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GLOSARIO

ACREDITACION: es un reconocimiento a la competencia técnica e “idoneidad”
del ente de certificacion e inspeccion a los laboratorios de ensayo que realizan
diferentes analisis en los que se obtienen resultados confiables.

ANALITO: Sustancia (quimica, fisica o biolégica) buscada o determinada en una
muestra, que debe ser recuperada, detectada o cuantificada por el método.

APLICABILIDAD: Los analitos, matrices y concentraciones para los cuales puede
utilizarse satisfactoriamente un método de andlisis con el fin de determinar su
conformidad con una norma.

BLANCO: es una matriz que no contiene el analito de interés u objetivo para el
meétodo seleccionado.

CALIBRACION conjunto de operaciones que se establecen, bajo condiciones
especificas, la relacion entre los valores de una magnitud indicados por un
instrumento o sistema de medicién, los valores representados por una medida
materializada y los correspondientes de la magnitud, realizados por los patrones.

COMPONENTE DE LA INCERTIDUMBRE: Cada una de las contribuciones a la
incertidumbre.

CRITERIOS DE ACEPTABILIDAD: exigencias de wuna caracteristica de
funcionamiento o comportamiento en funcién de las cuales se puede determinar
que un método analitico es adecuado para la finalidad perseguida y ofrece
resultados confiables.

CUERPO LENTICO: Cuerpo de agua cerrado que permanecen en un mismo lugar
sin correr ni fluir. Comprenden todas las aguas interiores que no presentan
corriente continua como: lagos, lagunas, pantanos, etc.

ESTANDARIZACION: es un proceso que tiene como objetivo determinar o
establecer las condiciones de analisis en que se pretende cuantificar y analizar un
analito.

EXACTITUD: es el grado de aproximacion entre el valor obtenido
experimentalmente y el valor real o aceptado; normalmente se expresa en
términos de error. Se tendran como referencia los patrones preparados en el
laboratorio, y por lo menos un patron externo CERTIFICADO. La concentracion de
estos patrones debera estar localizada dentro del rango de aplicacion del método.



ERROR ALEATORIO: Es aquel error inevitable que se produce por eventos Unicos
imposibles de controlar durante el proceso de medicion. Ejemplo: Errores de
apreciacion, tales como el paralaje, que depende del observador y su capacidad
en cuanto al limite separador del ojo.

ERROR SISTEMATICO: Es aquel que se produce de igual modo en todas las
mediciones que se realizan de una magnitud. El error sistematico esta
condicionado por algun factor distinto al azar. Ejemplo: el error de las masas
patrén del laboratorio se transfiere sistematicamente al momento de calibrar la
balanza.

FACTOR DE COBERTURA: factor numérico utilizado como multiplicador de la
incertidumbre combinada, para obtener una incertidumbre expandida. (Guia
Eurachem).

INCERTIDUMBRE: pardmetro asociado con el resultado de una medida, que
caracteriza la dispersion de valores que podrian razonablemente ser atribuidos al
mesurando.

INCERTIDUMBRE ESTANDAR COMBINADA: es el valor de la incertidumbre
calculada para un grupo de fuentes individuales relacionadas aplicando la ley de
propagacion de incertidumbres.

INCERTIDUMBRE EXPANDIDA: intervalo dentro del cual se cree que esta el valor
del mesurando para un cierto nivel de confianza. Se calcula a gartir de los valores
obtenidos para todas las fuentes individuales de incertidumbre.

MATERIAL DE REFERENCIA (RM): es el material o sustancia en el cual uno o
mas valores de sus propiedades son suficientemente homogéneos y estan bien
definidos para permitir utilizarlos en la calibracion del instrumento o en la
evaluacion de un método de medicién.?

MESURANDO: cantidad particular sujeta a medicion.

MUESTRA ADICIONADA: es una muestra natural o real a la cual se le ha
adicionado una cantidad conocida del analito que se estudia. Esta adicién debe
hacerse en la forma prevista en el disefio de las condiciones de estandarizacion
para que sea reproducible.?

