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GLOSARIO DE TERMINOS

Validacion.- Proceso de definicion de las necesidades analiticas y la confirmacion de que el método
en cuestion ha considerado capacidades consistentes con las que la aplicacion requiere.

Limite de deteccién.- Concentracion mas pequefia del analito o el valor de propiedad que puede
ser confiablemente detectada por el método.

Limite de cuantificacién.- Concentracion mas baja de analito que puede ser determinada con un
nivel aceptable de precision de repetibilidad y de veracidad.

Aactitud- Cercania de un resultado al valor verdadero.

Veracidad.- Comparacion de los resultados promedio de un método con valores conocidos.
Sesgo.- Diferencia entre el valor promedio del método y el valor verdadero.

Precision.- Dispersion del conjunto de valores obtenidos de mediciones repetidas de una magnitud.

Repetibilidad.- Condiciones bajo las cuales se obtienen resultados independientes de una prueba
con el mismo método, con los mismos accesorios de laboratorio, en el mismo laboratorio, por el
mismo operador usando el mismo equipo en intervalos de tiempo cortos.

Reproducibilidad.- Condiciones bajo las cuales los resultados de prueba se obtienen con el mismo
método, en un material idéntico, en diferentes laboratorios por diferentes operadores usando

diferentes equipos.

Selectividad.- Habilidad de un método para determinar exactamente y especificamente el analito de
interés.

Sensibilidad.- Respuesta de un instrumento de medicion dividido por el correspondiente cambio del
estimulo.

Robustez.- Capacidad de permanecer inalterado por variaciones pequefias pero deliberadas en los
parametros del método.

Prueba de Youden-Steiner.- Método en el que pueden utilizarse ocho analisis distintos para
determinar el efecto de la variacion de siete etapas diferentes en un proceso analitico,

Prueba T de Student.- Determina las diferencias entre dos medias muéstrales.



Incertidumbre.- Parametro que caracteriza la dispersion de los valores que pueden ser atribuidos
razonablemente al mensurando.

Distribucion normal.- Distribucién normal, distribucién de Gauss o distribucion gaussiana, a una de
las distribuciones de probabilidad de variable continua que con mas frecuencia aparece en
fendmenos reales.

Factor de cobertura k.- Factor que multiplica a la incertidumbre y esta intimamente ligado d
numero de grados de libertad de la medicion y el nivel de confianza con el que se desea reportar €l
resultado.

Coeficiente de sensibilidad.- Describe, qué tan sensible es el mensurando con respecto a
variaciones de la magnitud de entrada.

Grados de libertad.- Es un estimador del nimero de categorias independientes en una prueba
particular o experimento estadistico.

Consistencia de datos.- Se determina utilizando los estadisticos de hy k de Mandel.

Prueba de Cochrane.- Prueba estadistica utilizada para identificar valores rezagados.
Prueba de Grubbs.- Prueba estadistica utilizada para identificar datos anémalos.

Prueba de Anderson-Darling.- Evalla si los datos generados siguen una distribucion normal.
Prueba de Barlett - Evalla la Homogeneidad de Varianzas.

Hipdtesis nula.- Hipbtesis que se presume verdadera hasta que una evidencia estadistica en la
forma de una prueba empirica de la hipétesis indique lo contrario.

Hipdtesis Alterna.- Es cualquier hipdtesis que difiera de la hipétesis nula.



INTRODUCCION

El uso del agua por el hombre ha conllevado a la degradacion de la misma, hasta el punto de ser
inseroible, dafiina e incluso mortal en algunos lugares. La contaminacion del agua consiste en una
modificacion de la calidad de la misma, haciéndola impropia o peligrosa para el consumo humano,
la agricultura, la pesca, actividades recreativas asi como para los animales o la vida natural. Las
fuentes primarias de contaminacion de las aguas son producidas por desechos, residuos

industriales, riego y vertidos de aceite1?2

El fendémeno de la contaminacién de las aguas se ha convertido en un problema cada vez mas
complejo debido al tipo y diversidad de los contaminantes, de modo que los sistemas
convencionales de evaluacion se fundamentan en indicadores que no reflejan la calidad del agua

con la exactitud requerida3.

La contaminacion del agua procedente de fuentes difusas, es el resultado de un amplio grupo de
actividades humanas, donde los contaminantes no tienen un punto preciso de ingreso en los cursos
de agua que los reciben; esta se presenta cuando el agua discurre sobre la superficie del terreno -
escorrentia y al percolar por el subsuelo arrastra los contaminantes y los agrega finalmente a aguas

superficiales, costeras y subterraneas, por lo que son més dificiles de identificar, medir y controlar4.

En los dltimos veinte afios, cientificos, gestores y autoridades publicas, han reconocido que los
ecosistemas acuéticos sufren diferentes problemas ambientales, que son consecuencia de una
compleja cadena de eventos que varian de un sitio a otro, y que pueden en parte, ser atribuidos al
enriquecimiento de los nutrientes nitrogeno y fosforo, la escorrentia de las tierras agricolas,
actividades de engorde de animales, &reas urbanas, vertido de aguas residuales, precipitacion
atmosférica de compuestos liberados durante la ignicién de combustibles fésiles, son actividades
que entre otros contaminantes afiaden nutrientes al agua. Este tipo de contaminacion que altera la

calidad del agua por exceso de nitrogeno y fosforo, se conoce como el proceso de eutrofizacion56,7.

Diversos trabajos cientificos han documentado la existencia de los problemas ambientales y la
pérdida de la calidad del agua por el enriquecimiento de nutrientes, pero en su mayoria refieren a
casos particulares de paises localizados en regiones tropicales8. Las formas de nitrgeno de mayor

interés en las aguas naturales y residuales son, por orden decreciente de su estado de oxidacion,
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nitrato, nitrito, amoniaco y nitrdgeno orgénico. Todas estas formas del nitrégeno, lo mismo que el
nitrbgeno gaseoso (N2), son interconvertibles bioquimicamente y forman parte del ciclo del

nitrégeno?.

El nitrégeno en forma de nitrato en el agua, aparte de ser el maximos responsables del proceso de
eutrofizacion, también es el causante de diferentes enfermedades como son la
metahemoglobinemia, el cancer de eséfago y estdmago. Ademas produce cianosis sobre todo en
nifios que consumen con frecuencia aguas contaminadas por este, lo que hace imprescindible un

rigoroso control de la calidad de las aguas respecto a este analito.

El manejo y control de la calidad de las aguas, constituyen uno de los problemas asociados a la
contaminacion ambiental que requiere de la utilizacion de métodos confiables, que sean capaces de
dar una respuesta eficaz sobre el estado del agua y su posible uso, permitiendo tomar medidas

para preservar su calidad y evitar su deteriorol0.

Los esfuerzos de la Quimica Analitica medioambiental deben ir encaminados hacia la mejora de
los procedimientos ya existentes y a desarrollo de nuevos procedimientos que permitan adecuar
los avances metodoldgicos y quimicos a las necesidades del andlisis de la calidad del aguall En la
actualidad se encuentran métodos analiticos para determinar nitrdgeno total en diferentes tipos de
aguas que utilizan equipos sofisticados para la determinacion de Nitrdgeno Total con una previa
digestion. Este trabajo da una alternativa a los laboratorios analiticos acreditados que no cuenten
con equipos sofisticados, como un equipo FIAS para la determinacion de nitratos. Este método
validado es sencillo y se puede llevar a cabo en cualquier laboratorio y se han desarrollado
programas de control que aseguren la calidad de los resultados incluso tiene una prueba de
interlaboratorios “er Anexo 3), donde se obtuvieron resultados satisfactorios para el método

validado.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Validar y estimar la incertidumbre del Método propuesto para la determinacién de Nitrogeno
total, con la finalidad de asegurar que las mediciones del anélisis de rutina sean veraces y

precisos, en muestras de aguas
Objetivos Especificos

Evaluar los parametros de validacion que requiere un método de ensayo nuevo (precision,
exactitud, linealidad, robustez, selectividad, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
sensibilidad), para demostrar que las variaciones realizadas a método normalizado (tiempo
y concentracion) no afectan a los resultados del ensayo.

Evaluar las diferentes fuentes de incertidumbre del método y hallar la Incertidumbre

expandida, para cualquier concentracion que se determine.
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RESUMEN

El trabajo que se presenta se inicia con la revision bibliografica de los métodos actuales para la
determinacion de nitrogeno total en cuerpos de agua, con la finalidad de implementar un método
que no requiera de un sofisticado equipo FIAS y a su vez que utilice la menor cantidad de reactivo
posible y en el menor tiempo posible, sin afectar la exactitud y la precision de los resultados. Las
pruebas realizadas se llevaron a cabo en un laboratorio del Callao, en el &rea de Medio Ambiente, y
con analistas encargados de la implementacion, que cuentan con experiencia en andlisis
colorimétricos y el adecuado manejo de equipos de laboratorio y han demostrado competencia
técnica ante INDECOPI y en el Interlaboratorio en el cual se participaron con resultados aceptables.
El método a validar empieza utilizando una variacion del método SMEWW-APHA-AWWA-
WEF.4500-N.C 2012. 22nd Ed. en cuanto a la concentracion del reactivo de digestion
(peroxidisulfato/hidroxido), y tiempo de autoclavado (previas pruebas), en diferentes matrices de
agua, el cual convierte todas las formas de nitrégeno presentes en nitratos. Para la determinacion
de nitrdgeno en forma de nitrato (NOy) en estas muestras se usé como referencia el Método EPA%:
352.1 el cual estd basado en la reaccion de los nitratos con el sulfato de brucina en medio acido
sulfarico a 100°C, la coloracion del complejo resultante fue medido a 410 nm de longitud de onda y
se determind cuantitativamente el nitrégeno de nitrato con una curva de calibracion. Se realizaron
variaciones en concentracion del acido (de 13N a 10 N) y tiempo de desarrollo de color (de 25 a 15
minutos) y se hizo un andlisis de recuperaciones, debido a que el medio para la lectura de nitratos
es muy diferente a método original ya que proviene de una digestion perdxido alcalina. Se
demostré que los estandares adicionados a las matrices recuperan entre el 90-100% (agua
superficial, agua consumo, agua residual y subterrdnea) demostrando la veracidad del método

validado.

Una vez jmplementado el método a ejecutar, se procedid a evaluar estadisticamente los
parametros de validacion sobre la base de: intervalo de trabajo, limite de deteccion y cuantificacion,
repetibilidad, reproducibilidad, exactitud, veracidad, sensibilidad, selectividad, robustez e
incertidumbre. Como resultado principal se obtiene un método analitico confiable para la
determinacién de nitrégeno total en cuerpos de agua superficiales, potable, residuales,
subterraneas, los cuales cumple con los controles de calidad necesarios y demostracion de los
parametros de validacion que se necesita para un método de ensayo nuevo, incluyendo una

participacion en Ensayos de Aptitud, (Anexo 3 Interlaboratorio del Método Validado).
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CAPITULO PRIMERO

FUNDAMENTO TEORICO
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1.1 METODOS DE DETERMINACION DE NITROGENO TOTALL2

Menzel y Cowin reportaron el uso de oxidacion con peroxodisulfato para determinar Fosforo total
(FT) en agua de mar debido a su mayor simplicidad y la fiabilidad, y sucesivamente Gales et al.
propuso el procedimiento de digestion en peroxodisulfato un medio &cido sulfdrico. Koroleff introdujo
la oxidacion con peroxodisulfato en un medio alcalino como un método mejorado para la
determinacion de nitrégeno total (NT) en agua, y D'Elia et al. y Nydahl modificd el método. En la
actualidad, el método alcalino de oxidacion con peroxodisulfato como un medio de medicidon de NT ha
despertado el interés especial, y método de oxidacion con peroxodisulfato en medio acido para el FT
estd en uso de rutina. Aunque ambos métodos utilizan peroxodisulfato potasico (K2S2G) como

reactivo oxidante, han sido utilizados por separado a causa de los diferentes pH.
El K2S20s se descompone en soluciones acuosas (600C) de acuerdo con la siguiente ecuacion:
=N,0 (Cmmm; . a, @

Y forma H- ademas de oxigeno. 2 mL en H- es formado por 1 mol de K2S20s. Si hay 1 mol de
Hidréxido de Sodio (NaOH) por 1 mol de K2S20s, la solucién oxidante se convierte en &cido después
de la oxidacion, ya que hay una abundancia de H-, aunque fue alcalino en el inicio del procedimiento.
1B El pH cambia durante el curso de la oxidacion y son posibles a temperaturas entre 60-1000C.EI pH
cambia conforme la descomposicion del K2S20s empezando con un pH=12.57 a un pH final de
2.12.Para tomar ventaja de esta situacion, los autores intentaron desarrollar un método que permita la
digestion de NT y FT, usando la oxidacion con solucion alcalina que es el principio y se convierte
acido durante la oxidacion. Los resultados han confirmado que dicho método es posible y que da
nitratos y ortofosfatos, los cuales fueron medidos simultineamente usando un método de

determinacion para cada uno de ellos.
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1.2 METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL EN CUERPOS
DE AGUA

Existen actualmente varios métodos analiticos para la determinacion del nitrégeno total en cuerpos de

agua, pero los métodos principales para la etapa de digestion son:

 Determinacion de nitrégeno por digestion en linea con UV/Persulfato y oxidacion con FIA

« Determinacion de nitrégeno por el método del Persulfato.
Los Métodos para la lectura de Nitratos en aguas mencionamos los siguientes:

« Determinacion de Nitratos por Columna de Cadmio

« Determinacion de Nitratos por Cromatografia lonica

« Determinacion de Nitratos por Espectrometria UV-Visible

« Determinacion de Nitratos por el Método de Brucina que es el que utilizaremos como

referencia para esta validacion.

121 DETERMINACION DE NITROGENO POR DIGESTION EN LINEA CON UV j
PERSULFATO Y OXIDACION POR FIA u

Los compuestos de nitrdgeno son digestados y oxidados en linea a nitrato usando persulfato
con calentamiento en medio alcalino y radiacién ultravioleta. La muestra digestada es inyectada
en un colector donde el nitrato es reducido a nitrito por columna de cadmio granulado como se
obseda en la Figura 1.2. El nitrito es determinado por diazotizacion con sulfanilamida bajo
condiciones acidas para formar el ion diazonio, El ion diazonio es acoplado con N-(I-naftil)
etilendiamina dihidrocloro. El resultado es un tinte rosa que absorbe a 540 nm y es proporcional
a nitrégeno total. El método recupera casi todas las formas de nitrdgeno organico e inorganico,
reducido y oxidado, incluido el amonio, nitrato y nitrito. A diferencias del método de Nitrégeno
Total Kjendahl estos no recuperan las formas oxidadas de nitrdgeno. Este método recupera
compuestos de nitrogeno de origen biologico tales como amino&cidos, proteinas y péptidos como
amonio, pero no se puede recuperar los compuestos de nitrégeno de algunas aguas industriales
tales como aminas, compuestos nitro, hidrazonas, oximas, semicarbazonas y algunas aminas

terciarias.
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Mean Recovery

Compound I0mgVL 4 mg jWL
Ammonium chloride oXx.1 yy.7
Sodium nitrite 100.5 m ix
Glycine 1010 100.x
Glutamic acid w.7 yy.2
Ammonium /Moluenesull'oiiate yy.h y7.4
Glycine /Moluenesull'oiiate 101.4 102.3
Nicotinic acid yX.6 102.0
Urea yd.y yX.0
EDTA Xy.4 Xy.4

Tabla 1.1 Recuperaciones de Nt por digestion Persulfato/UV ypor FIA

La Tabla 1.1 muestra las recuperaciones promedio para algunos compuestos nitrogenados,
como el cloruro de amonio, EDTA, Acido Glutamico, obtenidos por el metido de digestion con
Persulfato/UV y el nitrato leido por FIA con columna de cadmio.

