intermedia del laboratorio no es mayor que la desviacion estandar de la

reproducibilidad publicada. (Barwick et al., 2016)

3.5.6.1 Tipos de incertidumbre
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Tipo A: componentes que pueden ser evaluados a partir de distribuciones
estadisticas de series de resultados que pueden caracterizarse por desviaciones
estandar.

Tipo B: pueden caracterizarse también por desviaciones estandar, pero se evallan
a partir de distribuciones de probabilidad supuestas, basadas en la experiencia o en

otro tipo de informacion.

3.5.6.1.1 Incertidumbre combinada (A, B)

Se plantea cuando la magnitud a medir depende de otra o varias magnitudes, es
decir, medidas indirectas, por lo que la incertidumbre de la variable a medir depende
de la de otro parametro ya medido de forma directa o indirecta. Para que sea
aplicable la teoria que va a exponerse, es necesario que todas las medidas se
realicen con las mismas condiciones, por lo que debe utilizarse el mismo
instrumento y escala para medir una magnitud dentro de todo el proceso
experimental, igualmente en lo posible mantener las condiciones ambientales, asi

como cualquier otro factor que pueda afectar la medicion (Lesmes, 2001).

3.5.6.1.2. Incertidumbre Expandida (U)

Proporciona un intervalo en el cual el valor de la medida es determinado con un alto
nivel de confianza. (U) es obtenida por el producto entre la incertidumbre estandar
combinada con un factor de cobertura k.

El valor del factor de K esta basado en el nivel de confianza requerido. Para un nivel
de confianza aproximadamente del 95%, K es 2 (Lesmes, 2001).
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El factor de cobertura K, depende de nivel de confianza requerido. Para la mayoria
de los propésitos se recomienda k igual a 2. Sin embargo, este valor puede ser
insuficiente cuando la incertidumbre combinada est4 basada en observaciones
estadisticas con pocos grados de libertad. La escogencia de este factor depende
del nimero de grados de libertad efectivos.

La incertidumbre combinada esta dada por la siguiente ecuacion:

el el ] e

C; a

U, = U*C (Ec.14)
Donde:
Ua, Ub, Uc... Un, corresponden a la incertidumbre o tolerancia de cada una de las
fuentes involucradas en el calculo de la incertidumbre, a, b, c... n, corresponden a
las magnitudes de dichas fuentes de incertidumbre y Ci corresponden a la
concentracion para la cual se esta determinando la incertidumbre.
La incertidumbre expandida esta dada por:

U= K*U, (Ec.15)
Donde:
K: es el factor de cobertura

U.: es la incertidumbre combinada.

3.5.6.2 Identificacion de las fuentes de incertidumbre

Una vez determinado el mensurando, el principio, el método y el procedimiento de
medicién, se identifican las posibles fuentes de incertidumbre. Estas provienen de

los diversos factores involucrados en la medicion, por ejemplo:
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e Los resultados de la calibracion del instrumento.

e Laincertidumbre del patron o del material de referencia.

e Larepetibilidad de las lecturas.

e La reproducibilidad de las mediciones por cambio de observadores,

instrumentos u otros elementos.

Caracteristicas del propio instrumento, como resolucion, histéresis, deriva,

etc.

La definicion del propio mensurando.

El modelo particular de la medicién.

Variaciones en las magnitudes de influencia.

No es recomendable desechar alguna de las fuentes de incertidumbre por la
suposicion de que es poco significativa sin una cuantificacion previa de su
contribucion, comparada con las demas, apoyadas en mediciones. Es preferible la
inclusién de un exceso de fuentes que ignorar algunas entre las cuales pudiera
detectarse alguna importante, No obstante, siempre estaran presentes efectos que
la experiencia, conocimientos y actitud critica del metrélogo permitiran calificar como
irrelevantes después de las debidas consideraciones (Lesmes, 2001).

3.5.6.3 Cuantificacién de los componentes de laincertidumbre

Para convertir cada componente de la incertidumbre a su respectiva incertidumbre
estandar, u(x), se emplean los siguientes criterios para seleccionar el tipo de funcién

de distribucion que presenta el componente en cuestion (ver tabla 3):
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Tabla 3. Funciones de Distribucion para calculo de Incertidumbre.

Distribucion

Significado

Se utiliza cuando

Incertidumbre

Rectangular

Cada valor en el intervalo
tiene la misma

probabilidad de suceder.

Un certificado u otra
especificacion establece
limites (xa) sin
especificar un nivel de
confianza, o cuando se
hace un estimado en la
forma de un intervalo (a)

sin conocimiento del tipo

de distribucion.

U(x)

a

V3

(Ec.16)

Triangular

La probabilidad de
ocurrencia es mayor para
valores en el

centro del intervalo y

menor hacia los limites

Los valores cercanos a X
son mas frecuentes que
los cercanos a los limites
(xa), o cuando se hace
una

estimacion en la forma de
un intervalo (xa) descrito
por una distribucién

simétrica

U(x) == 2

V6

(Ec.17)
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Los datos varian
aleatoriamente
con distribucién
normal de

Normal

probabilidad

Se obtiene un estimado
por observaciones
repetidas.

Se reporta una
incertidumbre como
desviacion estandar
relativa o coeficiente de
variacion, sin que se
especifique la

distribucion.Se  reporta

una incertidumbre en la
forma de un intervalo de
confianza (c), sin que se
especifique la

distribucion.

u(x) = s (Ec. 18)
u(x) = s * u(x) = x(s/%)
(Ec. 19)

u(x) = x * CV /100 (Ec.

20)

u(x) = ﬁ (Ec. 21)
Para 95 0 99,7%

Fuente. Lemes, L. 2001.

5. Espectrofotometria de UV-Vis

5.1 Generalidades

La espectroscopia de UV-Vis utiliza la radiacion del espectro electromagnético, cuya

longitud de onda esta comprendida entre 100 y los 800 nm (energia comprendida
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entre las 286 y 36 kcal mol-1) y su efecto sobre la materia es producir transiciones
electronicas entre los orbitales atdmicos y/o moleculares de la sustancia. En algunos
casos, los efectos y la deteccidén pueden llegar al IR cercano (800 — 900 nm). En la
espectroscopia UV-Vis, una especie quimica (en general una molécula, aunque
puede tratarse de una especie monoatomica, un ion o un complejo) absorbe UV-
Vis, y la energia adquirida por el sistema causa la transicion de un electron de un
estado basal o fundamental (EF) a uno excitado (EE). La energia de la transicion
estéa relacionada con la longitud de onda de la radiacion a través de la ecuacion de
Planck.

Un grafico o representacion de la respuesta del sistema en funcion de la longitud de
onda o frecuencia se denomina espectro. En general en los espectros UV-Vis, se
observa una sefial debida a cada transicion electronica del EF al EE. Los atomos
dan lineas agudas, mientras que las moléculas poliatbmicas dan sefales en forma
de bandas puesto que la absorcidn de luz involucra también energia suficiente para
causar cambios en energia vibracional y rotacional de cada uno de sus estados
electrénicos en el EE, tal como ocurre cuando se irradia al EF con luz infrarroja. En
este caso, se originan lineas de absorcion de diferentes intensidades que no se
resuelven con la aparicion de un continuo o banda. Para una sustancia determinada,
la longitud de onda a la cual se produce el maximo de absorbancia en el espectro
se conoce como Amax.

La sefal espectral permite, por un lado, identificar algunos grupos funcionales

presentes en las moléculas y, por el otro, estimar la concentracion de una sustancia.
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La espectrometria es la técnica espectroscOpica usada para evaluar la
concentracion de una especie y utiliza un instrumento llamado espectrémetro.

En el caso de la espectrometria que utiliza fotones (UV-Vis, IR), se suele llamar
espectrofotometria.

Para la medicion de la intensidad de la absorcidén se usan espectrofotdmetros en los

cuales se pueden medir la absorbancia o la transmitancia.

5.2 Ley de Lambert — Beer

La base de la espectrometria de UV-Vis y su uso en el andlisis cuantitativo estan
dados por la relacion conocida como ley de Lambert Beer, que establece que la
absorbancia de una solucion es directamente proporcional a la concentracion de
analito en esa solucién. Por lo tanto, puede emplearse para determinar la
concentracion de un compuesto en una solucion. La longitud de onda A de absorcion
de la luz es especifica de cada cromadforo.

Cuando una luz de radiacion UV-Vis atraviesa una solucién que contiene un analito
absorbente, la intensidad (I), que atraviesa la muestra es menor que la del haz
incidente (lo). La fraccién de radiacion que ha traspasado la muestra se denomina
transmitancia (T= I/lo). La transmitancia T esté relacionada con la absorbancia (A)

de acuerdo a la siguiente expresion:
A = -logT = -log (IL) (Ec.22)
0

Por aspectos practicos, para las mediciones se usa la absorbancia (A) en lugar de
la transmitancia (T), debido a que, de acuerdo a la ley de Lambert —Beer, A esta
linealmente relacionada con la concentracion del analito absorbente a una

determinada longitud de onda:
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A = -logio (Ii) = ecl (Ec.23)

0

Donde:

A: absorbancia medida.