REPETIBILIDAD: es una medida de la precisién de datos obtenidos por un solo
operador trabajando siempre en las mismas condiciones (equipos, materiales y
reactivos). La Reproducibilidad es una medida de la precisiébn de los datos



obtenidos entre dos o mas analistas y/o laboratorios que utilizan el mismo método
y SIMILARES CONDICIONES.

RECUPERACION: es la capacidad que tiene un procedimiento analitico para
determinar cuantitativamente una especie quimica que ha sido adicionada a una
muestra. Se expresa como Porcentaje (%R).

VALIDACION: es un proceso establecido para la obtencibn de pruebas
documentadas y que demuestran que un método de analisis es lo suficientemente
confiable y “reproducible” para generar el resultado esperado dentro de los
intervalos establecidos.



RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue realizar la validacién de métodos analiticos para la
determinacidon de nitratos, nitritos, ortofosfatos y Nitrdgeno amoniacal en aguas.
La validacion de nitritos, nitratos y ortofosfatos, se determiné mediante métodos
colorimétricos y el Nitrégeno amoniacal por el método de destilacion - titulacion.

Este proyecto forma parte del cumplimiento de uno de los requisitos establecidos
en la Norma NTC ISO/IEC: 17025- 2005 para que el laboratorio de SIAMA LTDA,
pueda ser acreditado. Para el desarrollo de n estas validaciones, se tomaron como
referencia los procedimientos analiticos del laboratorio de SIAMA LTDA, el
estandar método edicion 22 para el analisis de aguas y la guia Eurachem para la
validacion y determinacion de la Incertidumbre en métodos analiticos.

En el proceso de validacion de cada una de las metodologias, se establecieron
los valores de: Limite de deteccion, limite de cuantificacion, repetibilidad,
linealidad, exactitud, recuperacion, rango de trabajo y calculo de la
incertidumbre. Se concluyé que los métodos validados en el laboratorio de
SIAMA LTDA, son adecuados para su aplicacion en el analisis de aguas y generan
resultados confiables.

PALABRAS CLAVES: validacion, acreditacion



ABSTRACT

The objective of this job was perform validation of analytic methods to determinate
nitrates, nitrites, orthophosphates and ammoniac nitrogen in water. Validation of
nitrites, nitrates and orthophosphates was determined by colorimetric methods and
ammoniac nitrogen by distillation — titration method.

This project is part of fulfilment about one of the requirements established by the
norm NTC ISO/IEC: 17025 — 2005 for the laboratory SIAMA LTDA, can be
accredited. To develop these validations, was taken as reference the analytic
procedures of SIAMA LTDA'’s laboratory, the standard method 22 edition for water
analysis and the Eurachem guide for validation and determination to the analytics
method uncertainty.

On the validation process, each one of the methodologies, were established values
as: Detection limit, limit of quantification, repeatability, linearity, accuracy, recovery,
working range, and uncertainty calculation. It concludes that the valid methods of
SIAMA LTDA's laboratory are adequate to apply in the water’s analysis and make
reliable results.

KEYWORDS: Validation, acreditation



INTRODUCCION

En la actualidad, los recursos hidricos se ven enfrentados a un sinndmero de
amenazas que se originan inicialmente de las actividades humanas, el crecimiento
urbano, la contaminacion, el cambio climatico, la deforestacion, etc. Dichas
actividades, generan un impacto directo sobre los ecosistemas y los recursos
hidricos. La mineria, la agricultura, la construccion de puentes y carreteras,
ocasionan la acumulacion excesiva de residuos en suspension en los rios
(sedimentacién), que promueven el deterioro de la calidad del agua.

La contaminacion fisicoquimica del agua genera enfermedades patdgenas que
causan incluso la muerte de seres humanos. En un informe realizado por la ONU
(Organizacion de las Naciones Unidas), se indicé que los paises subdesarrollados
son los méas afectados por las aguas contaminadas y los que presentan mayor
porcentaje de mortalidad al afo.

El uso insostenible del agua como recurso hidrico, es un gran desafio debido a
los factores que participan en la inestabilidad natural de los recursos. Por ello, es
indispensable comprender las propiedades microbiolégicas y fisicoquimicas del
agua, con el fin de ejercer un mejor manejo del recurso.