1.2.2 DETERMINACION DE NITROGENO POR DIGESTION CON PERSULFATO%5

El método del persulfato determina el nitrégeno total por oxidacion de todos los compuestos de
nitrdgeno a nitrato. S| el amonio, nitrato y nitrito son determinados individualmente, el nitrégeno

organico puede ser obtenido por diferencia.
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El principio del método radica en la oxidacion alcalina a 100-110°C convierte el nitrogeno
organico e inorganico a nitrato. El nitrégeno total es determinado por analisis de nitrato en el
digestado. Se puede seleccionar el método de medida de nitrégeno, las cuales son dos que se
presentan: E Automatico o por reduccion de cadmio manual puede ser usado para determinar
niveles de nitrdgeno total debajo de 2.9 ppm N. Algunos resultados de recuperaciones con tal

digestion y usando reduccion de cadmio automatizado se presentan en la Tabla 1.2.

Alkaline

Exacted Observed Coefficient  oxidation*

value value of variation ~ Recovery
Compound (mg N'1™") (mgNI1_I (%) (“6)
Ammonium chloride 2.00(5) 1-96 034 98.2
Potassium nitrate 2.00 (5) 2.00 041 100.0
Sodium nitrite 2.00(5) 197 0.53 975
Urea 2.W(5) 197 0.53 96.3
Glycine 2.w () 1% 0.79 97.9
EDTA disodium salt 5.¢(5) 5.01 0.40 9.0
Guanidinium carbonate 2.M(5) 165 0.57 67.6
5.M(5) 3.68 180 53.3
Aminoantipyrine 2.00(4) 0.925 251 425
Creatinine 2.00 (5 178 0.2 76.9
Caffeine 2.00 (5) 180 0.93 86.8

Tabla 1.2 Recuperaciones de Nt por digestion Persulfato y Columna de Cadmio

1.2.3 DETERMINACION DE NITRATOS POR METODO COLORIMETRICO (BRUCINA) A

Este método es aplicable para el anélisis de aguas de bebida, superficiales, residuales

(domesticas e industriales), y salinas. El rango de aplicacion es de 0.1 a 5 ppm N-NCB.

Este método estd basado en la reaccion del ion nitrato con el sulfato de brucina en una solucién
de H2SO04 13N a una temperatura de 1000C. E color del complejo resultante, es medido a 410

nm. El control de la temperatura durante el desarrollo del color es extremadamente critico.

17 La reaccion del nitrato con brucina en medio sulfirico, aparece un color rojo inestable por
oxidacion de aquella a su forma quinénica. Pasara al color naranja y finalmente a color amarillo

lentamente. La reaccion se presenta en la siguiente Figura 1.2:

Pag.9



Figura 1.2 Reaccion del Nitrato con la Brucina para determinacion colorimétrica

1.3 PARAMETROS DE VALIDACION

La validacién de un método analitico se define como el proceso mediante el cual se define requisitos
analiticos que aseguran que el método de ensayo bajo ciertas consideraciones ha desarrollado
capacidades consistentes con la aplicacion definidal8 La validacién del Método de Ensayo
establece, mediante estudios sistematicos de Laboratorio, que las caracteristicas técnicas, de dicho
método cumplen con las especificaciones relativas al uso previsto de los resultados analiticos. Un
laboratorio acreditado debe validar cumpliendo el requisito 5.4.5.2 de la Norma NTP ISO/IEC 17025.
La incertidumbre debera ser evaluada y establecida de una forma que sea ampliamente reconocida,
consistente de forma interna y facil de interpretar. La mayor parte de la informacion requerida para

evaluar la incertidumbre se puede obtener durante la validacion del método.

La Comision de Reglamentos Técnicos (CRT) ha estimado conveniente que dependiendo de la
naturaleza del método a validar, los estudios de validacién deben contener la determinacioén de los

siguientes parametros:

«  Precision

«  Veracidad

«  Linealidad

. LDyLC

«  Sensibilidad
*  Robustez

« Intercalo/ Rango de trabajo
«  Selectividad

* Incertidumbre

Pag.10



13.1 Exactitud

La “exactitud” expresa la cercania de un resultado al valor verdadero. La validacion de un método
busca cualificar la exactitud probable de los resultados mediante el establecimiento de efectos
sisteméticos y aleatorios en los resultados. Normalmente la exactitud se estudia como dos
componentes: la “veracidad”y la “precision”. La veracidad es una expresion de que tan cercana
se encuentra la media de un conjunto de resultados del valor real. La veracidad normalmente se
expresa en términos de sesgo. La “precision” es una medida de que tan cercanos estan los
resultados unos con respecto a los otros y por lo general se expresa mediante mediciones tal

como la desviacion estandar la cual describe la dispersion de los resultados.

1311 Veracidad

La asignacion practica de la veracidad se fundamenta en la comparacion de los resultados
promedio de un método con valores conocidos, esto es, la veracidad se asigna contra el valor de
un Material de Referencia Certificado (MRC). Los valores de referencia son idealmente trazables a

los estandares internacionales.

La validacion requiere la adecuacion a un prop6sito por lo tanto, la seleccion de un material de
referencia esta basada en el proposito de la validacion. Para un trabajo de validacion es relevante
el empleo de un material de referencia certificado e idealmente con una matriz similar. ~ Para
métodos que se utilizar&n por largos periodos de tiempo, deberd utilizarse un material interno de
referencia que sea estable. Similarmente la veracidad también se puede demostrar haciendo

participar el método a validar a un interlaboratorio.

Para evaluar la veracidad del método tres analistas diferentes analizan un MRC de Nitrdgeno
Total, en dos niveles diferentes. La prueba de t de Student se utiliza para comparar la media de los
valores medidos con un valor de referencia fijo para tamafio de muestras menores a 30, en

condiciones de repetibilidad.
Hipotesis
Ho: La media estimada de los valores medidos es igual al valor de referencia.

Ha: La media estimada de los valores medidos es diferente al valor de referencia
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Prueba Estadistica

()
Donde:

y: Media de las medidas obtenidas
uG: Valor del Material de Referencia
s: Desviacion Estandar de los promedios

n: Numeros de datos por analista

Criterio de Aceptacion

t obs. A t Tablas (3)
Donde: t Tablas (también llamado t critico para n datos, n-1 grados de libertad, a=0.05, 2 colas)
Y se acepta la hipotesis nula. Concluyéndose que hay trazabilidad de los resultados con respecto

al material de referencia.

13.1.2 Precision19

Las medidas de precision mas comunes son la “repetibilidad” y la “reproducibilidad”. Ellas
representan las dos medidas extremas de precision que pueden obtenerse. La repetibilidad (la
precision mas pequefia esperada) dara una idea de la clase de variabilidad esperada cuando un
método se desarrolla por un solo analista, con equipo en un periodo corto de tiempo, por ejemplo
es la clase de variabilidad que se espera entre resultados si las muestras se analizan por

duplicado.

La precision se establece por lo general en términos de la desviacién estandar o desviacion
estandar relativa y dependen de la concentracion del analito y deben determinarse a un nimero de
concentraciones y, de ser relevante, establecer la relacion entre la precision y la concentracion del
analito. La desviacion estandar relativa sera mas (til en este caso puesto que la concentracion ha
sido evaluada en diferentes concentraciones, lo que significa de debe ser constante sobre el

inte*alo de interés proporcionado.
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13.1.3 Repetibilidad

Condiciones bajo las cuales se obtienen resultados independientes de una prueba con el mismo
método, con los mismos accesorios de laboratorio, en el mismo laboratorio, por el mismo operador

usando el mismo equipo en interoalos de tiempo cortos.

La desviacion estandar de la repetibilidad (sf), es Util para calcular la repetibilidad “r", el cual
permite a analista decidir si es significativa la diferencia entre el andlisis de la muestra

determinados bajo condiciones de repetibilidad.
1314 Reproducibilidad.

Condiciones bajo las cuales los resultados de prueba se obtienen con el mismo método, en un

material idéntico, en diferentes laboratorios por diferentes operadores usando diferentes equipos.

La desviacion estandar de la reproducibilidad s, es Util para calcular la reproducibilidad “R”, el
cual pernite al analista decidir si es significativa la diferencia entre el anélisis de duplicados de la

muestra determinados bajo condiciones de reproducibilidad.

El limite de reproducibilidad es el menor valor que o igual a, al cual la diferencia absoluta entre

dos resultados de pruebas individuales obtenidas bajo condiciones de reproducibilidad.

1.3.15 Técnicas para hallar los parametros de Precision Ry r

Para evaluar la precision del método, tres analistas estudian diferentes matrices en diferentes
niveles, si la matriz no presentase el analito, se adiciona un estandar en la cantidad deseada.
Luego para la cantidad de datos obtenidos por cada analista se calcula el promedio, desviacion
estandar, varianza, el promedio total, desviacion estandar de los promedios, y la suma de
varianzas, con la finalidad de determinar los valores atipicos (técnicas gréficas y numéricas),
normalidad y homogeneidad. Una vez eliminado los valores atipicos, se procede a calcular el Sr
(desviacion estandar de repetibilidad) y Sr(desviacion estandar de reproducibilidad), para después

calcular los deméas parametros de precision.

El Sr se calcula de la siguiente manera:

Pag.13



Donde:

pi: Cantidad de analistas
Si: Desviacion estandar de los datos del analista

ni: Cantidad de datos del analista j

De la Ecuacion (4) se obtiene el pardmetro de precision.

Estandar de la Repetibilidad Sr.

El S2se calcula de la siguiente manera:

Donde:

t. Son los grados de libertad entre los grupos (n-1), nes el nimero de analistas
Xm Es la media de los resultados obtenidos entre los n analistas
Xi: Es la media de los resultados obtenidos por cada analista i

pi: Es la cantidad de datos realizados por cada analista j
El siguiente paso es calcular el s2i1 con la finalidad de calcular el sr para ello se utiliza la
siguiente ecuacion:
Sh =-2— - (6)
P

p: Es la cantidad de datos realizados por analista

Con estos dos datos se calcula el s+, mediante la siguiente ecuacion:

De esta forma se calcula la Desviacion Estandar de la Reproducibilidad.
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b. Calculo de la RSDry la RSDr

El calculo se realiza dividiendo las desviaciones estandar encontradas (en las Ecuaciones (4) y

(7)) entre el promedio de los promedios de los resultados obtenidos, multiplicado por 100.
c. CélculodelaryR

Finalmente el célculo del r y R se obtiene multiplicando las desviaciones estdndar de las

Ecuaciones (4) y (7) por una constante cuyo valores 2.8.
d. Calculo del LRSDry LRSDr
Se obtienen multiplicando el RSDry RSDR por el factor 2.8, andlogamente al ry R.

1.3.2 Linealidad

Es la relacion entre la concentracion del analito y la respuesta del método. Esta relacion,
denominada comdnmente curoa patrdn o curva de calibracion, no tiene por qué ser lineal para que el
método sea eficaz. Cuando no sea posible la linealidad para un método, se deberd encontrar un
algoritmo adecuado. También se define la linealidad como la capacidad de un método para obtener
resultados de la prueba proporcionales a la concentracion de analito20.

La linealidad se expresa usualmente en términos de varianza alrededor de la pendiente de la recta
de regresion, ajustada por minimos cuadrados. La recta presenta regresion, linealidad y debe de
converger por el origen, estos atributos deben de ser evaluados estadisticamente. El analisis de
varianza constituya el mejor evaluador de la regresion y la linealidad. Ademas debe realizarse una
prueba para demostrar la convergencia al origen.

Para determinar la linealidad se analizaran cinco curvas de calibracion con seis puntos incluyendo el
cero, cada punto es leido cinco veces, obteniéndose asi n = 30 datos. Con los datos establecidos se

calculan los pardmetros Sx2, Sy2y Sxy

Sx2=1(X2-(d X)2n) (8
sy2=1(Y2-(d Y)2n) )
Sxy =IXY-((IX*1Y)/n) (10)

Cada uno de las ecuaciones (8), (9) y (10) ayudan a determinar, la pendiente, intercepto, coeficiente

de correlacion multiple(r) y coeficiente de determinacion (R2. No es objetivo dar a conocer las
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ecuaciones involucradas, pero si, interpretar los resultados que muestra una regresion como se
muestra en el Capitulo 3. Para revisar las ecuaciones debe revisarse bibliografia. En la Tabla 1.3 se

muestra los estadisticos para determinar los criterios de aceptacion para la pendiente, el intercepto y
del coeficiente de determinacion.

Tabla 1.3 Pruebas de Hipotesis para la Regresion Lineal

También se realiza una hipGtesis para demostrar regresion y desviacion de la linealidad. La
variacion entre concentraciones corresponde a la varianza de la regresion y la variacion dentro de las
concentraciones corresponde a la varianza debida a la desviacion lineal. Si en el analisis de varianza
para la regresion lineal, el valor de F calculado para el desvio de la linealidad es menor que el valor
de Fde tablas en las condiciones establecidas, se demuestra que no hubo desviacion significativa de

la linealidad y si el valor de F Calculado es mayor que el F de Tablas, en condiciones preestablecidas,
se demuestra que la regresion es significativa.
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Prneba de Fpan la Linealidad y la Regresion

Teminos Linealidad Regnsion
Criterio Fcal >F Tablas
Criterio Fcal <F Tablas

La falla de ajuste es Existe una gran
. no signifiMtiva por lo regreadn
Conclusiones g P o g R
tanto presenta significava entre X &
linealidad Y

Tabla 1.4 Pruebas de Hipdtesis para la Regresion y Linealidad

1.3.3  Limite de Deteccion (LDM).

El limite de deteccion de un procedimiento analitico es la menor cantidad de analito en una
muestra la cual puede ser detectada pero no necesariamente cualificada con un valor exacto.
Es el contenido méas bajo que se puede medir con certeza estadisticamente razonable. También
se puede decir que es la concentracion més baja del analito en una muestra que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificable. Para estimar el LDM, se determinara primero el
Limite de Deteccion Instrumental, el cual se define como la concentracion que produce una
sefial mas grande que tres veces la desviacion estandar del nivel medio de ruido, obtenido con
blancos de calibracion2L La relacion entre estos niveles es el siguiente: LDI: LDM = 1:42

Para la determinacion del LDM se aplicara el procedimiento23
Se analiza 10 veces el blanco de calibracion, el cual produce un nivel de ruido (a partir de un solo
blanco), en tres fechas diferentes. El limite de deteccion instrumental es tres veces la desviacion
estandar de la concentracion de los diez blancos obtenidos.

Finalmente se calcula el promedio de los tres LDI, para dar el limite de deteccion instrumental
final.

Para la determinacion del limite de deteccion se prepara una solucion no mas grande que cinco
veces el valor del limite de deteccion instrumental (LDI: LDM: LCM= 1:4:10), y se analiza siete

vece en tres dias diferentes.
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Donde:

LDM: Limite de Deteccion del Método

s. Desviacion estandar de los siete resultados del estandar preparado

t Xn-ij: Distribucion t de student para n-1 grados de libertad, con una confianza del x= 0.95

n= ndmero de réplicas.