I: intensidad de la luz transmitida.

lo: intensidad de la luz incidente.

¢: coeficiente de absorcion molar, caracteristico de cada sustancia absorbente
a cada longitud de onda.

I: longitud del camino 6ptimo (distancia que atraviesa la luz dentro de la muestra).

C: concentracion de la sustancia absorbente (mol/L).

5.3 Instrumentacion

El instrumento usado en la espectrofotometria UV-Vis se denomina
espectrofotometro UV-Vis, y permite comparar la radiacion absorbida o transmitida
por una solucién que contiene una cantidad desconocida de soluto de una que
contiene una cantidad conocida de la misma sustancia. Se mide la transmitancia de
la muestra que se expresa habitualmente como porcentaje (%T) o bien Absorbancia

A.

5.3.1 Partes basicas del espectrofotémetro.

El equipo se compone generalmente de una fuente de luz (por lo general una
lampara incandescente de tungsteno para las longitudes de onda en el rango visible,
0 una lampara de arco de deuterio en el ultravioleta), un soporte para la muestra,

una red de difracciobn o monocromador para separar las diferentes longitudes de
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onda de la luz, y un detector. El detector suele ser un fotodiodo o un CCD. (Litter et

al, 2009).

6. NORMATIVIDAD

En Colombia la norma estipulada para la calidad de agua regida por la Resolucion
2115 de 2007, en la cual se sefialan caracteristicas, instrumentos basicos y
frecuencias del sistema de control y vigilancia para la calidad del agua para
consumo humano, estipula que la concentracién méxima permisible de Nitritos es

de 0.1 mg/L y para Nitratos 10 mg/L. (Minambiente, 2007).

7. METODOLOGIA

7.1 Materiales
- Erlenmeyeres, 250 mL, SCHOTT Duran

- Probetas de 100 mL, In 20°C +/- 1 mL

- Probetas de 250 mL, In 20 °C +/- 1 mL

- Pipeta graduada de 1 mL, Ex 20 °C +/- 0.001mL

- Pipeta graduada 5 mL, Ex 20 °C +/- 0.005mL

- Pipeta graduada 10 mL, Ex 20 °C +/- 0.05mL

- Pipeta graduada 25 mL, Ex 20 °C +/- 0.05mL

- Pipeta graduada 50 mL, Ex 20 °C +/- 0.05mL

- Balones aforados de 1L, LMS, Ex 20 °C +/- 0.004mL

- Balones aforados de 100 mL LMS, Ex 20 °C +/- 0.1mL
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Transferpipeta, (100-1000)uL
Transferpipeta, (10-100)uL
Frasco lavador

Beakers de 50 mL

Beakers de 500 mL

Beakers de 1000 mL
Termometro de 100°C

Termoémetro 250°C

7.2 Equipos

Balanza analitica OHAUS Pioneer
Horno Binder

Espectrémetro ultravioleta visible UV-VIS (GENESYS™ 10S)

- pH-metro METROHM 691

7.3 Reactivos

Solucién estandar de Nitrato 1000 ppm
Solucién estandar de Nitrito 2000 ppm

Agua libre de nitrito

Agua libre de nitrato

Acido fosforico, HaPOa, 85 %

Sulfanilamida

Diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina
Acido sulfurico,H2S0a, concentrado 95-97 %,

Acido clorhidrico, HCI, 1N
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7.4 Estandarizacion del método

Para la determinacion de nitrégeno se sigui6 los procedimientos establecidos en el

Standard Methods for Examination of Water and Wastewater. 2017.; métodos

propuestos para la determinacion de nitritos y nitratos.

7.4.1 Preparacion de reactivos

Nitritos

Patrones de calibracion: Se prepararon a partir de la solucién estandar por
dilucion en serie. Los patrones de calibracion que se prepararon tuvieron
concentraciones de 0.00mg/L, 0.010 mg/L, 0.025 mg/L, 0.500 mg/L, 1.000
mg/L, 2.000 mg/L.

Reactivo colorante: a 800 mL de agua se le adicionaron 100 mL de acido
fosforico HsPOs4 al 85%; 10g de sulfanilamida. Luego de disolver
completamente la sulfanilamida se agreg6 1g de diclorhidrato de N-(1-natftil)-
etilendiamina. Al estar completamente mezclado se diluyé hasta 1 L con agua
destilada.

Curvade calibrado: se realizo la curva de calibracion con los 6 patrones de
calibracion previamente preparados y un blanco, cada analisis se hara por

triplicado.
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Se grafico la concentracion vs absorbancia de cada patrén para definir visualmente

el intervalo lineal.

e Analisis de Nitritos

Tratamiento de las muestras

Para el andlisis de Nitritos, se recolectaron muestras de agua natural (escorrentia
de la troncal terminal de transporte de monteria) y residual (registro final-salida

Unicor) y se refrigeraron a 4°C, sin la adicién de reactivos.
Analisis de muestras

Se midieron 50 ml de muestra y se transvasaron a un Erlenmeyer de 250 ml,
posteriormente se afiadio 2,00 ml de solucién colorante, seguidamente se agit6 la
solucion. Se pasé una pequefia porcion a la cubeta del fotbmetro de UV-VIS y se

midio la absorbancia entre 10 minutos y 2 horas a 543 nm.

Nitratos

- Patrones de calibracion: Se prepararon a partir de la solucién estandar por
dilucion en serie. Los patrones de calibracion que se prepararon tuvieron
concentraciones de 0.00mg/L, 0.50 mg/L, 1.00 mg/L, 2.00 mg/L, 3.00 mg/L,
5.00mg/mL, 7.00mg/L.

- Curva de calibrado: se realizara la curva de calibracion con los 7 patrones
de calibracién previamente preparados y un blanco, cada analisis se hara por

triplicado.
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Se graficé la concentracidbn vs absorbancia de cada patron para definir

visualmente el intervalo lineal.

e Andlisis de Nitratos

Tratamiento de las muestras

Para el analisis de Nitratos, se recolectaron muestras de agua potable (grifo Unicor),
natural (escorrentia de la troncal terminal de transporte de monteria) y residual

(registro final-salida Unicor) y se refrigeraron a 4°C, sin la adicion de reactivos.

Analisis de muestras

Se midieron 50 ml de muestra y se transvasaron a un Erlenmeyer de 250 ml,
posteriormente se afiadiol ml de solucion HCI 1N, seguidamente se agitd la
solucion. Se pasé una pequefia porcion a la cubeta del fotbmetro de UV-VIS y se

midio la absorbancia a 220 y 275 nm respectivamente.

7.5 EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION

7.5.1 Linealidad e Intervalo lineal

Para evaluar la linealidad, se prepararon 6 soluciones patrones a partir de la
solucién estandar de nitritos 1000 mg/L, que comprendi6 valores entre 0,00 y 2,00
mg/L de nitrato y, 6 patrones a partir de la solucién estandar de nitratos 1000mg/L,
que comprendi6é valores entre 0,00 y 7,00 mg/L. cada nivel de concentracion se
analizé bajo las mismas condiciones de trabajo. Seguidamente se construy0 una
curva de para la determinacion del intervalo lineal, con los valores de la absorbancia

obtenidos en funcidn de las concentraciones en mg/L de las soluciones patrones.
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Se tomo visualmente la linealidad a partir de la curva de calibrado ya mencionada.
Se calculo la pendiente, el intercepto, el coeficiente de correlacion, coeficiente de
determinacién, varianza de la pendiente, varianza de los residuales, asi como
también se aplicé un test de significacion estadistica de la desviacion estandar de
la pendiente, test de determinacion de correlacion lineal, finalizando con un analisis
de la variancia (ANOVA) sin antes cumplir los supuestos de homogeneidad de

varianza y normalidad de los residuales.

Intervalo lineal

Se estableci6 a partir de la curva de calibracion, donde se observo linealidad.

7.5.2 Limites de Deteccidon

Nitritos

7.5.2.1 Limite de deteccidon instrumental

Se prepararon 6 blancos independientes, tomando 50,00 mL de agua destilada,
con la posterior adicién de 2,00 mL de solucion colorante y se analizaron a 540 nm,
se calculo la desviacidon estandar y se hall6 el limite de deteccion instrumental con

la siguiente ecuacion:

LDI = 1,645*S,  (Ec.24)

Sb: Desviacion estandar de los blancos (como concentracion)

7.5.2.2 Limite de deteccion del método
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Se prepararon y se analizaron 6 réplicas para nitritos y 10 réplicas para nitratos de
una concentracion cuatro veces mayor al limite de deteccion instrumental. Luego se
hall6 la concentracion promedio, posteriormente se reemplazaron los datos en la

(Ec 6), Con un t-student del 99% de confianza para un n-1.