Actualmente, en Colombia existe cada vez mas la necesidad de evaluar la
disponibilidad, calidad y las limitaciones de oferta de las fuentes hidricas, teniendo
en cuenta que el deterioro de la calidad del agua es cada vez mayor.> En
Colombia existe un gran numero de laboratorios ambientales que realizan
estudios fisicoquimicos y microbiolégicos del agua los cuales deben contar con
métodos analiticos acreditados como lo establece el Decreto 1600 de 1993 y que
menciona al Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales de
Colombia, IDEAM como ente acreditador para los laboratorios que generan
informacion ambiental.’

Para que una prueba sea acreditada por el IDEAM, el laboratorio debe demostrar
su capacidad y confiabilidad mediante la validacion y participacion en las pruebas
de desempefio anualmente, con el fin de evidenciar que el laboratorio puede
ejecutar correctamente el método analitico descrito en la norma estandar.

El laboratorio de SIAMA cuenta con solo 14 parametros acreditados y con el fin
de ampliar la prestacion de sus servicios, tiene como objetivo extender la
acreditacion a la totalidad de las pruebas que realiza.

En el presente proyecto de grado, se validaron métodos analiticos para la
determinacién de nitratos, nitritos, ortofosfatos y nitrbgeno amoniacal empleados
en el laboratorio de SIAMA LTDA, los cuales fueron auditados por el Instituto de
Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales de Colombia, IDEAM, para su

20



respectiva acreditacion. Este proceso se desarrolld6 como pasantia mediante un
convenio entre la Universidad Santo Tomas seccional Bucaramanga y el
laboratorio de SIAMA LTDA (Servicios Integrados para la Industria del Agro,
Minero-Energética y el Medio Ambiente) de Bucaramanga.

Las validaciones se realizaron teniendo en cuenta los procedimientos del sistema
de calidad del laboratorio y los lineamientos de la norma NTC ISO/IEC
17025:2005.%° Este proyecto estuvo dirigido exclusivamente al estudio de los
cuatro parametros anteriormente mencionados, bajo las condiciones del
laboratorio de SIAMA LTDA.

21



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las aguas superficiales en Colombia reciben y transportan aguas contaminadas
sin ningun tipo de tratamiento, las cuales se han ido incrementando debido al
crecimiento poblacional y las distintas actividades del hombre. Para ejercer control
sobre esta problematica, es necesario realizar un monitoreo continuo que permita
reducir el impacto causado principalmente en la salud humana.®

Dentro de las principales variables que se monitorean para la determinar la calidad
del agua se encuentran el Nitrégeno, Solidos, Fosforo, DBO (Demanda Bioquimica
de Oxigeno), DQO (Demanda Quimica de oxigeno), Oxigeno disuelto, pH vy
microorganismos entre otros. >

Actualmente, los laboratorios ambientales que producen informacion sobre la
calidad del recurso hidrico deben estar acreditados por el IDEAM, segun decreto
1600 de 1993. Para obtener esta acreditacion, se deben validar los métodos bajo
las condiciones del laboratorio, siendo este proceso un requisito de la NORMA
NTC-ISO-IEC 17025- 2005.°

El laboratorio de SIAMA LTDA patrticipa en pruebas de desempefio que programa
el IDEAM (requisito para la acreditacion de métodos), obteniendo resultados
satisfactorios. A pesar de esto, no cuenta con la acreditacibn para la
determinacion de las variables de nitrégeno amoniacal, nitrato, nitrito y fosforo,
siendo esta una limitante para prestar el servicio analitico completo. La validacion
es un requerimiento obligatorio que demuestra que el laboratorio esta en
capacidad de proporcionar resultados fiables, por lo tanto si no lo son, conducira a
toma de decisiones erréneas y gasto innecesario de recursos.

Para que los métodos empleados en el laboratorio de SIAMA sean acreditados es
requisito indispensable validar previamente los métodos antes mencionados de
acuerdo con el procedimiento que corresponde en su sistema de calidad.