Consideraciones:
El valor de la concentracion de las réplicas debe de encentrarse en el rango de uno y cinco
veces el limite de deteccién. De no ser asi de rechaza la estimacion y se realiza nuevos
analisis.
Las Recuperaciones del estandar preparado deben de estar entre el 50 -150%
El %RSD debe de ser menor al 20%.

1.34 Limite de Cuantificacion (LCM)

El limite de cuantificacion es la concentracion minima que puede determinarse con un nivel
aceptable de exactitud y precision (repetibilidad) bajo condiciones indicadas en la prueba. Se
establece examinando una muestra 0 un material de referencia apropiado. Es el contenido igual o
mayor que el punto de m&s baja concentracion en la curva de calibracion. Los limites de
cuantificacion son las caracteristicas de funcionamiento que definen la capacidad de un proceso

de medicién quimica para cuantificar adecuadamente un analito.

Para el célculo del limite de cuantificacion se aplicard la siguiente relacion mencionada en el

apartado 1.3.1., la cual es una funcion proporcional del valor obtenido de limite de deteccion.

LCM = K yLDM
(12)
LCM: Limite de Cuantificacion del Método
K. Factor multiplicativo comprendido. El valor para esta técnica analitica es de 2.5, ya que la
relacion de LDM: LCM =4:10
LDM: Limite de Deteccion del Método.
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1.3.5 Sensibilidad.

La sensibilidad es el gradiente de la cuiva de respuesta, o lo que es lo mismo, el cambio en la sefial
correspondiente a un cambio de concentracion de analito. Para el intesalo de trabajo de un método,
la sensibilidad corresponde a la pendiente de la recta de calibracion, y es un parametro objeto de
seguimiento cuando se efectlan calibraciones rutinarias. La sensibilidad en resumen vendria a ser en

métodos instrumentales que usan una curva de calibracion, la pendiente de la curva.

Para la evaluacion de la sensibilidad se repite cinco veces la curva de calibracion en dias diferentes,
para determinar el intesalo de confianza en el que debe estar la pendiente, cuando se trabaja en las
mismas condiciones de la validacion. Se calcula el promedio y la desviacion estandar de la pendiente
de las curvas de calibracion y se calcula el intesalo de confianza con la siguiente ecuacion:
(*V
n

Donde:

IC: Es el Intervalo de Confianza para la Pendiente

X: Es la media de la pendiente

s. Desviacion estandar de las pendientes encontradas en los cinco dias
n: Cantidad de cuivas de calibracion consideradas

t t de student para n-1 grados de Libertad y de dos colas con un 95% de confianza

1.3.6 Robustez

La Robustez es la medida de la resistencia de un método al cambio de respuesta cuando se
introducen pequefias variaciones en el procedimiento. La robustez de un procedimiento analitico es
una medida de su capacidad de no ser afectado por pequefias variaciones en parametros del método,

y proporciona una indicacion de su confiabilidad durante su normal uso.

Al evaluar la robustez de un método, se trata de identificar las variables que tienen un efecto mas
critico sobre su exactitud, precision y selectividad. De modo que estas seran las variables que mas
tendrdn que ser controladas durante la aplicacion rutinaria del método. Al planificar el estudio de la

robustez hay que tener en cuenta los siguientes aspectos:
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Elegir factores cuya influencia se desea evaluar.

« Elegir valores de dichos factores. Generalmente se estudian dos valores situados alrededor
del valor nominal. Por ejemplo si el valor nominal de la concentracion de un reactivo es 0.2M

es légico estudiar la influencia de las concentraciones a 0.17 My 0.23 M.

« Elegir la respuesta cuya variacion se requiere controlar. Por ejemplo: la exactitud del
resultado, precision, la resolucion de una separacién cromatografia. Planificar y hacer el

analisis.

« Evaluar los efectos de los distintos factores. Una vez realizados los andlisis y obtenidas las
respuestas, es necesario tratar estadisticamente los datos obtenidos con el objeto de ver qué

factores son los que producen efectos significativos sobre la respuesta.

Para realizar esta prueba se denotan a los valores iniciales de los factores con letras mayudsculas

de la A ala G, y las variaciones con letras minusculas correspondientes. A continuacion se

establece la siguiente Tabla 1.5 con los factores a evaluar.

Repeticiones

Factor/Ensayo 1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
C/c C ¢l c c C c C ¢l
D/d D D d d d d D D
Ele E e| E e e E e E
FIf F f f F F f f F
Glg G 9 9 G 9 G G 9
Resultado S| t u \% w X y z

TABLA 1.5 Prueba de Youden-Steiner para analizar los efectos de factores que influyen en

el resultado del método.

A partir de los resultados de cada variable se debe calcular el promedio de los andlisis que contiene

la variable en un valor mas alto y el promedio que corresponde al valor mas bajo.
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S+t+u+v = 4A = A

4 4
W+X+Vv+z = 4a - a
4 4
StV+X+V = 4G = G
4 4
t+u+w+z = = g
4 4

TABLA 1.6 Evaluacion para la Robustez de siete factores

Luego se debera evaluar la significancia a través de una prueba T de Student:

¥1P (14)

Donde:

t ra; Es el t calculado para la prueba de Youner Steiner
n: Es la cantidad de repeticiones, para Youner Steiner es cuatro
D: Diferencia entre los dos resultados (Mayuscula y Minascula)

S. Desviacion Estandar de Reproducibilidad del Método para el nivel de concentracion en el que

se analiza la robustez.

Si t rai< t telas para el 95% de probabilidad y n-1 grados de libertad. El método es Robusto.

Luego de evidenciar la diferencia de los resultados (efecto de cada variable). Cuanto mayor sea
la diferencia (diferencias significativas) mayor influencia tendrd dicha variable en el método
analitico. Estas variables recibiran especial atencion, a la hora de redactar el método, remarcando

la necesidad de un estricto control para conseguir resultados de calidad.

Pag.21



1.3.7 Intercalo IRango de Trabajo del Método
Es el intervalo entre la mas alta y la mas baja concentracién del analista en la muestra, para la cual

se ha demostrado que el método analitico tiene un nivel apropiado de precision, exactitud y linealidad.

bxJ

Figura 1.3 Intercalo de Trabajo de un Método Analitico

En el extremo inferior del rango de concentraciones, los factores limitantes son los valores limite de
cuantificacion (LOQ). En el extremo superior del rango de concentraciones, las limitaciones aparecen
por varios efectos que dependen de la respuesta del instrumento.

Para la evaluacion del intercalo de trabajo se realiza las mismas pruebas estadisticas para
determinar la linealidad (1.3.2). Se aumentaran puntos sucesivos y cuando ya no cumpla las pruebas
estadisticas de linealidad, regresion, pendiente, correlacion e intercepto, se concluira que hasta el

punto anterior es nuestro Rango de Trabajo, Limite de Obsercacion Lineal (LOL).

1.3.8 Selectividad (Especificidad)

La habilidad de un método para determinar exactamente y especificamente el analito de interés en
la presencia de otros componentes en la matriz bajo condiciones establecidas de la prueba. Por lo
general, los resultados de un experimento, casi no coinciden con los valores predichos por la teoria,
es posible que las interferencias puedan aumentar o disminuir la sefial. La prueba consiste en
verificar que las interferencias no afectan significativamente la sefal.

Para la evaluacion de la selectividad, se analizan estandares en dos niveles como minimo en

presencia del o los jnterferentes mas potenciales y comunes en las muestras en tres niveles como
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minimo y luego se utiliza el estadistico de la t de student, para verificar si afecta la presencia del
interferente en el resultado.

Hipotesis

Ho: El interferente no afecta el resultado

Ha: El interferente afecta el resultado

Prueba Estadistica

Y-Yo

Donde:

Y. Es la media de los resultados para las muestras con el interferente
Yo: Es la media de los resultados obtenidos para la muestra sin interferente
s: Desviacion estandar de los resultados de las muestras con interferente

n: Cantidad de veces que se analiz6 la muestra con interferente.

Criterio de Aceptacion

t Calculado. ~ t Tablas (16)

t tablas, es el t de Student, para un nivel del 95% de confianza y de dos colas con n-1 grados de
libertad. Si se cumple la relacion (15) y se acepta la hip6tesis nula, concluyéndose asi que el Método

en cuestion es selectivo.

1.3.9 INCERTIDUMBRE DE LA MEDICION

1.39.1 El Mensurando

El proposito de una medicidn es determinar el valor de una magnitud, llamada el Mensurando. Es el
atributo sujeto a medicion de un fenémeno, cuerpo o sustancia que puede ser distinguido
cualitativamente y determinado cuantitativamente.

La imperfeccion natural de la realizacion de las mediciones, hace imposible conocer con certeza

absoluta el valor verdadero de una magnitud: Toda medicion lleva implicita una incertidumbre, que es

Pag.23



un pardmetro que caracteriza la dispersion de los valores que pueden ser atribuidos razonablemente
al mensurando.

Una definicion completa del mensurando incluye especificaciones sobre las magnitudes de entrada
relevantes. El resultado de una medicion incluye la mejor estimacion del valor del mensurando y una

estimacion de la incertidumbre sobre ese valor.

1.3.9.2 Modelo Fisico

Pretender estudiar el proceso de medicion de manera exacta y completa estd usualmente fuera de
las actividades rutinarias, mas aun es necesaria la simplificacion del fenémeno o de la situacion real
conservando las caracteristicas mas  relevantes para el proposito pretendido, mediante la
construccion de un modelo para la medicion.

Un modelo fisico de la medicion consiste en el conjunto de suposiciones sobre el propio Mensurando

y las variables fisicas o quimicas relevantes para la medicion.

1.3.9.3 Modelo matemaético

El modelo fisico se representa por un modelo descrito con lenguaje matematico. El modelo
matematico supone aproximaciones originadas por la representacion imperfecta o limitada de las
relaciones entre las variables involucradas.

Considerando a la medicién como un proceso, se identifican magnitudes de entrada denotadas por el
conjunto {Xi} expresion'en la cual el indice i toma valores entre 1y el nimero de magnitudes de
entrada N.

La relacion entre las magnitudes de entrada y el mensurando Y como la magnitud de salida se

representa como una funcion.

Fl(* )= (5, X)) (17)

Representada por una tabla de valores correspondientes, una grafica o una ecuacion, en cuyo caso y
para los fines de este documento se hara referencia a una relacion funcional.

En este trabajo se denota con xj al mejor estimado de las magnitudes de entrada Xj. Los valores de
las magnitudes de entrada pueden ser resultados de mediciones recientes realizadas por el usuario o

tomados de fuentes como certificados, literatura, manuales, etc.
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El mejor estimado del valor del mensurando es el resultado de calcular el valor de la funcion f

evaluada en el mejor estimado de cada magnitud de entrada:

y = F(*i,*2v..,*v) (18)
En algunas ocasiones se toma el mejor estimado de Y como el promedio de varios valores y; del

mensurando obtenidos a partir de diversos conjuntos de valores fij}j de las magnitudes de entrada

1.3.9.4 Identificacion de las fuentes de incertidumbre
Una vez determinados el mensurando, el principio, el método y el procedimiento de medicién, se

identifican las posibles fuentes de incertidumbre, para ello nos guiaremos de la Figura 1.4

Figura 1.4 Diagrama para la estimacion de incertidumbres de la medicion
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Los factores que influyen en la jncertidumbre son:

« Los resultados de la calibracion del instrumento.

« La jncertidumbre del patrén o del material de referencia.

« Larepetibilidad de las lecturas.

« La reproducibilidad de las mediciones por cambio de observadores, instrumentos u otros
elementos.

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

 Variaciones de las condiciones ambientales.

+ La definicion del propio mensurando.

« El modelo particular de la medicidn.

1.3.9.5 Cuantificacion
Se distinguen dos métodos principales para cuantificar las fuentes de incertidumbre: El Método de
Evaluacién Tipo A esta basado en un anélisis estadistico de una serie de mediciones, mientras €l

Método de Evaluacion Tipo B comprende todas las demas maneras de estimar la jncertidumbre.

a) Evaluacion tipo A:

La incertidumbre de una magnitud de entrada Xj obtenida a partir de obsewaciones repetidas bajo
condiciones de repetibilidad, se estima con base en la dispersion de los resultados individuales.

Si Xj se determina por n mediciones independientes, resultando en valores qi, qz,..., gn, la mejor

estimada xj para el valor de es la media de los resultados individuales:

(19)

La dispersion de los resultados de la medicién qi, gi..., gnpara la magnitud de entrada X se expresa

por su desviacion estandar experimental:
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La incertidumbre estandar ufa) de X;j se obtiene finalmente mediante el célculo de la desviacion

estandar experimental de la media:

u(xt) =s(q)= " (21)

«

Asi que resulta para la incertidumbre estandar de X;:

(22)

Para una medicion que se realiza por un método bien caracterizado y bajo condiciones controladas,
es razonable suponer que la distribucion (dispersion) de los gj no cambia, 0 sea se mantiene
practicamente igual para mediciones realizadas en diferentes dias, por distintos analistas, etc. (esto
es, la medicion esta bajo control estadistico). En este caso esta componente de la incertidumbre
puede ser mas confiablemente estimada con la desviacion estandar sp obtenida de un solo
experimento anterior, que con la desviacion estandar experimental s(q) obtenida por un ndmero n de
mediciones, casi siempre pequefio.

La incertidumbre estandar de la media se estima en este caso por:

(23)

b) Evaluacién tipo B
Las fuentes de incertidumbre tipo B son cualificadas usando informacion externa u obtenida por
experiencia. Estas fuentes de informacion pueden ser:

Certificados de calibracion.

Manuales del instrumento de medicion, especificaciones del instrumento.

Normas o literatura.

Valores de mediciones anteriores.

Conocimiento sobre las caracteristicas o el comportamiento del sistema de medicion.

b.1 Distribuciones de probabilidad
La cuantificacion de una fuente de incertidumbre incluye la asignacion de un valor y la determinacion
de la distribucion a la cual se refiere este valor. Las distribuciones que aparecen mas frecuentemente

son:
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Distribucion normal: Los resultados de una medicion repetida afectada por una o mas
magnitudes de influencia que varian aleatoriamente, generalmente siguen en buena
aproximacion una distribucion normal. También la incertidumbre indicada en certificados de
calibracion se refiere generalmente a una distribucion normal.

Distribucion rectangular: En una distribucion rectangular cada valor en un jniégalo dado
tiene la misma probabilidad, o sea la funcion de densidad de probabilidad es constante en
este intercalo. Ejemplos tipicos son la resolucion de un instrumento digital o la informacion
técnica sobre tolerancias de un instrumento, En general, cuando exclusivamente hay
conocimiento de los limites superior e inferior del jniégalo de variabilidad de la magnitud de
entrada, lo mas consejadores suponer una distribucion rectangular.