7.5.2.3 Limite de cuantificacién

Se tomo como el primer punto de la curva de calibrado.

Nitratos

Limite de deteccidén instrumental

Se prepararon 10 blancos independientes, tomando 50,00 mL de agua destilada,
con la posterior adicion de 1,00 mL de solucion HCI 1N y se analizaron a 540 nm,

se calculo la desviacion estandar y se hallé el limite de deteccion instrumental.

Para el calculo de limite de deteccion del método y de cuantificacion, se procedio

igual que en los célculos de nitritos.

7.5.4 Precisién

Se evalué la repetibilidad y la reproducibilidad en tres niveles de concentracion que

cubrieron el intervalo lineal.

Repetibilidad: Se analizaron 6 réplicas de estandares (baja, media y alta
concentracion) respecto al rango lineal que se obtuvo a partir de la linealidad, el
procedimiento analitico se aplico bajo las mismas condiciones de operacion (mismo
dia, analista, equipo y reactivos). Se determiné el coeficiente de variacién y los

intervalos de confianza a cada nivel de concentracion estudiado.
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Para establecer si la concentracion no afecta la variabilidad de los resultados se

aplico un test de Cochran.

52

Gexp = mz%?"“ (Ec.25)
Donde:
S?: Varianza de cada grupo k
SZ axima - Varianza maxima de los grupos k

Reproducibilidad: Se analizaron 6 réplicas de estandares (baja, media y alta
concentracion) respecto al rango lineal que se obtuvo a partir de la linealidad, el
procedimiento analitico se aplic6 bajo diferentes condiciones de operacion
(diferente analista, diferente dia, mismo equipo y mismos reactivos). Se determiné
la reproducibilidad como el coeficiente de variacion. Se compararon las medias de
la medidas en los diferentes dias mediante una prueba t, para determinar si existe

diferencia significativa al nivel de confianza de 95% (0=0.05).

|X1—X>|

s (nil+n—12)

( Ec.26)

{calc =

Donde:

X1: media de medidas dia 1
X2: media de medidas dia 2
ni: numero de medidas dia 1

n1: nUmero de medidas dia 2
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S: viene dada por

7.5.5 Exactitud

2 = (-1)St+(n-1)s3

S

(Ec.27)

N1 +ny-2

Se prepararon y se analizaron por triplicado estdndares a tres niveles de

concentracion (bajo, medio y alto) que cubrieron el intervalo lineal, a estos se les

calculo el porcentaje de error dado por la (Ec. #7).

Para determinar el porcentaje de recuperacion, se doparon muestras de agua

natural, potable y residual de concentracion desconocidas con cantidades

conocidas de patrén de nitratos y, muestras de agua natural y residual para nitrito,

este procedimiento se realizé a tres niveles de concentracion. Para la determinacion

del porcentaje de recuperacion se tuvo en cuenta la (Ec. #8).

7.5.6 Incertidumbre

Se establecio todas las fuentes de incertidumbre usadas en todo el proceso, de

acuerdo a al diagrama de causa — efecto

Material de referencia Precisién n
certificado muestras
Curva de Lectura
calibrado del blanco
Repetibilidad
Diluciones 4 —| Pureza /
¢ Reproducibilidad
Respuesta del
instrumento Concentracion de
. . . nitritos y nitratos
Calibracidn de la pipeta Volumen de la pipeta
Diferencia de \ Repetibilidad de la pipeta
Factor de temperatura
dilucién Dilucion

/ Repetibilidad del matraz

-

Diferencia de temperatura

41



Calibracién del matraz
Volumen del matraz

Figura 2. Fuentes de incertidumbre involucradas en el método de medicién para
Nitritos y Nitratos.

7.5.7 Cuantificacién de las fuentes de incertidumbre

Las fuentes que hacen parte de la incertidumbre del método son:

e Incertidumbre de la curva de calibracion.

¢ Incertidumbre del material de referencia certificado.

¢ Incertidumbre debido a la repetibilidad y reproducibilidad.

e Incertidumbre debido a la preparacién de los estandares.

e Incertidumbre debido a la alicuota del estandar.

e Incertidumbre de la medicién de la alicuota de la muestra

e Incertidumbre debido a la preparacion y medicion del volumen del reactivo
colorante.

Se utilizaron las ecuaciones 13, 14, 15 para calcular la incertidumbre de las
mediciones que se asociaron a todas las fuentes sefialadas. Se calcul6 el cuadrado
de la incertidumbre obtenida, posteriormente se hallé la incertidumbre total
combinada con la (Ec. 15) y finalmente se obtuvo la incertidumbre final expandida,
con un nivel de confianza aproximadamente del 95%, con un factor de cobertura

k=2.

42



8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 NITRITOS

8.1.1 Linealidad e intervalo lineal

Para evaluar la linealidad se analizaron las soluciones de calibracion, las cuales
comprenden concentraciones de 0.00 mg/L, 0,01 mg/L, 0,03 mg/L, 0,50 mg/L, 1,00

mg/L, 2,00 mg/L de NO; y se obtuvieron las absorbancias de cada una de ellas. (Ver

anexo A)

La tabla 4 muestra las concentraciones maximas y minimas del intervalo lineal y las
absorbancias de cada una de ellas, para el andlisis de nitritos, cada nivel de

concentracion fue preparado por dilucion a partir de una soluciéon de 10 mg/L que

parte de una solucion estandar de 1000 mg/L de NO;.

Tabla 4. Datos para la determinacion del rango lineal de nitritos

Concentracion (mg/L) Absorbancia promedio
0,00 0,001
0,01 0,012
0,03 0,023
0,50 0,447
1,00 0,887
2,00 1,753

43




2,000
1,800
1,600
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Concentracién en mg/L de NO, N/L

y =0,8791x + 0,0026
RZ=1

Absorbancia (nm)

Figura 3. Determinacion del intervalo lineal para nitritos

De la grafica obtenida se puede observar que el intervalo de trabajo comprende

valores que van desde 0,01 mg/L hasta 2,00 mg/L.

Se hizo un andlisis de la curva de calibrado y se obtuvo la ecuacion de la recta de

laformayY = A + Bx

A =0,0026
B=0,8791

Obteniéndose la ecuacion

Y =0,8791 X + 0,0026  (Ec.28)

Se encontré6 que el coeficiente de correlacion es r = 1 y el coeficiente de
determinacién es r> = 1, lo que indica una alta correspondencia entre la
concentracion y la sefial analitica obtenida de las determinaciones realizadas con
un 95% de confiabilidad.

Primeramente, se hizo un test de rechazo para descartar los datos anomalos,
utilizando el contraste de Grubbs, encontrandose que no existen datos anémalos,
debido a que Tcalculado < Ttablas., POr consiguiente se acepta la hipétesis nula, Ho: No

hay datos atipicos en la muestra. Ver la tabla 5.
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Tabla 5. Test de rechazo para linealidad de nitritos

Contrastes de
Grubbs

T( valor minimo)

T(valor maximo)

T(tabla n:6 a: 0,05)

0,74

1,77

2,29

Se evaluaron los datos obtenidos mediante la prueba de Grubbs para rechazo de
datos atipicos. Se observa que los T calculados, tanto como para el valor minimo
como maximo son menores al valor T critico de 2,29, por lo que no se rechaza

ningun dato.
8.3 Limite de deteccion y cuantificacion

Para la determinacién del limite de deteccion del método se analizaron 6 blancos
independientes y se calcul6 desviacién estdndar de las concentraciones y se

reemplazé en la ecuacion 6.

Tabla 6. Determinacion del limite de deteccién del método para nitritos

LIMITE DE DETECCION DEL METODO
BK
Absorbancia Concentracion
0,000 0,00
0,001 0,00
0,000 0,00
0,001 0,00
0,001 0,00
0,000 0,00
S 0,0004
Promedio 0,003
LDM 0,002

A partir de los datos anteriores se calculd el limite de deteccion instrumental
haciendo uso de la ecuacion 6.

Tabla7 .determinacion del Limite de deteccién instrumental para nitritos
Limite de deteccion instrumental
S 0,0004
LDI 0,001

Para la determinacién del limite de cuantificacién se analizaron 6 réplicas a una

concentracion de 0,01 mg/L.
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Tabla 8.determinacion del limite de cuantificacion del método para nitritos

Absorbancia Concentracion
0,012 0,011
0,011 0,010
0,012 0,012
0,012 0,012
0,011 0,011
0,010 0,010

Promedio 0,010
S 0,0009
LCM 0,010

8.1.2 Precisioén

Repetibilidad
Se avaluo a tres niveles de concentracion por triplicado independientemente, por

el mismo analista, el mismo, ver tabla 9.