Debido a lo anterior, el desarrollo del presente proyecto de grado, tiene como
propésito, la validacion de los métodos analiticos de nitratos, nitritos, ortofosfatos y
nitrogeno amoniacal en muestras de aguas. Los parametros de interés en este
estudio fueron: rango de aplicacion, limite de deteccion y de cuantificacion,
exactitud, precision, recuperacion y estimacion de la incertidumbre.
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2. JUSTIFICACION

Cada vez las exigencias de los clientes en relacién a la calidad de un servicio
analitico es mayor, razén por la cual el proceso de validacion de metodologias
analiticas, en el laboratorio de SIAMA LTDA, asegurara su competencia técnica
reconocida por un ente acreditador como el IDEAM.

Al contar con métodos validados y acreditados ante el IDEAM el laboratorio de
SIAMA LTDA puede obtener resultados similares y compararlos con otros
laboratorios que hayan realizado también este proceso y asegurar de esta manera
un control de calidad analitica emitiendo resultados veraces.

Considerando que el Laboratorio de SIAMA se encuentra acreditado por IDEAM
bajo la norma NTC-ISO/IEC 17025:2005 en 14 de los ensayos que realiza,
incluyendo muestreos y en la busqueda del mejoramiento continuo para
satisfacer la necesidades de los clientes, requiere ampliar su acreditacion, en
los parametros de nitritos, nitratos, ortofosfatos y nitrdgeno amoniacal, debido a
qgue por requerimientos de la normatividad estos parametros, son solicitados por
las autoridades ambientales a las empresas, para garantizar el cumplimiento de
los requisitos de los vertimientos que tienen como destino final fuentes hidricas.®
Llevar a cabo el proceso de validacion en SIAMA LTDA de los parametros
mencionados con fines de acreditacidbn, aumentaria la capacidad de servicio,
status y reconocimiento a nivel nacional.

Adicionalmente en la norma NTC-ISO/IEC 17025:2005, en el numeral 5.4.5
“Validacion de métodos” se establece que los laboratorios deben realizar la
validacion de métodos no normalizados, métodos desarrollados o disefiados por el
mismo, métodos normalizados empleados o métodos modificados para confirmar,
gue son aptos para el fin previsto, por lo tanto con el desarrollo del presente
estudio se daria cumplimento a las disposiciones expuestas en esta norma.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Validar los metodos analiticos para la determinacion de nitratos, nitritos,
ortofosfatos y nitrogeno amoniacal en aguas potables, naturales y residuales en el
laboratorio de SIAMA LTDA., siguiendo los lineamientos de la Norma NTC-
ISO/IEC 17025:2005, con el fin de garantizar los resultados obtenidos por el
laboratorio.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las condiciones experimentales Optimas para llevar a cabo la
validacion de cada uno de los métodos analiticos propuestos.

e Validar los métodos analiticos de ortofosfatos, nitritos, nitratos y nitrégeno
amoniacal determinando los siguientes criterios de validacion: el limite de
deteccion, limite de cuantificacion, exactitud y precision bajo condiciones de
repetibilidad y reproducibilidad, rango de aplicacién y recuperacion.

e Estimar la incertidumbre de medicién asociada a los métodos validados.

e Ajustar el protocolo con la informacién de la validacibn de los métodos
analiticos vy los controles de calidad para futuros analisis.
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1. MARCO TEORICO

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

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

En Colombia, en las diferentes actividades socioecondémicas la mayoria de las
aguas utilizadas son descargadas a las fuentes hidricas sin tratamiento alguno.
Estos vertimientos se han ido incrementando debido al crecimiento poblacional e
industrial, generando degradacién y contaminacion del recurso hidrico.?

Estos vertimientos aportan entre otros, altas cargas de compuestos de
nitrégeno y fosforo provenientes de las aguas residuales domésticas, el uso de
fertilizantes en la agricultura y de algunos sectores industriales, que provocan
eutrofizacion en los cuerpos lenticos, produciendo un crecimiento excesivo de
plantas acuaticas que consumen el oxigeno disponible para los peces, limitando
su reproduccioén y desarrollo en algunos casos causandoles la muerte.’