Distribucion triangular: Si ademas del conocimiento de los limites superiores e inferior hay
evidencia de que la probabilidad es mas alta para valores en el centro del jniégalo y se
reduce hacia los limites, puede ser mas adecuado basar la estimacion de la incertidumbre en

una distribucion triangular.

b.2 Reduccion
Antes de comparar y combinar contribuciones de la incertidumbre que tienen distribuciones
diferentes, es necesario representar los valores de las incertidumbres originales como
incertidumbres estandar. Para ello se determina la desviacion estandar de la distribucion asignada
a cada fuente.
Distribucion normal: La desviacion estandar experimental de la media calculada a partir de
los resultados de una medicion repetida segun la Ecuacion (22) ya que representa la
incertidumbre estndar. Cuando se dispone de valores de una incertidumbre expandida U,
como los presentados por ejemplo en certificados de calibracion, se divide U entre el factor

de cobertura k, obtenido ya sea directamente o a partir de un nivel de confianza dado

k (24)

Distribucidn rectangular: Si la magnitud de entrada Xi tiene una distribucién rectangular con

el limite superior* 'y el limite inferior a-, el mejor estimado para el valor de Xi esta dado por

Xi ~ 2 25)
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y la incertidumbre estandar se calcula por:

"U,)=" r-
(26)
O por
o a/l
«(*) = Nz )

Donde a/2 es el semi-ancho del intervalo a con

a=a‘- a

Distribucion triangular: Como en una distribucion rectangular, para una magnitud de
entrada Xi que tiene una distribucion triangular con los limites * 'y a-, el mejor estimado para

el valor de Xi esta dado por:

La incertidumbre estandar se calcula en este caso por:

at—a_ _a?2
»(*,)

b.3 Combinacion

B resultado de la combinacion de las contribuciones de todas las fuentes es la incertidumbre
estandar combinada uc(y), la cual contiene toda la informacién esencial sobre la incertidumbre del
mensurando Y. La contribucion uj(y) de cada fuente a la incertidumbre combinada depende de la
incertidumbre estandar u(xi) de la propia fuente y del impacto de la fuente sobre el mensurando. Es
posible encontrar que una pequefia variacion de alguna de las magnitudes de influencia tenga un

impacto importante en el mensurando, y viceversa.
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Se determina uj(y) por el producto de u(xi) y su coeficiente de sensibilidad ci (o factor de

sensibilidad):
ui(y) = ctru(xi) (30)
1.3.9.6 Coeficiente de sensibilidad

El coeficiente de sensibilidad describe, qué tan sensible es el mensurando con respecto a variaciones

de la magnitud de entrada correspondiente. Para su determinacion existen dos métodos:

a) Determinacion a partir de una relacion funcional.- Si el modelo matematico para el
mensurando Y = f fii , X2, ... , Xn) describe la influencia de la magnitud de entrada Xi
suficientemente bien mediante una relacion funcional, el coeficiente de sensibilidad ci se

calcula por la derivada parcial de f con respecto a X;:

(X, .., XV)

C. =
dx W Y,VvE W
=Y ,Vv= (31)

b) Otros metodos de determinacion.- Si la influencia de la magnitud de entrada Xj en el

mensurando Y no esta representada por una relacion funcional, se determina el coeficiente

de sensibilidad ci por una estimacion del impacto de una variacion de X/en Y segun:

(32)
Esto es, manteniendo constantes las demas magnitudes de entrada, se determina el cambio de Y
producido por un cambio en Xj por una medicién o a partir de la informacion disponible (como una
gréfica o una tabla).
1.3.9.7 Caélculo con incertidumbres relativas

Si el modelo matemaético se compone de productos de las magnitudes de entrada Xi:
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f(X ... Xx)=cansi ™ {Xj)T
(33)

Donde constes una constante y los exponentes p ison constantes reales (positivas o negativas), €l
calculo (numérico) de la incertidumbre combinada se facilita utilizando incertidumbres relativas. Los
coeficientes de sensibilidad en este caso son pi, y la ley de propagacion de incertidumbre Ecuacion

(27), para calcular la incertidumbre combinada relativa ucre (y) se simplifica:

Un caso particular muy comdn es que todos los exponentes pi son +1 0 -1, osea /es un producto 0
cociente de las magnitudes de entrada, puesto que en este caso los coeficientes de sensibilidad son 1
y la incertidumbre combinada relativa ugrei(y) es la suma geométrica de las incertidumbres relativas

de las magnitudes de entrada:

1.3.9.8 Propagacion de la incertidumbre para magnitudes de entrada correlacionadas

Si algunas de las magnitudes de entrada estan correlacionadas, hay que considerar las covarianzas

entre las magnitudes correlacionadas y Ecuacién (34) se modifica a:

Donde r(Xj,X]) es el factor de correlacion entre las magnitudes de entrada Xy Xi.
Desde el punto de vista estadistico, dos variables son independientes cuando la probabilidad

asociada a una de ellas no depende de la otra, esto es, si q y w son dos variables aleatorias

independientes, la probabilidad conjunta se expresa como el producto de las probabilidades de las

variables respectivas.
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p(q,w)= p(q)- p(w) 37)

Frecuentemente, se encuentran magnitudes de entrada que no son independientes. La
independencia lineal de dos variables puede estimarse estadisticamente con el coeficiente de
correlacion.
(qay= "W
»/(?)m i/(w) (38)
En el denominador aparecen las jncertidumbres estandar de las variables aludidas y en el
numerador la covarianza de las mismas.

La covarianza puede ser estimada a partir de un conjunto den valores de g y w segun:

R RV (39)

Un valor de r - 0 indica independencia de qy w. Los valores de r = +1 0 -1 indican una correlacion

total.
1.3.9.9 Incertidumbre Expandida

La forma de expresar la incertidumbre como parte de los resultados de la medicion depende de la
conveniencia del usuario. A veces se comunica simplemente como la incertidumbre estandar
combinada, otras ocasiones como un cierto ndmero de veces tal incertidumbre, algunos casos
requieren se exprese en términos de un nivel de confianza dado, etc. En cualquier caso, es

indispensable comunicar sin ambigliedades la manera en que la incertidumbre esta expresada.
1.3.9.10 Factor de cobertura y nivel de confianza
La incertidumbre estdndar uc representa un intewalo centrado en el mejor estimado del

mensurando que contiene el valor verdadero con una probabilidad p de 68% aproximadamente, bajo

la suposicion de que los posibles valores del mensurando siguen una distribucion normal.
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Generalmente se desea una probabilidad mayor, lo que se obtiene expandiendo el intewalo de
incertidumbre por un factor k, llamado factor de cobertura. El resultado se llama incertidumbre

expandida U

(40)

La incertidumbre expandida U indica entonces un intewalo que representa una fraccion p de los
valores que puede probablemente tomar el mensurando. El valor de p es llamado el nivel de

confianza y puede ser elegido a conveniencia.

1.3.9.11 Distribucién t de Student

Frecuentemente, los valores del mensurando siguen una distribucion normal. Sin embargo, el mejor
estimado del mensurando, la media (obtenida por muéstreos de n mediciones repetidas) dividida
entre su desviacion estandar, sigue una distribucion llamada t de Student, la cual refleja las
limitaciones de la informacion disponible debidas a ndmero finito de mediciones. Esta distribucion
coincide con la distribucion normal en el limite cuando n tiende a infinito, pero difiere
considerablemente de ella cuando nes pequefia.

La distribucién t de Student es caracterizada por un parametro n llamado numero de grados de
libertad. Considerando lo anterior, es necesario ampliar el intewalo correspondiente al nivel de

confianza p, por lo que la Ecuacion (32) se transforma a.

El factor tp(v) indica los limites del intewalo correspondiente al nivel de confianza p de la distribucién
y su valor siempre es mayor o igual que el factor k (tomado de la distribuciéon normal).

Cuando se combinan varias fuentes de incertidumbre con sus respectivas distribuciones para obtener
la incertidumbre combinada uc del mensurando, el Teorema del Limite Central permite aproximar la
distribucion resultante por una distribucion normal. La aproximacion sera mejor mientras mas grande
sea el numero de fuentes y sus contribuciones sean similares, independientemente de la forma

particular de sus distribuciones.
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Nuevamente, la disponibilidad limitada de informacion hace necesario el uso de la distribucion f de
Student para determinar la incertidumbre expandida de manera rigurosa (con la suposicion de que los
valores del mensurando obedecen una distribucion normal).

Cuando s6lo es relevante la contribucion de una fuente cuya distribucién no sea normal, lo mas

conveniente es estimar la incertidumbre expandida directamente de los pardmetros de la distribucion.
1.3.9.12 Expresioén de la incertidumbre

Es expresar los resultados de sus mediciones con un nivel de confianza no menor al 95%, en vista
de la costumbre en laboratorios similares.

Es dificil asegurar un valor preciso de la incertidumbre debido a las multiples aproximaciones
realizadas durante su estimacion. Por ello, generalmente los valores de tp(vef) para p = 95% se
aproximan por los que corresponden a *(vd) para p = 95,45% con el fin de obtener un valor de k =
2,00 en el limite de una distribucién normal.

Los valores de tp(vB) para p=95,45% se muestran en la siguiente tabla 2

v 1 0 3 4 5 6 7 8 9 10 IO 50 100 X

fo{vefy 13.97 4.53 3.31 2.87 2.65 2,52 2.43 237 O Y228 T 3205 2.025 2.000

TABLA 1.7 Valores de tp(vef) para 95,45%
La expresion de la incertidumbre expandida U incluye su indicacion como un intervalo centrado en el
mejor estimado y del mensurando, la afirmacion de que p es del 95% (o el valor elegido)

aproximadamente y el numero efectivo de grados de libertad, cuando sea requerido. Una manera de

expresar el resultado de la medicion es:

Y=yzxU (42)
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CAPITULO SEGUNDO

DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO

EXPERIMENTAL PARA LA VALIDACION
DEL METODO DE ENSAYO

Pag.35



2.1 Muestrasdetrabajo
Para la realizacion del presente trabajo se contd con muestras de agua de diferentes matrices (agua

potable, agua residual, agua subterrdnea y agua superficial), a las cuales se les hizo una adicién de

patron de nitrdgeno (Acido Glutamico) para las evaluaciones.

2.2 Aparatos y materiales

Autoclave capaz de alcanzar temperaturas de 100-110°C por 30 minuto

Tubos de vidrio de 30 mL de 20 mm OD x 150 mm largo. Limpiar antes de su uso inicial por
auto clavado con reactivo de digestion.

Espectrofotometro capaz de medir absorbancias a 410 nm.

Bastidores de alambre recubiertas de neopreno, para sujetar los tubos de muestra.

Bafio de agua disponible para usar a 1000C. Este bafio debe contener un sistema de
Agitacion de tal manera que todos los tubos estén a la misma temperatura

Bafo de agua para usar a 10-15°C

2.3 Patrones, MRC, Reactivos y Preparacion de Soluciones

Concentracién

Estandar Marca Lote
(ppm N)
Acido L-Glutamico - Mallinkroft 5095 X50H03
o Inorganic
MRC Nitrégeno Total 5.499 B2-NUT01109
Venture
QC Nitrégeno Total 46,7 Wibby Env. 8109-10

TABLA 2.1 Reactivos utilizados como Estandares utilizados para el desarrollo del método

para la Determinacién de Nitrégeno

Reactivo Marca Lote
Pers‘élfg_tgoiﬁ/oi‘)’tas'o Merck  A0249192
Hidroxido de Sodio Merck B0466398
Acido Sulftrrico Merck A098893
Acido Sulfanilico Panreac 169275
Acido Acético Panreac 154333

Sulfato de Brucina  Sigma Aldrich  10727DD

TABLA 2.2 Reactivos usados para la validacion del Método
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Calidad del Agua para el analisis

El agua utilizada para todo el proceso de validacion debe de estar libre de sustancias que
puedan interferir al método analitico, en este caso el Nitrdgeno.

El agua utilizada para esta validacion es de Alta Calidad (<0.1 uS/cm, a 250C). Resistencia
minima de 10 megaohmios-cm a 25 0 C. Por lo general se prepara a través de destilacion,
deionizacion, o de osmosis inversa de alimentacion de agua seguida por una deionizacion por

lecho mixto y la membrana de filtracion (0,2 um de poro).

Soluciones preparadas

Solucién Stock de Acido Glutamico (100 ppm N): Secar el &cido glutdmico en una estufa a
105°C por 24 horas. Disolver 1.051 g en agua y diluird 1L, prese”®arcon 2 mL CHCb/L
Reactivo de Digestion: Disolver 15 g de Persulfato de Potasio ( bajo de Nitrogeno
<0.001%N) y 2.2 g de NaOH en agua y diluir a 1L

Solucién de Acido Sulfarico: Cuidadosamente adicionar 500 a 400 mL de agua purificada.
Reactivo acido de Brucina-Acido Sulfanilico: Disolver 1g de Acido Sulfanilico en 70 mL de
agua caliente, adicionar 3 mL de HCI concentrado, enfriar y diluir a 100 mL con agua
destilada. Almacenaren botellas ambara 50C.

Acido Acético (1+3): Diluir 1 volumen de Acido acético glacial con 3 volimenes de agua
destilada.

Hidréxido de Sodio (IN): Disolver 40g de NaOH en agua destilada. Enfriar y diluir a 1L.

A continuacion la Figura 2.1 presenta un diagrama de flujo del procedimiento del Método Validado

para la determinacion de nitrdgeno total en aguas.
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Tapar heréticamente e invertir la
mezcla 2 veces. Poner en bafio mana
(a 100aC £ 20cC) por 15 mm.

Noto: Debe haber ]
espacio entre tubo y Retirar los tubos del
Bafo

tubo para que el
calor sea uniforme

Enfriar en un bafo frio hasta llegar a la
temperatura de 200C - 250C y Medfr la
absorbancia de cada muesfra a 410 nm

Figura 2.1 Diagrama de flujo del proceso de determinacién de Nitrégeno Total en Cuerpos de
agua por el Método a Validar.
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CAPITULO 3

DESARROLLO DE LA VALIDACION DEL
METODO EMPLEADO PARA DETERMINAR
NITROGENO TOTAL EN CUERPOS DE
AGUA
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3.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE AGUAS DE DIFERENTES MATRICES PARA LA
EVALUACION DE LOS PAIMMETROS DE VALIDACION DEL METODO

Para la realizacion de la presente validacion se contd con muestras de agua de diferentes matrices
(agua potable, agua residual, agua subterranea, agua superficial), muestras reales monitoreadas en
campo, a las cuales se le hizo una adicion del patron de nitrogeno (acido glutdmico) para las
evaluaciones. Asi como se utilizd un patrén de trabajo (acido glutdmico) para obtener todos nuestros
resultados.

Se adicion0 una concentracion de nitrogeno a las matrices mencionadas anteriormente, previo
calculo para obtener una concentracion final esperada. Se prepararon cuatro niveles (1, 2.9, 10, 20
ppm de Nt), a las matrices Agua Potable, Agua Superficial, Agua Subterrdnea y Residual
respectivamente. Dichas muestras sintéticas fueron analizadas por tres analistas, 10 veces cada uno
en cada nivel, obteniéndose los siguientes resultados, y haciendo diluciones de tal manera que entre

en la Cuwa de Calibracion preparada.