Tabla 9. Repetibilidad para nitritos

Concentracion Estandar bajo Estandar medio Estandar alto [1,60
[0,05 mg/L] [1,00 mg/L] mg/L]
[mg/L promedio 0,05 1,05 1,62
calculada]
Coeficiente de 6,38 7,49 5,13
variacion (%cv)

Teniendo en cuenta la tabla 9, se definié este parametro en términos de porcentaje

de coeficiente de variacion (%CV) para los tres niveles de concentracion (Bajo: 6,38

%; Medio: 7,49 %; Alto: 5,13 %). Segun la tabla 9, se observa que los coeficientes

de variacién estan por debajo de los limites establecidos por la AOAC, para un nivel

de concentracion préximo a 1 ppm se acepta como coeficiente de variacion 6,38 y

7,49%, teniéndose en cuenta que para la concentracion de 1,6 ppm se podria

aceptar como limite el valor 5,13 %, y también se encuentran por debajo del 10%,

valor establecido por el IDEAM por lo tanto se cumplen con las especificaciones

establecidas.(ver datos completos tabla D1).




Reproducibilidad

Para evaluar la reproducibilidad se tomaron los datos de la evaluacion de la
repetibilidad como analista 1, dia 1 y se hicieron andlisis a los mismos tres niveles
de concentracion en diferentes dias (dia 2) y diferente analista (Analista2).Ver la

tabla 10.

Tabla 10. Reproducibilidad nitritos

Analistas Estandar bajo Estandar medio Estandar alto
[0,05 mg/L] [1,00 mg/L] [1,60 mg/L]
Concentracion
promedio analista 0,05 1,05 1,62
1
Concentracion
promedio analista 0,05 0,97 1,65
2
CV (%) 6,12 7,76 5,15

La reproducibilidad definida como coeficiente de variacion (%CV), evaluada a tres
niveles de concentracion baja, media y alta con 6,12 %, 7,76 % y 5,15%
respectivamente, cumple con las especificaciones establecidas por la AOAC, y

ademas estan por debajo del 10% segun el IDEAM.

Se comparé las medias de cada nivel de concentracion en dias diferentes, a partir
de un test de t-Student usando la (Ec. 26) para un nivel de significancia de 0.05, con

(n, + n, — 2) grados de libertad. Ver la tabla 11.

Tabla 11. Prueba de Grubbs para rechazo de datos atipicos — nitritos

Estandar Estandar bajo Estandar medio Estandar Alto
[0,05 mg/L] [1,00 mg/L] [1,60 mg/L]
T de rechazo de datos 1,77 1,68 1,78
( valor minimo )
T de rechazo de datos 1,38 1,40 1,63
(valor maximo )
T rechazo al 95% 2,29 2,29 2,29

Se evaluaron los datos obtenidos mediante la prueba de Grubbs para rechazo de
datos atipicos. Se observa que los T calculados, tanto como para el valor minimo
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como méaximo son menores al valor T critico de 2,29, por lo que no se rechaza

ningun dato

8.1.3 Exactitud

Porcentaje de Error
Se determind la exactitud utilizando estandares a tres niveles de concentracion y

expresada como porcentaje de error. Ver la tabla 12.

Tablal2. Porcentaje de error nitritos

Analistas Estandar bajo Estandar medio Estandar alto [1,60
[0,05 mg/L] [1,00 mg/L] mg/L]
Concentracion
promedio analista 0,05 1,05 1,62
1
Error (%) 0,58 4,93 1,38
Concentracion
promedio analista 0,05 0,97 1,65
2
Error (%) 0,93 3,04 3,33

Los porcentajes de error son menores al 10%, valor aceptado por el IDEAM.
A un nivel de concentracion mas alto, se observé un valor mayor en cuanto a los

demas niveles.

Porcentaje de Recuperacion

Se determind la concentracién de nitritos a muestras de agua natural, potable y
residual, sin adicionados y con adicionados de 0,40 mg/L para el estandar bajo y
1,00 mg/L para el estandar alto. Luego se calcul6 el porcentaje de recuperacion

obteniendo los siguientes resultados.
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Tabla 13. Porcentaje de recuperacion nitritos

Recuperacion Agua Agua Agua Agua Agua Agua
entre natural natural potable potable residual residual
analistas adicionado | adicionado | adicionado | adicionado | adicionado | adicionado
bajo alto bajo alto bajo alto
%
Recuperacion 115,0 118,6 100,0 101,8 87,0 115,0
analista 1
%
Recuperacion 110,9 118,7 98,0 101,5 83,0 113,0
analista 2

Se obtuvo mejores valores en porcentajes de recuperacion para el agua potable
gue para el agua natural y residual, por otra parte, las matrices de agua natural y

residual mostraron valores mayores de recuperacion en los adicionados altos.

Mientras tanto los porcentajes de recuperacion en los dos tipos de agua estan
dentro de los limites establecidos por la AOAC (80% —110%). (Ver Anexo D).

8.1.4 Incertidumbre

Con el objetivo de establecer las contribuciones a la incertidumbre del método de
analisis de nitritos por espectrofotometria de UV-VIS, esta se calculo a tres niveles
de concentracion: baja, media, alta. Se utilizé una plantilla realizada en el programa
Excel obteniéndose la incertidumbre de 0,05 *+ 0,028 mg/L para nivel bajo, 1,00 +
0.038 mg/L para nivel medio y 1,60 £ 0.060 mg/L para nivel alto, ver tablas 14,15y
16.
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tablal4. incertidumbre combinada total para patron bajo — nitritos

INCERTIDUMBRE COMBINADA TOTAL

nivel Bajo cuadrado FUENTES
4,03E-03 1,62E-05 IER Estandar certificado
1,55E-02 2,41E-04 IER preparacion estandar bajo
1,79E-03 3,22E-06 IER Reactivo colorante
1,03E-02 1,07E-04 IER Volumen Reactivo colorante
4,44E-03 1,97E-05 IER Medicion muestra
1,84E-02 3,37E-04 IER Repetibilidad
2,76E-01 7,59E-02 Reproducibilidad
5,62E-02 3,16E-03 curva de calibrado
Sumatoria 7,98E-02
Raiz 2,82E-01
INCERTIDUMBRE FINAL EXP 0,050
2,8E-02 0,028

El valor es reportado como

0,050 + 0,028

Tabla 15. incertidumbre combinada total para patrén medio
— nitritos

INCERTIDUMBRE COMBINADA TOTAL

nivel medio cuadrado FUENTES
4,03E-03 1,62E-05 IER Estandar certificado
1,42E-02 2,01E-04 IER preparacion estandar medio
IER Reactivo
1,79E-03 3,22E-06 colorante
1,03E-02 1,07E-04 IER Volumen Reactivo colorante
IER Maedicion
4,44E-03 1,97E-05 muestra
1,76E-03 3,09E-06 IER Repetibilidad
9,28E-04 8,62E-07 Reproducibilidad
2,72E-03 7,40E-06 curva de calibrado
Sumatoria 3,58E-04
Raiz 1,89E-02
INCERTIDUMBRE FINAL EXP 1,000
3,8E-02 0,038

El valor es reportado como

1,000 + 0,038
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Tabla 16. incertidumbre combinada total para patron alto

INCERTIDUMBRE COMBINADA TOTAL

nivel alta cuadrado FUENTES
4,03E-03 1,62E-05 IER Estandar certificado
1,33E-02 1,77E-04 IER preparacion estandar medio
IER Reactivo
1,79E-03 3,22E-06 colorante
1,03E-02 1,07E-04 IER Volumen Reactivo colorante
IER Medicion
4,44E-03 1,97E-05 muestra
4,46E-03 1,99E-05 IER Repetibilidad
1,94E-03 3,76E-06 Reproducibilidad
2,07E-03 4,27E-06 curva de calibrado
Sumatoria 3,51E-04
Raiz 1,87E-02
INCERTIDUMBRE FINAL EXP 1,6
6,0E-02 0,060
El valor es reportado como
1,600 + 0,060

8.2 NITRATOS

8.2.1 Linealidad e intervalo lineal

Para evaluar la linealidad se analizaron las soluciones de calibracion, las cuales

comprenden concentraciones de 0,50 mg/L, 1,00 mg/L, 2,00 mg/L, 3,00 mg/L, 5,00

mg/L, 7,00 mg/L de NO3 y se obtuvieron las absorbancias de cada una de ellas. (Ver

anexo H)

La tabla 17 muestra las concentraciones maximas y minimas del intervalo lineal y

las absorbancias de cada una de ellas, para el analisis de nitratos, cada nivel de

concentracion fue preparado por dilucion a partir de una solucion estandar de 1000

mg/L de NO3.
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Tabla 17. Datos para la determinacion del rango lineal de Nitratos

Concentracion (mg/L) Absorbancia promedio
0,50 0,027
1,00 0,052
2,00 0,117
3,00 0,175
5,00 0,300
7,00 0,415

0,450
0,400
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000

y =0,0603x - 0,0048
R?=0,9997

Absorbancia en nm

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
Concentracién en mg/L NO; N/L

Figura 4. Determinacion del intervalo lineal para nitratos

De la gréfica obtenida se puede observar que el intervalo de trabajo comprende
valores que van desde 0,50 mg/L hasta 7,00 mg/L.

Se hizo un andlisis de la curva de calibrado y se obtuvo la ecuacion de la recta de
la formaY =Bx - A

A =0,0048
B =0,0603

Obteniéndose la ecuacion
Y =0,0603 X - 0,0048 (Ec.29)

Se encontré que el coeficiente de correlacion es r = 0,9999 y el coeficiente de

determinacion es r? = 0,9997, lo que indica una alta correspondencia entre la
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concentracion y la sefal analitica obtenida de las determinaciones realizadas con
un 95% de confiabilidad.

Primeramente, se hizo un test de rechazo para descartar los datos andmalos,
utilizando el contraste de Grubbs, encontrandose que no existen datos anémalos,
debido a que Tcalculado < Ttablas., POr consiguiente se acepta la hipétesis nula, Ho: No

hay datos atipicos en la muestra. Ver la tabla 18.

Tablal8. Test de rechazo — nitratos

Contrastes de | T(valor minimo) T(valor méximo) T( tabla n:6 a= 0,05)

Grubbs 1,02 1,55 2,23

8.2.3 Limite de deteccidn y cuantificacion

Para la determinacion del limite de deteccién del método se analizaron 10 blancos
independientes y se calculd desviacion estandar de las concentraciones y se
reemplazé en la ecuacion 6.

Tabla 19. Determinacion del limite de deteccidon del método- nitratos
LIMITE DE DETECCION DEL METODO

BK
Absorbancia Concentracion

0,003 0,13
0,001 0,10
0,000 0,08
0,002 0,11
0,002 0,11
0,003 0,13
0,001 0,10
0,001 0,10
0,000 0,08
0,000 0,08

S 0,0192
Promedio 0,10
LDM 0,054
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A partir de los datos anteriores se calculé el limite de deteccion instrumental
haciendo uso de la ecuacion 6.
Tabla 20.determinacion Limite de deteccion instrumental — nitratos

Limite de deteccion instrumental

S 0,0192

LDI 0,032

Para la determinacién del limite de cuantificacion se analizaron 10 réplicas a una
concentracion de 0,5 mg/L.

Tabla 21.determinacion del limite de cuantificacion del método — nitratos

Absorbancia Concentracion
0,026 0,53
0,025 0,48
0,023 0,53
0,028 0,54
0,024 0,48
0,029 0,46
0,027 0,53
0,030 0,51
0,026 0,54
0,024 0,49

Promedio 0,51
S 0,0297
LCM 0,51

8.2.4 Precision

Repetibilidad
Se avalué a tres niveles de concentracion por triplicado independientemente, por

el mismo analista, el mismo, ver tabla 22.

Tabla 22. Repetibilidad — nitratos

Concentracion

Estandar bajo

Estandar medio

Estandar alto

variacion (%cv)

[1,00 mg/L] [3,00 mg/L] [5,00 mg/L]
[mg/L promedio 1,10 3,01 5,04
calculada]
Coeficiente de 1,39 1,89 1,13
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Teniendo en cuenta la tabla 22, se definié este parametro en términos de porcentaje
de coeficiente de variacién (%CV) para los tres niveles de concentracién (Bajo: 1,39
%; Medio: 1,98 %; Alto: 1,13 %). Segun la tabla 22, se observa que los coeficientes
de variacion estan por debajo de los limites establecidos por la AOAC, para un nivel
de concentracién préximo a 1 ppm se acepta como coeficiente de variacion 1,39 %,
teniéndose en cuenta que para la concentracion de 3,00 y 5,00 ppm se podria
aceptar como limite el valor de 1,98 y 1,13 %, y también se encuentran por debajo
del 10%, valor establecido por el IDEAM por lo tanto se cumplen con las

especificaciones establecidas.(ver datos completos tabla K1).

Reproducibilidad

Para evaluar la reproducibilidad se tomaron los datos de la evaluacion de la
repetibilidad como analista 1, dia 1 y se hicieron analisis a los mismos tres niveles
de concentracion en diferentes dias (dia 2) y diferente analista (Analista2).Ver la
tabla 23.

Tabla 23. Reproducibilidad — nitratos

Analistas Estandar bajo Estandar medio Estandar alto
[0,05 mg/L] [1,00 mg/L] [1,60 mg/L]
Concentracion
promedio analista 1,10 3,01 5,04
1
Concentracion
promedio analista 1,08 2,98 5,00
2
CV (%) 2,46 2,59 1,55

La reproducibilidad definida como coeficiente de variacion (%CV), evaluada a tres
niveles de concentracion baja, media y alta con 2,46 %, 2,59 % y 1,55 %
respectivamente, cumple con las especificaciones establecidas por la AOAC, y

ademas estan por debajo del 10% segun el IDEAM.

Se comparo las medias de cada nivel de concentracion en dias diferentes, a partir

de un test de t-Student usando la (Ec. 26) para un nivel de significancia de 0.05, con
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(n, + n, — 2) grados de libertad, se obtuvo que, todos los t-experimentales son

menores a los t-tablas, por lo tanto no hay diferencia significativa entre las dos

medias para cada nivel de concentracién. Ver la tabla 24.

Tabla 24. Prueba de Grubbs para rechazo de datos atipicos — nitratos

Estandar Estandar bajo Estandar medio Estandar Alto
[0,05 mg/L] [1,00 mg/L] [1,60 mg/L]
T de rechazo de datos 1,77 1,68 1,78
(valor minimo)
T de rechazo de datos 1,38 1,40 1,63
(valor méximo )
T rechazo al 95% 2,29 2,29 2,29

Se evaluaron los datos obtenidos mediante la prueba de Grubbs para rechazo de
datos atipicos. Se observa que los T calculados, tanto como para el valor minimo

como maximo son menores al valor T critico de 2,29, por lo que no se rechaza

ningun dato.

8.2.5 Exactitud

Porcentaje de Error

Se determind la exactitud utilizando estandares a tres niveles de concentracion, 1,00

mg/L para el nivel bajo, 3,00 mg/L para el nivel medio y 5,00 mg/L para el nivel alto,

y expresada como porcentaje de error. Ver la tabla 25.

Tabla 25. Porcentaje de error — nitratos

Analistas Estandar bajo Estandar medio Estandar alto
[1,00 mg/L] [3,00 mg/L] [5,00 mg/L]
Concentracion
promedio analista 1,10 3,01 5,04
1
Error (%) 9,82 0,20 0,70
Concentracion
promedio analista 1,08 2,98 5,00
2
Error (%) 8,16 0,54 0,07
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El nivel bajo presento6 un porcentaje de error mayor a los niveles medio y alto, debido
a errores que hacen parte de la preparacion de la solucion a esa concentracion. Los

porcentajes de error son menores al 10%, valor aceptado por el IDEAM.

Porcentaje de Recuperacion

Se determiné la concentracion de nitratos a muestras de agua potable y residual,
sin adicionar y con adiciones de 1,00 mg/L para el nivel bajo, 3,00 mg/L para el nivel
alto, luego se calculd el porcentaje de recuperacion obteniendo los siguientes
resultados. Para muestras de agua natural se trabajaron adicionados de 3,00 mg/L

para el nivel bajo y 5,00 mg/L para el nivel alto.

Tabla 26. Porcentaje de recuperacion — nitratos

Recuperacion Agua Agua Agua Agua Agua Agua
entre natural natural potable potable residual residual
analistas adicionado | adicionado | adicionado | adicionado | adicionado | adicionado
bajo alto bajo alto bajo alto
%
Recuperacion 96,6 97,0 101,7 100,3 100,1 89,6
analista 1
%
Recuperacion 97,5 96,1 106,2 101,4 92,3 94,7
analista 2

Se obtuvo mejores porcentajes de recuperacion en el agua potable, para el nivel
alto mostro un buen porcentaje de recuperacion. Mientras tanto los porcentajes de
recuperacion en los tres tipos de agua estan dentro de los limites establecidos por
la AOAC (80% —110%). Ver Anexo D.
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8.2.6 Incertidumbre

Con el objetivo de establecer las contribuciones a la incertidumbre del método de
analisis de nitritos por espectrofotometria de Uv-vis, esta se calculd a tres niveles
de concentracion: baja, media, alta. Se utilizo una plantilla realizada en el programa
Excel obteniéndose la incertidumbre de 1,00 £ 0,05 mg/L para nivel bajo, 3,00 £

0.14 mg/L para nivel medio y 5,00 + 0,23 mg/L para nivel alto, ver tablas 27,28 y 29.