TABLA 3.1 Datos obtenidos por tres analistas - Matriz Agua Potable con 1 ppm N
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AGUA SUPERFICIAL (2.9 ppm N)

Analistas
Replicas Arcalista-1  Analista2  Analista 3
1 2.812 2.851 2.625
2 2.830 2.791 2.803
3 2.683 2.872 2.706
4 2.870 2.937 2.848
5 2.799 2.766 2.917
6 2.925 2.823 2.769
7 2.711 2.755 2.714
8 2931 2.952 2.851
9 2.778 2.759 2.701
10 2.930 2.694 2.630

TABLA 3.2 Datos obtenidos por tres analista - Matriz Agua Superfcial con 2.9 ppm N

f=E AAGIIIUBIERMBA |LIpjm Il

Analistas
Replicas Analista 1 Analista 2 Anaallsta
1 9.583 10.088 9.785
2 10.591 9.676 9.553
3 9.488 9.588 9.785
4 10.149 10.149 9.995
5 10.039 9.688 9.559
6 10.317 10.297 10.163
7 9.749 9.749 9.594
8 9.843 9.814 9.688
9 10.292 10.292 9.983
10 9.916 9.748 9.633

TABLA 3.3 Datos obtenidos por tres analistas - Matriz Agua Subterranea con 10 ppm N
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AGUA | eSIDML (20:ppm M

Analistas
Replicas Analistal Analista2 Analista 3
1 19.068 19.758 19.524
2 18.812 20.359 20.114
3 20.437 20.320 20.076
4 19.021 20.116 19.876
5 19.135 18.991 18.773
6 19.030 19.864 19.629
7 18.945 18.846 19.705
8 20.171 20.048 19.810
9 19.040 20.272 20.029
10 20.342 20.223 19.981

TABLA 3.4 Datos obtenidos por tres analistas - Matriz Agua Residual con 20 ppm N

3.2 ESCRUTINIO DE RESULTADOS PARA DETERMINAR LA CONSISTENCIA DE VALORES
REZAGADOS. ERRATICOS O ATIPICOS.

Esta evaluacion se realiza antes de proceder a la evaluacion estadistica para eliminar datos

inconsistentes.
3.21  Célculo de la Estadistica de Consistencia entre Laboratorios (MANDEL: h)
Hipotesis
Ho: El analista no tiene valores atipicos

Ha: El analista tiene valores atipicos

Prueba Estadistica

(43)
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Donde:

Vi: Media del analista i

ym: Promedio de las medias
p. nimero de analistas

hii. h de Mandel

Criterio de Aceptacion

N A

N Calculado Tablas

Y se acepta la hip6tesis nula.

322

Calculo de la Estadistica de Consistencia dentro de Laboratorios (MANDEL: k)

Hipotesis
Ho; El analista no tiene valores atipicos

Ha: El analista tiene valores atipicos

Prueba Estadistica

Donde:

pi: nimero de analistas
Sj: Desviacion Estandar
kii: k de Mandel

Criterio de Aceptacion

A calculado ™ ~Tablas

Y se acepta la hipétesis nula.

Pag.43

(44)



Los valores criticos (1% y 5%) de h y k de Mandel se presentan en la Tabla 3.5 La Tabla 3.6
muestra los resultados de h y k calculados para cada analista utilizando los datos de las Tablas 3.1,

3.2, 3.3y 3.4, y utilizando las ecuaciones (43) y (45).

Nivel de Significancia (de tablas)

1% 5%
h-Mandel 1.150 1.150
K-Mandel 1.390 1.290

TABLA 3.5 Valores criticos de hy k de Mandel para tres analistas

Analista Parametro Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
. h Mandel -0.085 0.666 0.922 -1.116
Analista 1
k Mandel 0.825 0.982 1.235 1.196
) h Mandel 1.040 0.484 0.141 0.816
Analista 2
k Mandel 1.203 0.926 0.957 1.012
. h Mandel -0.955 -1.150 -1.063 0.300
Analista 3
k Mandel 0.934 1.086 0.747 0.739

TABLA 3.6 Resultados de hy k para el ensayo de las muestras realizadas con el método por

validar para la determinacién de nitrégeno total en aguas

Comparando los resultados de hy k de cada analista con los criticos y obsedamos todos estan
dentro de los valores criticos tanto al 1% y al 5. Por lo tanto se acepta la hipétesis nula de que los

analistas no tienen valores atipicos y rezagados.

El andlisis de la Figura 31 y 3.2 de h y k indican que los resultados no son marcadamente

diferentes de los otros, por tanto conservaremos los datos por el momento.

Figura 3.1. Valores de k para los resultados de Nitrégeno Total
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Figura 3.2 Valores de h para los resultados de nitrégeno total
3.2.3  Prueba numérica para dar validez a los resultados - Prueba de Cochrane
La prueba de Cochrane la aplicaremos para identificar valores rezagados, erraticos o atipicos.

Hipotesis
Ho: El analista no tiene valores atipicos

Ha: El analista tiene valores atipicos

Prueba Estadistica

(47)
Donde:
S2max: Varianza Maxima de las varianzas de los analistas participantes
S2: Varianza de los analistas
p: nimero de analistas
Criterio de Aceptacion
Calculado <C Tablas (48)

Y se acepta la hipétesis nula.

Los valores criticos (1% y 5%) de la prueba de Cochrane se presentan en la Tabla 3.7. La Tabla 3.8
muestra los resultados de Cochrane para cada nivel utilizando los datos de las Tablas 3.1, 3.2, 3.3y
3.4, y utilizando la ecuacion (47):
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ENivel de Signi icancia (de tablas)
1% 5%
Cochrane 0.793 0.707

TABLA 3.7 Valores Criticos de la Prueba de Cochrane
Nivel Cochrane
Nivel 1 0.482
Nivel 2 0.393

Nivel 3 0.508
Nivel4 0.477

TABLA 3.8 Resultados de Cochrane para el ensayo de muestras de agua con el método a

validar

Comparando los resultados de Cochrane de cada nivel con los criticos y observamos todos estan
dentro de los valores criticos tanto al 1% y al 5. Por lo tanto se acepta la hip6tesis nula de que los

analistas no tienen valores atipicos.

3.2.4  Prueba numérica de obsewacion de valores erraticos o atipicos-prueba de Grubbs
Los valores criticos y los resultados se presentan en la tabla 10 respectivamente:

Para verificar que nuestra serie de datos, alguno o algunos de los valores no difieran del resto de

forma inexplicable (errores crasos) se aplica un contraste de datos anémalos.

Hipotesis
Ho: El analista no tiene valores atipicos

Ha: El analista tiene valores atipicos

Prueba Estadistica
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Donde:

Xp: Media Maxima o Minima de los resultados obtenidos por los analistas

X: Media de los promedios
s: Desviacion Estandar de los promedios.

Gp: Grubbs calculado

Criterio de Aceptacion

A Calculado ™ ~Tablas (50)

Y se acepta la hipdtesis nula si G calculado es menor que el valor critico para una probabilidad de
0,05 (nivel de confianza del 95%) y n mediciones.
Los valores criticos (1% y 5%) de la prueba de Grubbs se presentan en la Tabla 3.9. La Tabla 3.10

muestra los resultados de Grubbs para cada nivel, utilizando los datos de las Tablas 3.1, 3.2, 3.3y

3.4, y utilizando la ecuacion (49).

Nivel de Significancia (de tablas)
1% 5%
Grubbs 1.155 1.155

TABLA 3.9 Valores Criticos de la prueba de Grubbs

. Grubbs
Nivel )
Minimo Maximo
Nivel 1 0.955 1.040
Nivel 2 1.150 0.666
Nivel 3 1.063 0.922
Nivel4 1.116 0.816

TABLA 3.10 Resultados de Grubbs para el ensayo de muestras

Comparando los resultados de Grubbs de cada nivel con los criticos y obsedamos todos estan
dentro de los valores criticos tanto al 1% y al 5. Por lo tanto se acepta la hipotesis nula de que los

analistas no tienen valores atipicos.
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3.25 NORMALIDAD Y HOMOGENEIDAD DE LOS DATOS

Muchos eventos reales y naturales tienen una distribucion de frecuencias cuya forma es muy
parecida a la distribucion normal. La distribucién normal es llamada también campana de Gauss por

su forma acampanada.

3.25.1 Normalidad de los datos (Prueba de Anderson-Darling)
Para evaluar si los datos generados siguen una distribucion normal se utiliza el Test de Anderson-

Darling. Esta prueba se realiza haciendo un grafico con los residuales de los datos obtenidos.
Hipétesis:

Ho: Los datos obtenidos presentan una distribucién normal

Ha: Los datos obtenidos no presentan una distribucion normal

Regla de Decision: Se acepta la Ho a un nivel de significacion aproximado de 0,05 si p-value es

superior a 0.05

En las Figuras 3.3 y 3.4, se obseda los gréficos de probabilidad de los residuos de los datos
obtenidos en las Tablas 3.1, 3.2, 3.3y 3.4, que indica que la distribucién de los mismos se ajusta de
forma suficiente a una cuwa normal. La diagonal principal representa a la distribucion normal tedrica
donde los residuos muestréales se ajustan a esta diagonal. En ninguno de los gréficos aparecen
desviaciones entre ambas distribuciones (la tedrica y la muestreal). Ademas, segun el Test de
Anderson-Darling se obtiene valores de p-value mayores de 0.05 por lo que las muestras tienen una

distribucién normal.

Haciendo uso del MINITAB 15 obtenemos los residuales de los 30 datos en cada matriz y se

muestran en las Tablas 3.11 y 3.12 a continuacion.
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Nivel 1 (Agua Potable) Nivel 2 (Agua Superficial)

Analista N.T.(ppm N) Residual Analista M rIP SI Residual
1 1.004 -0.017 1 2.812 -0.015
1 0.990 -0.031 1 2.830 0.003
1 1.076 0.055 1 2.683 -0.144
1 1.031 0.010 1 2.870 0.043
1 0.977 -0.044 1 2.799 -0.028
1 1.002 -0.019 1 2.925 0.098
1 0.997 -0.024 1 2.711 -0.116
1 1.062 0.041 1 2.931 0.104
1 1.002 -0.019 1 2.778 -0.049
1 1.071 0.050 1 2.930 0.103
2 1.040 -0.003 2 2.851 0.031
2 0.979 -0.064 2 2.791 -0.029
2 1.069 0.026 2 2.872 0.053
2 0.959 -0.084 2 2.937 0.118
2 1.110 0.067 2 2.766 -0.054
2 1.045 0.002 2 2.823 0.003
2 0.992 -0.051 2 2.755 -0.065
2 1.055 0.012 2 2.952 0.132
2 1.067 0.024 2 2.759 -0.061
2 1.114 0.071 2 2.694 -0.126
3 0.989 -0.015 3 2.625 -0.131
3 1.059 0.055 3 2.803 0.047
3 0.967 -0.037 3 2.706 -0.050
3 1.046. 0.042 3 2.848 0.092
3 0.988 -0.016 3 2.917 0.160
3 0.963 -0.041 3 2.770 0.013
3 1.037 0.033 3 2.714 -0.042
3 0.985 -0.019 3 2.851 0.095
3 1.054 0.050 3 2.701 -0.056
3 0.952 -0.052 3 2.630 -0.127

TABLA 3.11 Residuales de los datos obtenidos por el método a Valida en Agua Potable y en

agua superficial a concentraciones de 1y 2.9 ppm respectivamente
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Nivel 3 (Agua Subterranea) Nivel 4 (Residual)

Analista N.T.(ppm N) Residual Analista  N.T.(ppm N) Residual
1 9.583 -0.413 1 19.068 -0.332
1 10.591 0.594 1 18.812 -0.588
1 9.488 -0.509 1 20.437 1.037
1 10.149 0.153 1 19.021 -0.379
1 10.039 0.042 1 19.135 -0.265
1 10.317 0.320 1 19.030 -0.370
1 9.749 -0.248 1 18.945 -0.455
1 9.843 -0.154 1 20.171 0.771
1 10.292 0.296 1 19.040 -0.360
1 9.916 -0.081 1 20.342 0.942
2 10.088 0.179 2 19.758 -0.122
2 9.676 -0.233 2 20.359 0.479
2 9.588 -0.321 2 20.320 0.440
2 10.149 0.240 2 20.116 0.237
2 9.688 -0.221 2 18.991 -0.888
2 10.297 0.389 2 19.864 -0.016
2 9.749 -0.160 2 18.846 -1.034
2 9.814 -0.095 2 20.048 0.169
2 10.292 0.383 2 20.272 0.392
2 9.748 -0.161 2 20.223 0.343
3 9.785 0.011 3 19.524 -0.227
3 9.553 -0.221 3 20.114 0.363
3 9.785 0.011 3 20.076 0.324
3 9.995 0.221 3 19.876 0.125
3 9.559 -0.215 3 18.773 -0.979
3 10.163 0.389 3 19.629 -0.123
3 9.594 -0.180 3 19.705 -0.047
3 9.688 -0.086 3 19.810 0.058
3 9.983 0.210 3 20.029 0.277
3 9.633 -0.141 3 19.981 0.229

TABLA 3.12 Residuales de los datos obtenidos por el método a Validar en Agua Subterranea

y en Agua residual a concentraciones de 10y 20 ppm respectivamente
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Nivel 1 (Agua potable 1 ppm N)

Grafica de probabilidad de RESIDI

Normal

Medta -2.22M1-17
.Ert. 0.M212

N X
AD 0.412
Valor P 0.319

-0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10

usrol
Nivel 2 (Agua Superficial 2.9 ppm N)
Gréafica de probabilidad de RESIDI
Normal
Media -1.924KE-16
~sv.Est. 0.7~92
N 30
AD 0.418
Valor P 0.X8
-0.2 0.1 0.0 0.1 0.2

USroi

Figura 3.3 Graficos de probabilidad que muestran la Normalidad de los datos obtenidos para

Agua Potable y agua Superfcial a concentraciones de 1y 2.9 ppm N
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Nivel 3 (Agua Subterranea 10 ppm N)

Grafica de protabilidad de RESIDI

Normal

Nivel 4 (Agua Residual 20 ppm N)

Figura 3.4 Graficos de probabilidad que muestran la Normalidad de los datos obtenidos para

Agua Subterranea y Agua Residual a concentraciones de 10y 20 ppm N
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Como se puede ver de los graficos para cada nivel de concentracién de nitrogeno total en las
diferentes matrices el p Valué es mayor a 0.05 por lo que se concluye que los datos obtenidos son

normales.

TABLA 3.13 Valores de p-Value para los cuatro niveles

3.2.5.2 Homogeneidad de los Datos

En las pruebas paramétricas de estadistica, como la t de Student y el andlisis de varianza de Fisher,
se exige como requisito previo la homogeneidad de las varianzas. Esta técnica es un valioso auxiliar

para decidir la homogeneidad o heterogeneidad del error estadistico.

Al respecto, se debe considerar que la varianza corresponde a la suma de las diferencias de los
valores individuales en relacion con el promedio, elevadas al cuadrado y divididas entre los grados de

libertad, es decir, son variaciones alrededor de la medida de tendencia central.

Técnica Numérica de Homogeneidad de Varianzas. Prueba de Barlett, debido a los datos que se
tiene (datos normales). Los datos utilizados para dicha prueba son los presentados en las Tablas 3.1,
3.2.3.3y 3.4, para las diferentes matrices a validar. Los Resultados de homogeneidad de varianza se
obtuvieron con MINITAB. Y estos se presentan en Las Figuras 3.5,3.6,3.7 y 3.8. Se considera que
hay homogeneidad de varianzas cuando el p-value obtenido es mayor a 0.05, para la Prueba de
Barlett.

Hipotesis

Ho : Existe Homogeneidad de variancias

Ha: Al menos una variancia es diferente de las demas

Regla de Decision

Se acepta la Hip6tesis Nula Ho si: p valué > 0.05
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Prueta de igualdad de varianzas para C2

Prueba de Bartité
Edad&ica de prueba 1.30
valor P 0.E3

Prueba deLevene

Edad&icade prueba 0.~
Valor P 0.632

fotervatos de confianza de tonferroni de 95% para tesv.fct.