Tabla 27. Incertidumbre combinada total para patron bajo — nitratos

INCERTIDUMBRE COMBINADA TOTAL

nivel Bajo cuadrado FUENTE
5,76,E-03 3,32,E-05 1Inc MRC
1,59E-02 2,54E-04 IER preparacion estandar Bajo
4,10E-03 1,68E-05 IER Medicion alicuota muestra
1,40E-02 1,96E-04 IER HCI
8,76E-03 7,68E-05 IER Repetibilidad
6,77E-03 4,58E-05 IER Reproducibilidad
6,E-03 3,15E-05 IER Curva de calibrado
Sumatoria 6,54E-04
Raiz 2,56E-02
INCERTIDUMBRE FINAL EXP 1
5,1E-02 0,05

El valor es reportado como
1 + 0,05

Tabla 28. Incertidumbre combinada total para patréon

medio
INCERTIDUMBRE COMBINADA TOTAL
nivel medio cuadrado
5,76,E-03 3,32,E-05 Inc. MRC
1,55E-02 2,40E-04 IER preparacion estandar Medio
4,10E-03 1,68E-05 IER Medicion alicuota muestra
1,40E-02 1,96E-04 IER HCI
3,05E-03 9,29E-06 IER Repetibilidad
5,14E-03 2,64E-05 IER Reproducibilidad
IER Curva de
2,E-03 2,35E-06 calibrado
Sumatoria 5,24E-04
Raiz 2,29E-02
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INCERTIDUMBRE FINAL EXP 3
1,4E-01 0,14

El valor es reportado como
3 % 0,14

Tabla 29. Incertidumbre combinada total para patrén
alto

INCERTIDUMBRE COMBINADA TOTAL

nivel alta cuadrado

5,76,E-03 3,32,E-05 Inc. MRC

1,55E-02 2,40E-04 IER preparacion estandar Alto
4,10E-03 1,68E-05 IER Medicion alicuota muestra
1,40E-02 1,96E-04 IER HCI
3,61E-03 1,30E-05 IER Repetibilidad
3,78E-03 1,43E-05 IER Reproducibilidad
IER Curva de
9,E-04 8,10E-07 calibrado
Sumatoria 5,14E-04
Raiz 2,27E-02
INCERTIDUMBRE FINAL EXP 5
2,3E-01 0,23

El valor es reportado como
5 £ 0,23
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9. CONCLUSIONES

La metodologia utilizada para la determinacion de nitratos y nitritos resulto
apropiada, debido a que se cumplio con el objetivo de validar estos analitos,
no obstante, se comprobd la linealidad del método para el intervalo de
concentraciones que se utilizd, demostrando un elevado valor del coeficiente
de determinacién cercano a 1 para nitratos, para este caso se obtuvo un r?
de 0,9997, mientras que para nitritos el coeficiente de determinacion r? = 1,
asi como también se cumplieron todos los supuestos de la regresion lineal.
El valor del limite de deteccion del método a reportar es 0,054 mg NO3 /Ly
0,004 mg NO3 /L siendo ésta la minima concentracion que se puede detectar.
El valor del limite de cuantificacion a reportar es 0,50 mg NO3 /L, y 0,01 mg
NO3 /L siendo este el menor valor cuantificable en la curva de calibrado.

Los resultados en la precisibn mostraron que los coeficientes de variacion
en la repetibilidad y reproducibilidad son menores que 3,69 % para nitratos y
8,84% para nitritos, criterio establecido por la AOAC y menores que 10%
criterio establecido por el IDEAM, por tanto, se concluye que el método en
estudio es preciso.

La exactitud del método analitico cumple con los criterios de aceptacion de
la AOAC, por tanto, los resultados de la prueba obtenidos mediante el método
analitico a ciertas condiciones poseen una proximidad al valor verdadero.
La incertidumbre de medicion del método para la determinacién de nitratos
por el método turbidimétrico, posee valores diferentes de acuerdo a cada
nivel de concentracion, se obtuvo: 1 +0.05, 3 +£0.14, 5 + 0.23, para nivel bajo,
medio y alto respectivamente, mientras que para nitritos se obtuvo valores :
0,05 +0.028, 1 £ 0.038, 1,6 + 0.060
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10. RECOMENDACIONES

Para la correcta determinacién de nitratos y nitritos en agua natural, residual y

potable, se deben tener en cuenta las siguientes recomendaciones:

Lavar cuidadosamente todo el material a utilizar, segun el protocolo de lavado
de materiales que reposa en el laboratorio de aguas de la Universidad de
Cordoba.

Si la muestra posee una alta temperatura dejar atemperar.

Cuando las muestras presentan demasiada turbiedad, ésta se debe filtrar
previamente antes del analisis.

Estudiar algunos tipos de variables que puedan afectar los resultados, tales
como efecto del pH de la muestra, conductividad del agua destilada, con el
fin de determinar las condiciones de trabajos mas favorables.

Para nitritos la lectura de las muestras se deben realizar en el tiempo
establecido, es decir después de 10 min y antes de 2 horas como tiempo
méaximo, debido a que se puede originar una pérdida de color y afectar las

mediciones.
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12. ANEXOS



ANEXO A. EVALUACION DE LA LINEALIDAD — NITRITOS

Tabla Al. Linealidad

Concent Absorbancia Parametros estadisticos

racion Curva | Curva | Curva | Media | Desviaci | Varian | %cv | Concentracid | 9%perror

tedrica 1 2 3 on za n real en

[mg/L] estandar [ma/L]
0,00 0,001 0,002 0,000 0,001 0,0011 1,1E-06 - - -
0,01 0,012 0,011 0,013 0,012 0,0010 1,0E-06 | 8,33 0,01 6,67
0,03 0,023 0,027 0,026 0,025 0,0021 4,3E-06 | 8,22 0,03 3,34
0,50 0,447 0,427 0,438 0,437 0,0100 1,0E-04 | 2,29 0,49 1,10
1,00 0,887 0,880 0,892 0,886 0,0060 3,6E-05 | 0,68 1,01 0,53
2,00 1,753 1,762 1,764 1,760 0,0059 3,4E-05 | 0,33 2,00 0,06

ANEXO B. LIMITE DE DETECCION — NITRITOS

Tabla B1. Limite de deteccion del método — nitritos

método (LCM) estimado

Replica Absorbancia Concentracion [mg/L]
Blanco 1 0,006 0,004
Blanco 2 0,005 0,003
Blanco 3 0,005 0,002
Blanco 4 0,005 0,003
Blanco 5 0,005 0,003
Blanco 6 0,005 0,002
Concentracion promedio [mg/L] 0,003
Desv. Estandar 0,0004
% CV -
NuUmero de datos 6
Valor minimo 0,002
Valor maximo 0,004
T de rechazo de datos (valor 0,71
minimo)
T de rechazo de datos (valor 1,94
maximo)
T rechazo al 95% 2,29
Valor critico 3,36
Limite de deteccién instrumental 0,001
(LDI)
Limite de deteccién del método 0,004
(LDM)
Limite de cuantificacion del 0,004
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Tabla B2. Limite de cuantificacion — Nitritos

Replica Absorbancia Concentracion [mg/L]
Blanco 1 0,012 0,011
Blanco 2 0,011 0,010
Blanco 3 0,012 0,011
Blanco 4 0,012 0,011
Blanco 5 0,011 0,010
Blanco 6 0,010 0,008
Concentracién promedio [mg/L] 0,010
Desv. Estandar 0,0009
% CV 9,37
% Error relativo 0,91
Numero de datos 6
Valor minimo 0,008
Valor maximo 0,011
T de rechazo de datos (valor 1,63
MAaximo)
T rechazo de datos (valor maximo) 0,82
T rechazo al 95% 2,29
LCM estimado [mg/L] 0,004
LCM calculado [mg/L] 0,010
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ANEXO C. DATOS PRIMARIOS DE VALIDACION — NITRITOS

imarios

Tabla C1. Datos pr
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ANEXO D. EVALUACION DE LA EXACTITUD — NITRITOS

- Nitritos

ision

Tabla D1. Exactitud y prec
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ANEXO E. ANALISIS DE VARIANZA ANOVA- NITRITOS

ANOVA

isis

Tabla E1. Anal
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t- student

ANEXO F. TABLA DE DISTRIBUCION

Tabla F1. Distribucién t- student
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ANEXO G. INCERTIDUMBRE

Tabla G1. Incertidumbre curva de calibrado — nitritos

Nivel bajo Nivel medio Nivel alto
SXX 3,242 SXX 3,242 SXX 3,242
B1 0,8766 B1 0,8766 B1 0,8766
S 3,E-03 S 3,E-03 S 3,E-03
p 3 p 3 p 3
n 6 n 6 n 6
Conc 0,05 Conc 1 Conc 1,6
c promedio 0,589 ¢ promedio 0,589 ¢ promedio 0,589
incer combinada | 2,81E-03 incer combinada 2,72E-03 incer combinada 3,31E-03
Incer estandar 5,62E-02 Incer estandar 2,72E-03 Incer estandar 2,07E-03
Tabla G2. Incertidumbre del estandar nitritos
Incertidumbre debido a estandar de nitritos 1000 mg/L
Concentracion | p ( reporta certificado Ul UC1 IER
de la solucion de analisis)
1000 ppm 6,98E+00 4,03E+00 4,03E+00 4,0E-03
SUMA IER
4,03E-03
Tabla G3. Incertidumbre de la preparacién del estandar de 10 mg/L
Incertidumbr pll Desviacio | pl12 Uc Peso de IER | -
e calibracion n estandar sulfanilamid
de la balanza de la apara
balanza preparacion
(S) de reactivo
colorante (g)
9,66E-05 4,8E-05 0,0001 | 4,47E | 6,58E 1,3715 4,80E | -
-05 -05 -05
Incertidumbre pesaje de sulfanilamida
% pureza de X, (% U2/100 pl3 | IER6 - - -
sulfanilamida | pureza/100)
99 0,99 0,01 0,000 | 5,77E 5,83E-05 - -
1 -05

Incertidumbre pureza de sulfanilamida
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Incertidumbr 14 Desviacié | pl5 U, Peso de N- IER | - -
e calibracion n estandar (1-naftil)-
de la balanza de la etilendiamin
balanza a
(S) dihidroclora
da para
preparacion
del reactivo
combinado)
1,45E-04 7,25E-05 0,0001 4 47E | 8,52E 19,9998 4,26E | - -
-05 -05 -06
Incertidumbre peso de N-(1-naftil)-etilendiamina dihidroclorada |
Tolerancia de 20 Volumen | Difere | p21 | (Sllenadode | p(pro | U | IER
probeta tomado ncia probeta) beta) | ¢
de H3PO4 de
4 (mL) | tempe
ratura
0,5 2,89E-01 100 5 6,06E 0,0747 0,028 | 2, | 6,06
-02 3 9 | E-04
6
E
0
1
IER incertidumbre alicuota de H3PO4
% de pureza X, (% U2(report | U2/10 | p22 IER - - -
H3PO4 pureza/100) ado 0
pureza
etiqueta)
85 0,85 0,15 0,002 | 8,66E 1,02E-03 - - -
-04
IER incertidumbre pureza de H3PO4
SUMA IER
1,79E-03
Tabla G4. Incertidumbre preparacion de estandares de calibraciéon
u3
ESTANDARES (ﬁg;f) volume t(::r']’f%rrt; u14 ?2%’32 u15 l;?ézt‘;‘; uco IER
peta)
Estandar 1 0010 | 000 | 0000004 | 11506 | 0,050 | 182605 | 8.32E05 | ooy oo | 17E03 et
Estandar 2 0025 | 0125 | 0000004 | 11SE-06 | 0125 | 455E-05 | ;¢\ s | 1.58E-04 | 13E-03| &
Estandar 3 0500 | 0025 | 0000004 | 115606 | 0025 | 909E-06 | ¢ oo e | 6.12E-05 | 24k-03| o
Estandar 4 1000 | 0050 | 0,000004 | 1,15E-06 | 0,050 | 182E-05 | oo o | 8.51E-05 | 17608 A
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IER1

Estandar 5 2,000 ‘ 0,100 ’ 0,000004 ’ 1636-06 | 0100 ’ 3,64E-05 ‘ 1.85.E-04 ‘ 1.89E-04 ‘ l,9E-03‘ 9
Tabla G5. Incertidumbre aforo de estandares de calibracion
u3
ESTANDARES | Conc | Volumen | oo | y1a | X8VOl |5 Ul el uco IER
(mg/L) ml balon) Balon) balon)
Estandar 1 0,010 50 0,06 2,45E-02 50 1,29E-02 | 6,39E-03 2,84E-02 |5,7E-04 | IER22
Estandar 2 0,025 50 0,06 2,45E-02 50 1,29E-02 | 6,39E-03 2,84E-02 | 5,7E-04 | IER23
Estandar 3 0,500 50 0,06 2,45E-02 50 1,29E-02 | 6,39E-03 2,84E-02 |5,7E-04 | IER24
Estandar 4 1,000 50 0,06 2,45E-02 50 1,29E-02 | 6,39E-03 2,84E-02 |5,7E-04 | IER25
Estandar 5 2,000 50 0,06 2,45E-02 50 1,29E-02 | 6,39E-03 2,84E-02 |5,7E-04 | IER26
Tabla G6. Incertidumbre preparacion estandares de trabajo
U6(s
Conc Volumen u3 (reporte X3(Vol
SRS (mg/L) (mL) transferpipeta) S material) s . de JIER IE
Pipeta)
Alicuota  STD 0,05 0,0025 6,05E-
bajo 0,000004 1,15E-06 0,02 7,27E-06 05 6,09E-05 | 3,0E-03 | IER29
,:;;Ig;tijgta STD 1 0,05 8,32E-
0,000004 1,15E-06 0,05 1,82E-05 05 8,51E-05 | 1,7E-03 | IER30
Alicuota STD 16 008 6,05E-
Alto ’ ’ 0,000004 1,63E-06 0,08 2,91E-05 05 6,71E-05 | 8,4E-04 | IER31
Tabla G7. Incertidumbre aforo estandares de trabajo
u3
ESTANDARES conc | volumen | (reporte | uia | X8NVOl |45 | UB(Sdel | g IER
(mgl/L) balon) Balén) balon)
Alicuota STD bajo 0,05 50 ml
0,06 |245E-02| 50 1,82E-02 | 6,39E-03 | 0,031 |6,2E-04| IER32
Alicuota STD medio 1 50 ml
0,06 |245E-02| 50 1,82E-02 | 6,39E-03 | 0,031 |6,2E-04| IER33
Alicuota STD Alto 1,6 50 ml
0,06 |245E-02| 50 1,82E-02 | 6,39E-03 | 0,031 |6,2E-04| IER34

Tabla G8. Incertidumbre debido a la reproducibilidad- Nitritos

STD-0,05 | STD-1,000 | STD-1,600 o M - Natural
Residual
0,047 1,039 1,624 0,922 0,358
0,042 1,044 1,630 0,938 0,351
B 0,048 1,043 1.647 0,922 0,349
0,047 1,042 1,651 0,926 0,349
0,048 1,050 1,671 0,933 0,355
0,047 1,052 1,620 0,934 0,350
Promedio 0,047 1,045 1,641 0,929 0,352
s 0,00 0.00 0,02 0,01 0,00
%CV 4,86 0,46 1,18 074 1,04
Ucomb 854E-04 | 184E-03 | 7.32E-03 | 2,58E-03 1,38E-03
IER 1,84E-02 | 1,76E-03 | 4,46E-03 | 2,78E-03 3.92E-03

73



ANEXO H. Evaluacion de la linealidad de Nitratos

Tabla H1. Linealidad — Nitratos

Concent Absorbancia Parametros estadisticos

racion Curva | Curva | Curva | Media | Desviaci | Varian | %cv | Concentracié | 9%%error

tedrica 1 2 3 on za n real en

[mg/L] estandar [ma/L]
0,00 0,002 0,001 0,000 0,001 0,0011 1,1E-06 | - - -
0,50 0,027 0,025 0,029 0,027 0,0020 4,0E-06 | 7.41 0,53 5,55
1,00 0,052 0,050 0,053 0,052 0,0015 2,3E-06 | 2,96 0,94 6,31
2,00 0,117 0,118 0,117 0,117 0,0006 3,3E-07 | 0,49 2,03 1,31
3,00 0,177 0,176 0,173 0,175 0,0021 4,3E-06 | 1,19 2,99 0,39
5,00 0,296 0,307 0,297 0,300 0,0061 3,7E-05 | 2,03 5,06 1,13
7,00 0,415 0,414 0,416 0,415 0,0010 1,0E-06 | 0,24 6,96 0,51

ANEXO I. LIMITE DE DETECCION — NITRATOS

Tabla I1. Limite de deteccion del método- nitratos

minimo)

Replica Absorbancia Concentracion [mg/L]
Blanco 1 0,003 0,13
Blanco 2 0,001 0,10
Blanco 3 0,000 0,08
Blanco 4 0,002 0,11
Blanco 5 0,002 0,11
Blanco 6 0,003 0,13
Blanco 7 0,001 0,10
Blanco 8 0,001 0,10
Blanco 9 0,000 0,08
Blanco 10 0,000 0,08
Concentracion promedio [mg/L] 0,10
Desv. Estandar 0,0192
% CV -
Numero de datos 10
Valor minimo 0,08
Valor maximo 0,13
T de rechazo de datos (valor 1,12
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meétodo (LCM) estimado

T de rechazo de datos (valor 1,47
maximo)

T rechazo al 95% 2,29

Valor critico 99% n-1 2,82

Limite de deteccién instrumental 0,032
(LDI)

Limite de deteccion del método 0,054
(LDM)