Figura 3.5 Resultados de la Prueba de Bartlett para el Nivel 1

(Agua Potable con 1 ppm N)

Prueba de igualdad de varianzas para C2

Prueba de Barti&
E~rdi”ra de pru&a 0.23
Vator P 0.73

Prueba de Lwene

E~dinra de prueba 0.24

Vator P 0.~1

fotervalos de confianza de tonferroni de 95% para tesv.fct.

Figura 3.6 Resultados de la Prueba de Bartlett para el Nivel 2

(Agua Superficial con 2.9 ppm N)
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Prueba de igualdad de varianzas “ra C2

Efédfctica de prueba 2.13

valor P 0.345

Erdféca de prueba 1.12

Vator P 0.342

01 02 03 04 05 06 o007 08

Intervatos de confanza de tonferroni de 95% para tesv.bt.

Figura 3.7 Resultados de la Prueba de Bartlett para el Nivel 3

(Agua Subterranea con 10 ppm N)

Prueta de igualdad de varianzas para C2

foteroatos de confenza de tonferronide 95% [Mra tesv.bt.

Figura 3.8 Resultados de la Prueba de Bartlett para el Nivel 4
(Agua Residual con 20 ppm N)

Como se puede observar de las Figuras 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, el p-Value es menor en todos los casos,
por lo tanto se aprueba Ho: Existe Homogeneidad de Variancias de los analistas para las matrices

evaluadas.
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3.3 PRECISION DEL METODO

Luego de determinar que no existe ningun valor rezagado o atipico y ademas los resultados siguen
un comportamiento normal y que existe homogeneidad en las varianzas, se procede a determinar la
precision, hallando la desviacion estandar de repetibilidad y reproducibilidad, asi como también la
desviacion estandar relativa de repetibilidad y desviacion estandar de reproducibilidad. Para ello se
evallan los parametros de precision de los datos obtenidos en las Tablas 3.1, 3.2, 3.3y 3.4, para

cada matriz a evaluar.

Evaluacion de la desviacion estandar de repetibilidad y desviacién estandar de
reproducibilidad: Calculo de la Media General (m), Desviacion Estandar de Repetibilidad (Sr) y

Reproducibilidad (sr).

1. Para la evaluacién del promedio, se calculé el promedio obtenido por cada analista, y
finalmente se calculé el promedio de los promedios obtenidos (media general).y por cada
matriz.

El Sr se calcula con la Ecuacion (4) y el SR se calcula con la Ecuacion (7)

El RSDry el RSDR se calculan como en el punto 1.3.1.5 b

El ry el R se calculan como en el punto 1.3.1.5 ¢

Los Limites de RSDry RSDr se calculan multiplicando los RSDry RSDrpor 2.8, ( 1.3.1.5 d)

o~ W PN

TABLA 3.14 Resultados de los Promedios, Desviacion Estandar Relativa de Repetibilidad y
Reproducibilidad
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Graficamente se tiene:

%RSDrvs Concentracion

Figura 3.9 Tendencia de la Desviacion Estandar Relativa de Repetibilidad (Sr)

Figura 3.10 Tendencia de la Desviacion Estdndar de Reproducibilidad (sr)

De las Figura 3.9 y 3.10 se puede apreciar que la desviacion estandar relativa tanto de la
repetibilidad como de la reproducibilidad sigue una tendencia similar a la trompeta de Hortwiz, donde
la DSR de la repetibilidad y de la reproducibilidad disminuyen conforme aumenta la concentracion del

analito, nitrégeno total.
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3.4 RECUPERACIONES EN MATRICES Y CARTAS DE CONTROL

Con los 30 datos obtenidos para las cuatro matrices, se establecieron los Intervalos de
Recuperaciones para cada matriz, los cuales se muestran en la Tabla 3.15. Se considera los limites
de aviso (2s), y los limites de control (3s), donde s es la desviacion estandar de los 30 datos.

Las Figuras 3.11, 3.12, 3.13 y 3.14 A su vez se muestran las primeras cartas de control para las

recuperaciones
Matriz Recuperacion %
Agua Consumo 90-106
Agua Superficial 92-108
Agua Subterranea 93-107
Agua Residual 95-105

TABLA 3.15 Intervalo de los Porcentajes de Recuperaciones obtenidas por Matrices

Grafica I de C2

1.20 +3SL=1.1926
+2SL=1.1360
+1SL=1.0793
X=1.0227
-1SL=0.9661
-25L=0.9095

0.90°'

0.85- -35L=0.8529

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28
toservacnn

Figura 3.11 Carta de Control de Recuperaciones - Matriz Agua de Consumo
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Valor individual

Gréfica I de C1

+3SL=3.1166
+2SL=3.0115
+1SL=2.9063
X=2.8011

-1SL=2.6960
-2S5L=2.5908

-3SL=2.4857

Figura 3.12 Carta de Control de Recuperaciones - Matriz Agua Superfcial

Grafica I de C1

+3SL=10.961
+25L=10.605
+1SL=10.249
X=9.893
-1SL=9.537
-25L=9.181

-35L=8.825

Figura 3.13 Carta de Control de Recuperaciones - Matriz Agua Subterranea
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Grafica 1 de ClI
+35L=21.247
+251L=20.723
+15L=20.200
X=19.677
-15L=19.154
-25L=18.631

-35L=18.108

Figura 3.14 Cada de Control de Recuperaciones - Matriz Agua Residual
3.5 VERACIDAD DEL METODO DE ENSAYO

Para determinar la veracidad del método a validar lo compararemos con un material de referencia
certificado (MRC).Para ello se repite cinco veces la lectura de un material de referencia por tres
analistas. Considerando el valor del MRC como el valor convencional, mediante la aplicacion de la t
de Student se podra determinar con un cierto nivel de confianza si existe diferencia significativa entre
la estimacion obtenida y el valor de referencia. En caso de no existir diferencia se considerara
demostrada la veracidad (exactitud) para este tipo de muestras y a dicho nivel de concentracién. Los

resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

Nivel Alto (QC Nitrogeno Total - 46.7 ppm Nt, Wibby Env., 8109-10) ver Anexo 1.

ANALISTAS X1 X2 X3 X4 X5
Analista 1 47.29 47.20 45.18 48.99 46.34
Analista 2 46.04 45.34 46.11 47.23 47.32
Analista 3 45.89 46.67 46.56 45.43 48.32

TABLA 3.16 Resultados obtenidos por los cinco analistas de un material de Referencia

certificado de nitrégeno Total - Rango Alto
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Nivel Bajo (MRC Nitrogeno Total, 5.499 ppm, Inorganic Venture, B”-NUT01109), ver Anexo 2

ANALISTAS X1 X2 X3 X4 X5
Analista 1 5.37 5.47 5.54 5.37 5.53
Analista 2 5.43 5.25 5.43 5.35 5.44
Analista 3 5.53 5.43 5.65 5.54 5.32

TAB” 3.17 Resultados obtenidos por los cinco analistas de un material de Referencia

certificado de nitrégeno Total - Rango Bajo

Se procedera a calcular el h de Mandel para eliminar los valores atipicos, si los hubiera,
comparandolo con el h de tablas para 3 analistas, y se compara si el h calculado es menos que el h

de tablas para tres analistas (1.15), se obtuvieron los siguientes resultados:
MRC -Nivel Alto

ANALISTAS PROMEDIO ABS(h)  EVALUACION

Analista 1 47.00 1111 Conforme
Analista 2 46.41 0.828 Conforme
Analista 3 46.57 0.283 Conforme

PROMEDIO 46.66
DESVEST 0.3050

MRC -Nivel Bajo

ANALISTAS PROMEDIO ABS(h)  EVALUACION

Analista 1 5.45 0.197 Conforme
Analista 2 5.38 1.084 Conforme
Analista 3 5.49 0.887 Conforme
PROMEDIO 5.44

DESVEST 0.0573

TABLA 3.18 Resultados obtenidos por los tres analistas para el MRC WibbyEnvironmental e

Inorganic Ventures, Valor Certificado 47.2 ppm y 5.4 ppm de Nt, respectivamente.

De la Tabla 3.18 se puede observar que el h calculado< h tablas por lo tanto los valores obtenidos
por cada analista no presentan valores atipicos. Para el calculo del t de Student para la exactitud, se
utilizara el promedio de los analistas y su desviacion estandar. Y se compara con el t de Student para
tres analistas (G.L.: 2) y con un nivel de confianza de 95% para dos colas.
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Media del MR por el método a evaluar 46.66 544

Desviacion estandar de proceso 0.3050 0.0573
Numero de analistas 3 3
Valor del Material de Referencia 47.2 5.4
t calculado 3.064 1.273
t tablas 4303 4.303

TABLA 3.19 Resultados obtenidos para la evaluacion de la veracidad del Método, con MRC

De la Tabla 3.19 Se obseda que el t calculado <t tablas, por lo tanto se puede afirmar que el

método es veraz von un nivel de confianza del 95%
3.6 VERACIDAD OBTENIDA POR INTERLABORATORIOS

Como parte de la evaluacion de la veracidad, se vio la necesidad de demostrar que el método
validado brindaba resultados confiables, es por ello que se decidio participar en un interlaboratrios,
con la Compafiia Phenova. El 15 de noviembre del 2012 se envi6 los resultados obtenidos, la muestra
es llamada Nutriente - #1 (PT-NUT1-WP), Study: WP1012. LS Resultados obtenidos fueron,
aceptables como se muestra en el Anexo 3, donde el Valor Asignado a la muestra fue 33 ppm Nty
con el Método Validado obtuvimos como resultado 34,4 ppm Nt. Los resultados fueron considerados

aceptables.

3.7 LIINEALIDAD DEL METODO.

Para evaluar la Linealidad del Método Validado, se prepar6 cinco puntos de calibracién, y un
blanco de calibracion. Los puntos fueron 1.0, 2.0, 2.5, 3.0, 5.0 ppm de Nitrégeno a partir del Acido
Glutamico. La curva sigue todo el procedimiento del método descrito en Figura 2.1, y son leidos
finalmente en un Espectrofotdmetro UV-Visible, a una longitud de onda de 410 nm. Las absorbancias
obtenidas y los célculos para la evaluacion de la pendiente, el intercepto y la correlacion, se muestran
en la Tabla 3.20.
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Donde: X: Concentracion, Y: Absorbancia
Tabla 3.20 Evaluacion de la Linealidad en el Espectrémetro UV-VISIBLE

Con los resultados obtenidos en la Tabla 3.19 y aplicando las ecuaciones (8), (9) y (10), se obtienen
los Resultados de las Tabla 3.21, los cuales usaremos para la determinacion de la pendiente, el
intercepto y el coeficiente de determinacion que se muestran en la Tabla 3.22. Estos Resultados

también se pueden determinar por Excel.
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PUNTOS DE CURVA 6

NUMERO DE REPLICAS 5
NUMERO DE DATOS 30
GRADOS DE LIBERTAD (n-2) 28
Sx2=1(X2).(£X)2n) 74.375
Sy2=1(Y 2).((1Y )2n) 0.814
SXxy=IXY.(£X"XY)In) 7.772

TABLA 3.21 Datos para la obtencion de estadisticos para la linealidad

COEFICIENTE DE REGRESION (slope) 0.1045
COEFICIENTE DE REGRESION (intercepto) -0.0010
COEF. DE REG. MULTIPLE (R) 0.9919

ESTIMADO DEL ERROR ESTANDAR (Syx) 0.00688
COEFICIENTE DE DETERMINACION! R2) 0.99837

TABLA 3.22 Resultados de Pendiente, Intercepto, y Coeficiente de Determinacion

Con los datos obtenidos encontramos la pendiente y el Intercepto de la cuiva de calibracion asi

como el coeficiente de correlacion de dicha cuiva.

Curva de Calibracion para la Determinacion
de Nitrogeno Total

0.6

0.5 y =0.1045x-0.001
R2=0.9984
'é 0.4

¢ 0.3

F oz

<
0.1

0

ppm de Nt

Figura 3.15 Curea de Calibracion para la determinacion de Nitrégeno Total por el Método
Validado
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Se realizan los célculos para la prueba de hip6tesis para la pendiente.

PRUEBA DE HIPOTESIS DE LA
PENDIENTE

t calculado > ttablas
(Para G.L. : N -2)

Sb 0.0008

tb 131.0610

IC b+/- t*sh

t tablas 2.0484

te sup 0.10614

IC INF 0.10287
CUMPLE

Tabla 3.23 Prueba de Hipdtesis para la pendiente

Se obseda que la t calculada es mayor que la t tablas por lo que se concluye que se cumple la
hipétesis para la pendiente.

Se realizan los célculos para la prueba de hipétesis para el intercepto
PRUEBA DE HIPOTESIS DEL
INTERCEPTO

t calculado < ttablas
(Para G.L. : N -2)

Sa 0.0022
ta -0.4703
IC a+l- t*sa
t tablas 2.0484
IC SUP 0.00346
IC INF -0.00552
CUMPLE

Tabla 3.24 Prueba de Hipotesis para el Intercepto

Se obseda que la t calculada es menor que el t tablas por lo que se concluye que se cumple la
hipétesis para el intercepto
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Se realizan los célculos para la prueba de hipotesis para el Coeficiente de Correlacion

PRUEBA DE HIPOTESIS DEL
COEFICIENTE DE
CORRELACION

t calculado > ttablas
(Para G.L. : N -2)

Sr 0.0076
t cal 131.0610
a 0.00005812
ttablas 2.0484
CUMPLE

Tabla 3.25 Prueba de hip6tesis del Coeficiente de correlacion

Se obseiva que la t calculada es mayor que la t tablas por lo que se concluye que se cumple la
hipotesis para el coeficiente de correlacion

Se realizan los célculos para la demostracion de la regresion y la linealidad

Regresion F calculado F tablas
Linealidad F calculado <F tablas

Usando Minitab, calculamos los pardmetros de evaluacion:

Fuente G S MC  FCalculado Fablas Significanda
Regr%i(’)n 1 0.81223 0.81223 17167.97 4.20 ES SIGNIFICATIVA
Error Residual 28 0.00132 0.00005
Falta de gjuste 4 0.00027 0.00007 154 2.78 NO ES SIGNIFICAVVA LA DESVIACION
Error puro 24 0.00105 0.00004
Total 29 0.81355

Tabla 3.26 Prueba de Fisher para la determinacién de la Linealidad y la Regresion

Se rechaza la hipétesis planteada y se acepta la hipétesis nula, concluyendo que para un nivel de
significancia del 95%:

a. Existe una regresion significativa entre la absorbancia y la concentracion

b. La falta de ajuste no es significativa, por lo tanto presenta linealidad
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Criterios de aceptacion de todas las pruebas

1. - Prueba de Hipotesis del Pendiente: t calculado> t tablas

2. - Prueba de Limite de confianza para el Intercepto: t calculado< t tablas

3. - Prueba de Hipétesis de la Coeficiente de Correlacion: t calculado> t tablas

4. - Prueba de HipGtesis para demostrar regresion y desvio de linealidad:

Regresion: F calculado> F tablas

Linealidad: F calculado < F tablas

Como cumple con todos los criterios de aceptacion, se demuestra que existe linealidad en el

intercalo de 1-5 ppm N.
3.8 LIIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION METODO

Hallaremos el limite de deteccion del método para poder saber cuél es la minima cantidad de
nitrtogeno de acido glutamico que se puede determinar. Para la determinacion del limite
instrumental en la determinacion de nitrégeno total en aguas se llevo a cabo 10 réplicas del
blanco de calibracion realizada por tres analistas diferentes, el cual es el que nos indica en

nivel de ruido en la lectura del espectrofotometro. Los resultados fueron los siguientes:

Blancos de Calibracion Analista 1 Analista 2 Analista 3
1 0.089 0.093 0.098
2 0.113 0.188 0.132
3 0.095 0.102 0.054
4 0.114 0.091 0.122
5 0.103 0.102 0.098
6 0.107 0.111 0.132
7 0.092 0.097 0.092
8 0.165 0.122 0.102
9 0.086 0.062 0.093
10 0.194 0.110 0.162
Promedio 0.116 0.108 0.109
Desviacién Estandar 0.036 0.032 0.030
LDI 0.107 0.097 0.089

Tabla 3.27 Resultados para la determinacion del Limite de Deteccion Instrumental
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Calculando el limite de deteccion instrumental.