Limite de cuantificacion del 0,192

Tabla 12. Limite de cuantificacién - nitratos

Replica Absorbancia Concentracion
[mg/L]
Blanco 1 0,026 0,51
Blanco 2 0,025 0,50
Blanco 3 0,023 0,46
Blanco 4 0,028 0,54
Blanco 5 0,024 0,48
Blanco 6 0,029 0,56
Blanco 7 0,027 0,53
Blanco 8 0,030 0,58
Blanco 9 0,026 0,51
Blanco 10 0,024 0,48
Concentracién promedio 0,51
[mg/L]
Desv. Estandar 0,0381
% CV 7,42
% Error relativo 1,90
NUmero de datos 10
Valor minimo 0,46
Valor méximo 0,58
T de rechazo de datos (valor 1,39
maximo)
T rechazo de datos (valor 1,65
Maximo)
T rechazo al 95% 2,29

75




0,192

0,514

LCM estimado [mg/L]
LCM calculado [mg/L]

ANEXO J. DATOS PRIMARIOS NITRATOS

Tabla j1. Datos primarios Nitratos
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Pendiente: 00603 Intercepto: 006
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ANEXO K. EVALUACION DE LA EXACTITUD — NITRATOS

Tabla K1. Exactitud
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ANEXO L. ANALISIS DE VARIANZA ANOVA — NITRATOS

Tabla L1. Test Anova

TABLA ANOVA DE UN FACTOR
Matriz Fuente de variacion uma de cuadrad: Grados de libertad Guadrado medio F pvalor  Valor critico para F
Entre grupos 358603 2 0,00178389 T80 0,085 955
Eb Dentro de o3 grupos f,88E-04 ] 0,00022932
Total 427E03 5
Entre grupos 1 T4E-03 2 0,00087141 027 0,778 9,55
Em Dentro de los grupos §.63E-03 3 000321047
Total 3
Entre grupos B 42E-04 2 0,00032105 007 0,937 9,55
Ea Dentro de los grupos 144002 3 0,00481571
Total 151602 5
Entre grupos 6,42E-04 2 0,00032105 0,09 037 9,55
WP Dentro de los grupes 107E-02 3 000357739
Total 1 14602 5
Entre grupos 2 29E-03 2 0,00114850 1,39 0374 9,55
MP.AD Dentro de los grupos 2 48803 3 0,00082555
Total 4TTE03 5
Entre grupos 2 75E-04 2 0,00M1375% 030 0,761 8,55
MPAa Dentro de los grupos 1 38E-03 3 000045864
Total 165603 5
Entre grupos 642604 2 0,00032 050 0,650 9,35
N Dentro dg los grupos 1 §3E-03 3 0,00064
Total 25703 3
Entre grupos § 45E-03 2 0,00472 20 0,248 9,55
WA Dentro de los grupos 6,19E-03 3 0,00206
Total 1,56E-02 5
Entre grupos 1 19E-03 2 0,00059623 0,93 0,485 9,55
M Ag Dentro de o3 grupos 193E-03 3 000064209
Total 312603 5
Entre grupos 315602 2 001573133 29 0199 8,55
R Dentro dg los grupos 1 B2E-02 3 000541184
Total 477E02 3
Entre grupos 210802 2 0,01050284 028 0172 8,55
MRL.AD Dentro de Ios grupos 1,1M1E-M1 3 003710382
Total 1 32601 5
Entre grupos 1 94E-02 2 000967728 306 0189 9,35
MR Ag Dentro de los grupos 943603 3 000316461
Total 28802 5
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ANEXO M. INCERTIDUMBRE — NITRATOS

Tabla M1. Incertidumbre curva de calibrado

Nivel bajo Nivel medio Nivel alto
SXX 14,800 SXX 14,800 SXX 14,800
Bl 0,0596 Bl 0,0596 Bl 0,0596
S 0,0002 S 0,0002 S 0,0002
P 1 p 1 p 1
n 8 n 8 n 8
Co 1 Co 3 Co 5
c promedio 4,20 c promedio 4,20 c promedio 4,20
Incer estandar 0,006 Incer estandar 0,005 Incer estandar 0,005
incer combinada 0,006 incer combinada 0,002 incer combinada 0,001
Tabla M2. Incertidumbre del estandar de nitratos.
Concentracion de la soluciéon ppm | pl(reporta certificado de analisis u2 uc1i IER
1000 9,98E+00 5,76E+00 5,76E+00 5,8E-03
Tabla M3. Incertidumbre preparacion estandar de calibraciéon
Estandares | COM€ | volumen | M3 (reporte u14 X3(vol u15 Ub(s de uco IER
(mg/L) transferpipeta) material) transferpipeta)
Estandar 1 0,5 0,025ml 0,000004 2,3094E-06 0,025 9,09327E-06 0,0001 0,0001 | 3,5E-03
Estandar 2 1 0,05ml 0,000004 2,3094E-06 0,05 1,81865E-05 0,0001 0,0001 | 1,6E-03
Estandar 3 2 0,1ml 0,000004 2,3094E-06 0,1 3,63731E-05 0,0002 0,0002 | 1,9E-03
Estandar 4 3 0,15ml 0,000004 2,3094E-06 0,15 5,45596E-05 0,0002 0,0002 | 1,1E-03
Estandar 6 5 0,250 ml 0,000004 2,3094E-06 0,25 9,09327E-05 0,0002 0,0002 | 7,1E-04
Estandar 7 7 0,350 ml 0,000004 2,3094E-06 0,35 0,000127306 0,0002 0,0002 | 6,5E-04
Tabla M4. Incertidumbre aforo preparacion de estandares
z Conc u3 (reporte X3(Vol
Estandares (mg/L) Volumen balon) u14 Balén) u15 U6(s del balon) uc9 IER
Estandar 1 03 50 ml 0,06 0,03464102 50 0,018186533 0,0064 0,040 7,9E-04
Estandar 2 1 50 ml 0,06 0,03464102 50 0,018186533 0,0064 0,040 7,9E-04
Estandar 3 2 50 ml 0,06 0,03464102 50 0,018186533 0,0064 0,040 7,9E-04
Estandar 4 3 50 ml 0,06 0,03464102 50 0,018186533 0,0064 0,040 7,9E-04
Estandar 6 5 50 ml 0,06 0,03464102 50 0,018186533 0,0064 0,040 7,9E-04
Estandar 7 7 50 ml 0,06 0,03464102 50 0,018186533 0,0064 0,040 7,9E-04
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Tabla M5. Incertidumbre preparacion estandares de trabajo

p Conc u3 (reporte X3(Vol U6(s de
s (mgl/L) DL transferpipeta) = material) e transfer) s B
Alicuota STD bajo 1 0,05ml
0,000004 2,3094E-06 0,1 3,64,E-05 0,0001 | 0,0001 | 8,4E-04
Alicuota STD 3 0.15ml
medio ' 0,000004 2,3094E-06 1 3,64,E-04 0,0002 0,000 3,9E-04
Alicuota STD Alto 5 0,25ml
0,000004 2,3094E-06 1 3,64,E-04 0,0002 0,000 3,9E-04
Tabla M6. Incertidumbre aforo estandares de trabajo
estandares ((r:n(;r;lf) Volumen | u3 (reporte balén) ui4 ézﬁ’/g; u15 Ub6§é?§| uco IER
Alicuota STD bajo 1 50 ml
0,06 0,03464102 50 0,030310889 | 0,0064 0,046 9,3E-04
Alicuota STD medio | 3 S0ml 0,06 0,03464102 50 0,030310889 | 0,0064 | 0,046 | 9,3E-04
Alicuota STD Alto 5 50 ml 0,06 0,03464102 50 0,030310889 | 0,0064 | 0,046 | 9,3E-04
Tabla M7. Incertidumbre alicuota de muestra
X5(Vol s
Muestr| g | BS(Reporte | g | iohet | U12 | (probet | U13 ucs
a probeta)
a) a) IER
50 ml 0,5 2,04E-01 50 1,82E-02 0,0064 | 2,41E-03 | 2,05E-01 4,10E-03
Tabla M8. Incertidumbre debido a la reproducibilidad - Nitratos
STD-1,00 STD-3,00 STD-5,00 M - Natural M - Residual M - Potable
1,10 2,96 4,99 0,32 1,23 1,53
1,09 2,96 4,98 0,34 1,08 1,53
DIA 1 1,05 3,01 5,01 0,37 1,03 1,58
1,05 3,00 5,00 0,34 0,93 1,55
1,05 2,96 5,09 0,32 1,03 1,73
1,05 2,96 5,08 0,47 1,05 1,78
Promedio 1,06 2,97 5,02 0,36 1,06 1,62
S 0,02 0,02 0,05 0,06 0,10 0,11
%CV 2,32 0,81 0,95 15,92 9,35 6,86
Ucomb 9,30E-03 9,06E-03 1,81E-02 2,18E-02 3,73E-02 4,20E-02
IER 8,76E-03 3,05E-03 3,61E-03 6,02E-02 3,53E-02 2,59E-02
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