L.D. Instrumental (ppm N) 0.098

Calculamos ahora la concentracién de la nitrogeno total, que se va a adicionar, el cual esta
comprendido entre 2 y 5 veces el limite de deteccion instrumental calculado. Se considerara cinco

veces el limite de deteccién instrumental.

Concentracion de la solucion fortificada (ppm):
Se prepar0 estandares de (ppm):

Calculo del Limite de Deteccion del Método: Para el limite de deteccion del método se prepara
estandares de 0.5 ppm de N, y se analizan 7 réplicas, por tres analistas diferentes, y luego se evalla

el calculo del LDM, utilizando la desviacion estandar de estos datos. Los resultados fueron los

siguientes:

Sol. Fortificada (0,50 mg/L)

~N oo o1 B oW DN

Desviacion estandar(s)

Limite de Deteccion del
Método (LDM): tx s

Limite de Cuantificacion
(LCM): 2.5xLDM

Promedio

Tabla 3.28 Resultados para la determinacion del Limite de Deteccidn del Método

Analista 1

0.60
0.49
0.59
041
0.49
0.45
0.42

0.08

0.24

0.60

0.49

Analista 2

0.58
0.42
0.45
0.55
0.46
0.49
051

0.06

0.18

0.45

0.49

Analista 3

0.59
0.53
0.42
0.44
0.53
0.61
0.59

0.08

0.24

0.59

0.53



Promediando los resultados de los tres analistas, obtenemos el limite de deteccion y de

cuantificacion.

LDM(Lim. Det.Met.) 0.233 ppm
LCM (Lim. Cuan.Met.) 0.743 ppm

Tabla 3.29 Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion del Método

Se puede verificar que la concentracion preparada se encuentra en el intervalo de LDM y 5 LDM, y
los porcentajes de recuperacion de los estandares preparados estan en el rango de 50- 150 %. Y el

% RSD es menor igual a 20%.
3.9 SENSIBILIDADDEL METODO

La sensibilidad del método se evalla en base a la pendiente de la curva de calibracion
utilizada para la determinacion de la concentracion de nitrdgeno total, para este caso, la
pendiente de la curva de calibracion, y la cual se determinara un intesalo en la cual debe de

encontrarse. Se obtuvieron los siguientes datos:

Analista/Dia Analista 1 Analista 2 Analista 3 Analista 1  Analista 2
BK 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
STD1 0.0980 0.0985 0.1000 0.0982 0.0983
STD?2 0.2120 0.2140 0.2090 0.2121 0.2141
STD3 0.2560 0.2680 0.2680 0.2559 0.2679
STD4 ' 0.2991 0.3210 0.3110 0.2990 0.3209
STD5 0.5280 0.5100 0.5240 0.5280 0.5101
Sensibilidad 0.1052 0.1031 0.1051 0.1052 0.1031

Tabla 3.30 Resultados para la determinacion la sensibilidad, cinco curvas

De estos datos de sensibilidades, calculamos el jntewalo de confianza en la cual deberia estar

presente, dicha sensibilidad, en base a su promedio y su desviacion estandar.

Desviacion Estandar 0.0011
Promedio 0.1043

De ello obtenemos el intesalo de confianza:
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Sensibilidad 0.1043
Intesalo de confianza (+/-) 0.0014

Tabla 3.31 Resultados de Sensibilidad y su Intercalo de confianza

3.10 ROBUSTEZ DEL METODO.

La robustez mide la sensibilidad que presenta el método ante pequefas variaciones en los factores

que intervienen en la realizacion del método. Utilizaremos la prueba de Youden-Steiner. La Tabla

3.32 muestra los parametros criticos del método que variaremos para la prueba.

F.C. Detalle del Factor critico Nom.+Var.

Ala Temperatura de Digestion en Autoclave ~ 103- 107°C
B/b Tiempo de Digestion en Autoclave 19-21 min

Clc Temperatura para desarrollo de color 98-102 0C
D/d Temp. de Enfriamiento antes de lectura ~ 24-26 min

Ele pH de la muestra 8o- ©

TABLA 3.32 Factores a evaluar y niveles por cada factor

Se procede a realizar la combinacion de los factores segin la Tabla 3.32, para ello se evallo una
matriz complicada (agua residual) con una adicion de 2.9 ppm N.

Factor/Ensayo 1 2 3 4 5 6

7 8
Ala 103 103 103 103 107 107 107 107
Blb 29 29 31 31 29 29 31 31
Clc 08 102 98 102 98 102 98 102
D/d 24 24 26 26 26 26 24 24
Ele 65 75 65 75 75 65 715 65
Fif F f f F F F f F

Glg G g g G s G G

g
Resultado 24146 2.8449 27336 27260 2.8516 2.7536 2.8040 2.7669
Recuperacion 83 98 94 94 98 95 97 95

TABLA 3.33 Combinacion de Factores para la evaluacion de la Robustez

Con los resultados obtenidos aplicamos los célculos de la Tabla 1.5y de la Ecuacién (14), y lo
comparamos con el t de Tablas para un G.L. (4-1) y a un 95% de confianza para dos colas, este valor

es 3.18 (el n =4 por que se replica cuatro veces cada factor). Los resultados se muestran en la Tabla
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3.34. Se utilizé un Sigual al SR para 2.0 ppm Nt. Interpolando el SR de la Tabla 3.14 para 2.0 ppm
es 0.097.

TABLA 3.341calculada Y t Tablas> para la demostracion de la robustez

Se puede ver del cuadro que para todos los parametros evaluados, el t calculado <t tablas, por lo
tanto en método presenta robustez. El factor que mas diferencia causé fue el pH de la muestra,
seguido de la temperatura de digestion. Por lo tanto se deben de controlar mas dichos parametros.

311 INTERVALO/ RANGO DE TRABAJO DEL METODO

En el intervalo de trabajo se verificO que el método analitico proporciona precision, exactitud, y
linealidad aceptables cuando se aplica a muestras que contienen el analito en los extremos del
intervalo, del mismo modo que dentro del intervalo. Se ha demostrado que existe un rango de trabajo
hasta 6 ppm N. Ya que a concentraciones mas altas la linealidad de pierde, y ya no hay

proporcionalidad. Es decir ya no se cumple la Ley de Beer.
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Con los datos obtenidos encontramos la pendiente y el intercepto de la curva de calibracion asi

como el coeficiente de correlacion de dicha cuiva.

Rango de Trabajo del Metodo Validado
1800

Figura 3.16 Desviacion de la linealidad para concentraciones mayores de 5 ppm N

Con lo cual se concluye que el rango de trabajo es hasta 6 ppm Nt, concentraciones mas altas,
pierde la linealidad, el jnteivalo de trabajo va desde el limite de cuantificacion 0.960 ppm N, hasta los

6 ppm N.
3.12  SELECTIVIDAD

Para la evaluacion de la selectividad del método se realizd 5 lecturas de una muestra de agua
residual las cuales generalmente vienen con el jnterferente potencial Fe3t a un nivel aproximado
entre 0.5 y 2 ppm. Tomando la misma muestra se adicion6 Fe 3+ en concentraciones de 0.5,1.0 y 2.0
ppm, para evaluar su efecto en la determinacion del Nitrdgeno Total. En la Tabla 3.35 se muestra los

resultados obtenidos.
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Valor de Valor de Valor de Valor de
Valor de Muestra (ppm)  Muestra con Muestra con  Muestra con 1.0  Muestra con

0.0 ppm Fe 0.5 ppm Fe ppm Fe 2.0 ppm Fe

1 1.1232 1.1427 1.1343 1.1787

2 1.1323 1.1343 1.14382 1.1602

3 1.1533 1.1743 1.1537 1.1732

4 1.1432 1.1676 1.1532 1.1692

5 1.132 1.1654 1.1465 1.1643
Media 1.1368 1.1569 1.1463 1.1691
Desv.Est. 0.0116 0.0173 0.0079 0.0073
t Calculado 2.588 2.674 9.945
1 4.3322 4.34543 4.3442 4.3654

2 4.2853 4.3043 4.3103 4.3232

3 4.3132 4.332 4.3343 4.3765

4 4.2654 4.2943 4.3054 4.341

5 4.2965 4.3143 4.3023 4.3332
Media 4.2985 4.3181 4.3193 4.3479
Desv.Est. 0.0229 0.0185 0.0168 0.0200
t Calculado 2.362 2.769 5.519

Tabla 3.35 Evaluacion de la Selectividad en Agua Residual con Interferente Fe 3+

Como se puede apreciar de la Tabla 3.35, la concentracién de Nt tiende a aumentar conforme
aumenta la concentracion de Hierro, esto debido a que parte del persulfato oxida el Fe3+ y da una
interferencia positiva en el andlisis. Para verificar hasta qué punto el método es selectivo para una
determinada concentracion de Fe3+ usamos la t de Student para compararlo con lat de Tablas, para
cuatro grados de libertad (5 datos) y con un nivel de significancia del 95 % para dos colas. Se obseda
que para concentraciones de 2 ppm de Fe3t el método deja de ser selectivo, por ello se acepta hasta
concentraciones de 1 ppm de Fe3+ donde el t cdadadb < t Talas = 2.7764. Por lo tanto el método es
Selectivo para concentraciones menores a 1 ppm de Fe3t+ el cual es el interferente mas comun en las

muestras de agua.
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3.13  INCERTIDUMBRE DEL METODO DE ENSAYO

La estimacion de la incertidumbre del método para determinar nitrdgeno total en aguas por el
método a validar, estd basado en la Guia para Determinar la Incertidumbre de EURACHEM24. Se
calculara la Incertidumbre para una muestra de agua superficial con una concentracion de 2.0 ppm

como ejemplo, y se identificara las fuentes principales de incertidumbre.
Método: Determinacion de Nitrégeno por el Método Validado

Producto: Agua (Potable, Subterranea, Superficial, Residual).

3.13.1 El Mensurando
Nitrdgeno total en ppm como N.

3.13.2 Modelo fisico

A 10 mL de muestra estandar o una porcion diluida de ella a 10 mL se adiciona a tubos de
digestion, luego se adiciona 5 mL de reactivo de digestion y se tapa ajustadamente y se mezcla.
Calentar por autoclave a 105 +/- 5°C, por 20 minutos, y esperar que enfrié a temperatura ambiente.
Luego ajustar el pH de la muestra a neutralidad, se adiciona 10 mL de solucion de &cido sulfarico
(10N) y agitar. Adicionar 0.5 mL de reactivo &cido sulfanilico-brucina, agitar, y colocarlo en un bafio
con agua a 100°Cpor exactamente 25 minutos. Enfriar a temperatura ambiente, luego leer la muestra

en un espectrofotometro a 410 nm.

3.13.3 Modelo matematico

CN iQAPPmM)= Lectura (ppm)x

3.13.4 Fuentes de incertidumbre: Las fuentes de incertidumbre se determinaron con un diagrama

causa efecto, como se muestra en la Figura 3.17.
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Factor de Dilucion Lectura V inicial

Figura 3.17 Diagrama de causa y efecto para determinar las fuentes de incertidumbre que

afectan al método de determinacién de nitrgeno en cuerpos de agua

De la Figura 3.17 se puede observar que hay siete fuentes de incertidumbre por considerar: el
volumen inicial de la muestra, el factor dilucion se toma en cuenta cuando la muestra presenta un alto
contenido de nitrégeno, la incertidumbre que se introduce cuando se utiliza una curva de calibracion
para cuantificar, la repetibilidad y el efecto de la matriz, ingresa como un factor importante de
incertidumbre, preparar la solucidn stock para la curva de calibracion, la temperatura de digestion en
autoclave y por dltimo la incertidumbre que aporta la temperatura de desarrollo de color previo a la

lectura en el espectrofotdmetro. En la siguiente ecuacion se agrupan estas fuentes de incertidumbre.

UN=U\q+U 2+ U ZTea+ U Uz +U Bs+U 0.

Donde:

Uwi: debido a las fuentes de error que se generan al momento tomar la alicuota de la muestra

U reP. debido a las fuentes de error que se generan cuando el analisis lo realizan diferentes analistas
en diferentes dias y para diferentes matrices

U tiert: debido a las fuentes de error que se generan cuando las muestras son introducidas en el bafio
maria (1000C) para el desarrollo de color, antes de la lectura en el espectrofotdmetro

U t dg: debido a las fuentes de error que se generan cuando las muestras son puestas a digestar en
la autoclave a la temperatura de 105 0 C.

U Fdi: debido a las fuentes de error que se generan cuando se toma una alicuota menor de muestra y
se afora en una fiola de un determinado volumen.
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U Lect’ debido a las fuentes de error que se generan cuando se utiliza una curva de calibracion para
determinar la concentracion de un analito en una muestra
U ss: debido a las fuentes de error que se generan cuando se prepara la solucién stock que se utiliza

como patron de cuiva de calibracion.

3.13.5 Desarrollo de la incertidumbre por cada una de las fuentes determinadas

Con el diagrama de causa y efecto se determinaron siete fuentes que aportan variacion en el
resultado y que proporcionan a la incertidumbre al método que estamos estudiando (volumen inicial,
la reproducibilidad en el andlisis de la muestra y matriz, temperatura de digestion, temperatura para el

desarrollo del color, lectura, factor dilucion y preparacion de la solucion stock).
Incertidumbre debida al volumen inicial de la muestra

El calculo de la incertidumbre de la medicion del material volumétrico (pipeta de 10 mL), relaciona la
especificacion o variacion maxima del material, la incertidumbre debida a control interno y finalmente
la incertidumbre del material debido a la diferencia de temperatura experimental y la especificada en
la calibracion del material. Combinando estos tres tipos de incertidumbre obtendremos la
incertidumbre estandar por tomar una alicuota con un material de vidrio, obteniendo la siguiente

ecuacion.

Donde:

u  es laincertidumbre estandar debida a la variacion méxima que indica la especificacion del

material de vidrio.

u ci: es la incertidumbre estandar debida al control interno del ambiente donde se utiliza dicho material

de vidrio.

u kmp: es la incertidumbre debido a la diferencia entre la temperatura experimental y la temperatura a

la cual se calibré el material.
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Vol. de PipetaimL) 10
Vol. de alicuota (mL) 10

Especificacion
Variacion maxima (mL) +m 0.030

Inc. Std. de especificacion

(mL) 0.012
Control Interno
Incertidumbre Expandida 0.060

(mL)
Ine. Std del volumen (mL) 0.030

Variacion de Temperatura
Variacion de Temperatura 9
(°C) +m
Coef. de Dii. de agua 1/°C 0.00021
Inc. Std de VaE. de 0.00242487
temperatura(°C)

TABLA 3.36 Datos para la incertidumbre del volumen inicial de la muestra

Con los resultados obtenidos de incertidumbres estandar, el siguiente paso es realizar la

propagacion de las inceritdumbres, obteniéndose la incertidumbre estandar de volumen
Incertidumbre Estandar (mL) 0.0325
Incertidumbre Estandar Relativa  0.0032
TABLA 3.37 Resultados de incertidumbre estandar y relativa para el Vol. Inicial

3.135.1 Incertidumbre debida a la repetibilidad cuando se analiza una muestra
El célculo de esta incertidumbre se basa en la evaluacion de la precision de resultados de diferentes
niveles en diferentes matrices. Los niveles de concentracion se seleccionaron de acuerdo a los

resultados obtenidos en la Tabla 3.14, de esta Tabla hacemos una grafica de Sr (Desviacion estandar
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de Repetibilidad) vs concentracion de Nt. Para finalmente obtener una ecuacion de que relaciones

estas dos variables y asi utilizarla para cualquier concentracion. La Tabla 3.38 es la utilizada para

hacer la Gréfica.

Nivel A. Consumo A. Superficial A, Subterrdnea  A. Residual
Promedio 1.023 2.801 9.893 19.677
Sr 0.044 0.090 0.282 0.536

TABLA 3.38 Srvs Promedios de Resultados por Niveles

Pendiente 0.0264
Intercepto 0.0173

Figura 3.18 Curoa de Relacién entre el Sry Concentracion de Nt (ppm)

Calculo de la incertidumbre debido a la repetibilidad: para 2 ppm de Nt, se reemplaza en la ecuacion
obteniéndose los resultados de la Tabla 3.39.

Concentracion de la Muestra (ppm) 2.0004
incertidumbre Estandar (ppm) 0.0717
Incertidumbre Estandar Relativa 0.0358

TABLA 3.39 Resultados de la Incertidumbre Estandar y Relativa de la Repetibilidad
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3.135.2 Incertidumbre debida a la temperatura antes de la Lectura
El célculo de esta incertidumbre es netamente la incertidumbre que indica el certificado de calibracion
del bafio maria para 100°C. Se considera el Factor de Cobertura que dice el certificado. El Anexo 5

Presenta el Certificado de Calibracion de Bafio Maria.

Resultados del Certificado
Incertidumbre Expandida 0.18
Factor de Cobertura ( Certificado) 2

TABLA 3.40 Certificado de Calibracion del Bafio Maria a 100°C

Temperatura de Calentamiento 100
Incertidumbre Estandar (°C) 0.09
Incertidumbre Estandar Relativa ~ 0.0009

TABLA 3.41 Incertidumbre Estandar y Relativa de la Temperatura antes de Lectura

3.135.3 Incertidumbre debida a la temperatura de digestion: E célculo de esta
incertidumbre es netamente la incertidumbre que indica el certificado de calibracién de la autoclave a

la temperatura de 105 0 C. EI Anexo 4 Presenta el Certificado de Calibracion del Autoclave.

Resultados del Certificado
Incertidumbre Expandida 0.35
Factor de Cobertura ( Certificado) 2

TABLA 3.42 Certificado de Calibracion del Autoclave a 105°C

Temperatura de Digestion{°C) 105
Incertidumbre Estandar (°C) 0.175
Incertidumbre Estandar Relativa 0.0017

TABLA 3.43 Incertidumbre Estandar y Relativa de la Temperatura de Digestion
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3.1354 Incertidumbre debida a un factor de dilucién (de ser necesario)

El calculo de esta incertidumbre esta basado en la combinacion de las incertidumbres debida a la

toma de la alicuota (pipeta) y a volumen final de enrase (fi6la), primero se calcula la incertidumbre

por tomar una alicuota de 10 mL por ejemplo y luego calcular la incertidumbre por enrasar la dilucion

a un volumen final de 50 mL. Para este ejemplo ya calculamos la incertidumbre por tomar una

alicuota de 10 mL, quedaria calcular la incertidumbre por enrasar a un volumen final de 50 mL

Vol. de fidla (mL) 50

Especificacion__
Variacion maxima (mL ) 0.08
Ine. Std. de la especificacion( mL) 0.03

Control Interno
Incertidumbre Expandida ( mL ) 0.056
Inc. Std del volumen (mL) 0.028

Variacion de Temperatuil

Variacion de Temperatura (°C) +/- 2
Coef. de Dii. de agua 1/°C 0.00021
Inc. Std. de Var. de temperatura(°C) 0.01212
Incertidumbre Estandar (mL) 0.0447
Incertidumbre Estandar Relativa 0.0009

TABLA 3.44 Datos para la incertidumbre del Factor de Dilucion

Combinarlo con la Incertidumbre Estandar de la pipeta, obtenemos la incertidumbre de la dilucién

Incertidumbre Estandar (mL) 0.0325
Incertidumbre Estandar Relativa 0.0032
Factor de Dilucion 5
Incertidumbre Estandar (mL) 0.0050
Incertidumbre Estandar Relativa 0.0010

TABLA 3.45 Incertidumbre Estandar y Relativa de la dilucién
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3.1355 Incertidumbre debida a la preparacion se solucion stock para curva de
calibracion

El célculo de esta incertidumbre esta basado en la preparacion de una solucién stock (de acido
glutamico) de la cual se hace diluciones sucesivas para preparar la curva de calibracion. Para el
célculo de esta incertidumbre se combinan tres factores: Contribucion del peso de la sal, pureza de la
sal y el volumen final a cual se prepara el patrén, finalmente se combina estas tres contribuciones,

para obtener la incertidumbre debida a la preparacion de una solucion stock

Incertidumbre debida al pesaje del acido glutamico.

B primer paso es revisar el Certificado de la Balanza para extraer la ecuacion de Lectura corregida
e incertidumbre expandida de la medicién en la balanza, en la cual reemplazamos el peso de Acido
glutdmico. Dicho certificado los encontramos en el Anexo 7

Peso de Patrén

Peso de A. Glutamico (g) 1051
Peso de N (g) 0.100
Inc.Exp.Medicion 0.000232
Factor de Cobertura 2

Incertidumbre Estandar 0.000116

TAB” 3.46 Datos para calcular La incertidumbre estandar del peso de Muestra

Incertidumbre debida a la correccion de peso por la balanza utilizada ~er Anexo 7)

Correccion
Peso de Muestra (R) (g) 1.0510
Lectura de Correccion de Balanza 1.0509
Desviacién de Lectura 0.0000002

TABLA 3.47 Datos para calcular la Desviacion de la Lectura por la Correccion

La incertidumbre estandar de Calibracion se obtiene por combinacion de la incertidumbre estandar
del peso de muestra (Tabla 3.46) y la desviacion de la lectura por la correccion (Tabla 3.47).

Incertidumbre Estandar Calibracién 0.00012
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Incertidumbre debida a la resolucién de la balanza (triangular)

[ Resolucién (manual) (g) i 0.00001
Incertidumbre Estandar Resolucién 0.000003

Incertidumbre debida a la deriva de la balanza

Del certificado, ubicamos los errores maximos corregidos tanto del certificado actual como del
certificado anterior de la balanza, y luego se procede a calcular la méxima diferencia. En base a esta
méxima diferencia es que se calcula la incertidumbre estandar de la deriva. Los Certificados los
encontramos en el Anexo 6 y 7. Combinamos las tres incertidumbres estandar (calibracion,

Resolucion y Deriva).

_Maximo Error Corregido (actual) 0.000120
Méaximo Error Corregido (anterior) 0.000505
Méxima diferencia 0.000385
Incertidumbre Estandar Deriva 0.000111
Incertidumbre Estandar (g) 0.00016
Incertidumbre Relativa 0.00161

TABLA 3.48 Datos para la incertidumbre del peso del Acido Glutamico

El siguiente paso es calcular la incertidumbre debida a la pureza del acido glutamico, como indica el
certificado del reactivo. Utiliza la desviacion con respecto al 100% cuando es un reactivo 100% puro.

Grado de pureza (%) 99.9
Desviacién de Pureza al 100% 0.001
Incertidumbre Estandar(ppm) 0.00057

Incertidumbre Relativa 0.00578

TABLA 3.49 Incertidumbre Estandar y Relativa del peso del Acido Glutamico

Y por Gltimo se determina la incertidumbre del material de vidrio en el cual se prepara la solucién
stock, este tipo de célculo se realiza como el material de vidrio antes evaluado.
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Incertidumbre del material de vidrio (fibla de 1000 mL)

Especificacion

Variacion maxima! m L}+/e 0.400
Inc. Std. de especificacion! mL) 0.163
Vol. de Fiola(mL) 1000

Control Interno
Incertidumbre Expandida ( mL ) 0.236
Ine. Std del volumen (mL) 0.118

Variacion de Temperatura
Variacion de Temperatura (°C) 9
+[e
Coef. de Dii. de agua 1/0C 0.00021
Inc. StddeVar. de T(°C) 0.24248711

Incertidumbre Estandar (mL) 0.3153
Incertidumbre Estandar Relativa 0.0003

TABLA 3.50 Incertidumbre Estandar y Relativa de la fibla en que se prepara el patrén

Incertidumbre de la solucién stock

100Q,m.
CsolStocl = —= 7P, ®
Propagando las incertidumbres
Concentracion (ppm) 99.9068
Incertidumbre Estandar 0.00601
Incertidumbre Estandar Relativa 0.00006

TABLA 351 Incertidumbre Estandar y Relativa de la preparacién de Solucion Stock.

P&g.83



3.13.5.6 Incertidumbre debida a la cuantificacién con una curca de calibracion:

De los resultados obtenidos en la Tabla 3.20, utilizamos para calcular la incertidumbre en el resultado
por el uso de una Curva de Calibracion para cuantificar. Usar los resultados obtenidos en la Tabla
3.21 y Tabla 3.22.

Parametros

Sxly: Estandar de Error 0.0069
bl: pendiente 0.10450

m: Replicas a evaluar 5

n: Numero de datos de la curca 30
Concentracién a evaluar 2.0096
Sm 74.3750

Prom. de Conc. (ingresar) 2.250

TABLA 3.52 Resultados obtenidos para el calculo de la incertidumbre debida al uso de una

curca de calibracion para cuantificar

Con estos datos de entrada calculamos la incertidumbre debida a la determinacion de la
concentracion usando una curca de calibracion.

Incertidumbre Estandar 0.04788
Incertidumbre Estandar Relativa 0.02393

TABLA 3.53 Incertidumbre Estandar y Relativa debido a la Curca de Calibracion

3.13.6 Incertidumbre Combinada
Con los resultados de todas las incertidumbres relativas, calculamos la incertidumbre relativa usando

la Ecuacion (34).

Fuentes de Incertidumbre Valor Incert. Estandar Ine. Est. Relativa
Volumen Inicial 10 0.0325 0.00325
Temperatura de Digestion 105 0.175 0.00167
Temperatura de Lectura 100 0.09 0.00090
Solucién Stock 99.9068 0.00601 0.00006
Repetibilidad 2.01 0.071966986 0.03581
Curca de Calibracion 201 0.04809 0.02393

TABLA 3.M Resumen de los aportes de incertidumbre de cada fuente
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Para el célculo de la Incertidumbre combinada se requiere de la concentracion de la muestra que se
requiere calcular su incertidumbre, supongamos que tenemos lo siguiente: La lectura de la muestra es
0.2092, utilizando la curva de calibracion se determina que la concentracion de la muestra y estamos
asumiendo que no se ha realizado ninguna dilucion

Lectura 0.2090
Concentracion 2.01
Dilucion 1

3.13.7 Incertidumbre Expandida

Con estos datos calculamos la incertidumbre combinada y expandida para tal concentracion, usando
las Ecuaciones (35) y (36).

Incertidumbre Estandar Comb. 0.0869
Incertidumbre Relativa 0.0432
Incertidumbre Expandida 0.1738
RESULTADO FINAL
' ZOi +A 0114

Gréficamente podemos ver el aporte de cada fuente de incertidumbre. De la Figura 3.19 podemos
apreciar que el mayor aporte para la incertidumbre del resultado final, es la repetibilidad, seguido de
la lectura con la cuwa de calibracion, para la concentracion de 2 ppm de N (mg/L), Por lo tanto se
debe de controlar mucho mas estos factores para evitar que la incertidumbre sea mas grande.
Cuando se requiera una dilucion simplemente se adiciona a la ecuacion de propagacion de
Incertidumbres. Dando valores a diferentes concentraciones podemos hallar una ecuacion que
relacionela concentracion con la incertidumbre.

Concentracion (ppm) Incertidumbre %
1.04 0.13 12.7
2.00 0.17 8.7
2.96 0.22 74
391 0.27 6.9
4.87 0.32 6.6

TABLA 3.55 Datos para hallar la Concentraciones e Incertidumbre
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Cuna de Calibracién

Repetibilidad

Solucién Stock

Temperatura de Lectrura

Temperatura de Digestion

Volumen Inicial

Figura 3.19 Gréfico de los aportes porcentuales de cada una de las fuentes de incertidumbre

Si se aumenta la concentracion de la muestra, €l aporte de la incertidumbre debido a la curva de
calibracion disminuye, esto es razonable debido a que a concentraciones mas altas el valor presenta
menor desviacion comparado cuando se lee valores cercanos a primer punto de curva, donde la
tendencia es a tener mayor desviacion. En cuanto al aporte de la repetibilidad (Sr), esto aumenta
conforme aumenta la concentracién. Es por esta razén que conforme aumenta la concentracion
aumenta la incertidumbre, pero en % con respecto a la concentracion realmente disminuye, ver
Figura 3.9.
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Incertidumbre vs Concentracion

0.35
0.3
0.25

0.2

0.05

1 2 3 4 5 6
Concenfracién

Figura 3.20 Ecuacion de Relacion entre la Concentracion y la Incertidumbre

La Figura 3.20 es construida a partir de la Tabla 3.55, en el cual se calcula la incertidumbre para
diversas concentraciones, con ello se elabora una ecuacion la cual nos sirve para calcular la
incertidumbre de una muestra cualquiera para el nivel de concentracion determinado. La Figura 3.20

muestra la ecuacion a utilizar.

Pag.87



CONCLUSIONES
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El Método Analitico desarrollado (validado) para la cuantificacion de Nitrégeno Total en matrices
tales como Agua Superficial, Agua Subterranea, Agua Consumo y Agua Residual, cumple con los
parametros de validacion minimos sugeridos por los Organismos Normativos. Se ha demostrado que
este nuevo método es un método analitico lineal, en el rango de concentracion de 0.8 - 5 ppm y con
un porcentaje de recuperacion minima de 90% para aguas de consumo y maxima de 108% para
aguas superficiales, para concentraciones en el rango de 1-20 ppm. La concentracion de 1.6 ppm de
Nt, esta dentro de este intewalo concentraciones y por lo tanto de las recuperaciones el cual es
aceptado ya que esto nos garantiza resultados con precision y la exactitud queda asegurada por la
verificacion de los MRC y por el Interlab, y los demas parametros de validacion. Los niveles que
exigen los Estandares de Calidad del Agua (ECAs)S es de 1.6 ppm para la Categoria 4
(Conservacion del Ambiente acuatico), especificamente en Lagunas, Lagos, y Rios de la Costa y la
Sierra, a dicho nivel los resultados estan asegurados con este método validado. EI Método presenta
un RSDR% que varia de 8 al 10%, y un Limite de Deteccion y Cuantificacion de 0.233 ppm y 0.743

ppm de Nt, respectivamente.
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