4.1.1.1 Nitrégeno: En Las aguas y aguas residuales las formas de nitrégeno de
mayor interés son, en orden decreciente de estado de oxidacion: nitrato, nitrito,
amoniaco y nitrégeno organico. Todas estas formas de nitrdgeno, asi como gas
nitrégeno (N2), son bioquimicamente interconvertibles y son componentes del
ciclo del nitrégeno. Ellos son de interés por muchas razones.
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e Nitrégeno Amoniacal

El nitrgeno amoniacal es una forma del nitrégeno en agua superficial y residual.
El amoniaco, como ion amonio, es catalogado como el “contaminante nitrogenado”
gue se presenta con mayor frecuencia en el agua; es un producto natural clave en
el ambito industrial. Se encuentra de manera natural en aguas residuales y
superficiales. Se produce en gran parte por la desanimacion de los compuestos
nitrogenados y por hidrolisis de la urea. Su concentracion, es relativamente baja
en acuiferos por su absorcién en las arcillas, teniendo en cuenta, que no es
lixiviado de los suelos. La concentracion del ion amonio en el agua varia desde
unos 10pg/L en aguas naturales superficiales y subterraneas hasta mas de 30
mg/L en aguas residuales industriales y domésticas.*®

° Métodos de determinacién de Nitrégeno Amoniacal

Hay factores como la concentracion y la presencia de interferencias que
determinan la seleccién del método para determinar nitrégeno amoniacal.

Existen dos técnicas colorimétricas para la determinacion de nitrégeno amoniacal
en el agua: la nesslerizacién y el método de la sal de fenol, que se pueden utilizar
sin o con destilacion previa cuando hay interferencias; el método de titulacion
con destilacion previa, el método del electrodo selectivo de amonio, analisis por
inyeccion de flujo con fenatos y el método del electrodo selectivo de amonio
usando adicién conocida con o sin destilacién previa de la muestra.**

° Determinacion del nitrégeno amoniacal por titulacién con destilacion
previa

El método de titulacién para la determinacion de nitrdgeno amoniacal, es el mas
apropiado y usado con precision cuando la concentracion de nitrégeno amoniacal
existente en el agua, es relativamente alta y solo se utiliza en muestras que han
sido destiladas preliminarmente.?

Principio del Método: Inicialmente la muestra es tamponada con una solucion
Buffer de Borato y NaOH a pH 9.5, para disminuir la hidrolisis de compuestos
organicos de nitrégeno (Ver reaccién ). Para posteriormente ser destilada.
Durante la destilacion se libera amoniaco que se recibe en una solucién de acido
bdrico (ver reaccioén 1), determinandose luego el nitrgeno amoniacal por titulacién
con acido sulfarico o clorhidrico 0.02N en presencia de un indicador mixto (Ver
reaccion Ill).
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Tabla 1. Reacciones presentes durante el proceso para la determinacion de
Nitrégeno amoniacal en aguas por el método de destilacion - titulacion

REACCIONES PRESENTES EN LA DETERMINACION DE NITROGENO
AMONIACAL EN AGUAS POR EL METODO DESTILACION - TITULACION.

ETAPAS REACCION
Il. Destilacion 3NH; + H;B0O3; - (NH,)3BO03
. Titulacion (NH,);B0; + H,SO, » (NH,)3S0, + H,BO3(Ion Borato)

Fuente: Estandar Métodos, 2012

o Nitratos y Nitritos

Los nitratos y nitritos se encuentran en diferentes formas en los sistemas naturales
y son los responsables de la contaminacién de los recursos hidricos.®® Dicha
contaminacion, es palpable en las actividades industriales, pozos sépticos,
agricultura, porquerizas, etc.'

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

El nitrito es un estado de oxidacion intermedio de nitrégeno, tanto en la oxidacién
de amoniaco a nitrato y en la reduccion de nitrato. Dicha oxidacion y la reduccion
puede ocurrir en plantas de tratamiento de aguas residuales, sistemas de
distribucion de agua, y las aguas naturales. Ademas, puede entrar en el sistema
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de suministro de agua a través de su uso como un inhibidor de la corrosion en
agua de proceso industrial. El nitrito es un agente etiolégico actual de
metahemoglobinemia.®

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

Tabla 2. Reacciones en las que se presenta la formacidn de nitritos por accion de
bacterias nitrosomas y nitrobacter.

I.Nitrosomona:
55NHI + 760, + 109HCO; — C5H,0,N + 540, + 57H,0 + 104H,C05

II.Nitrobacter:
400NO; + NH] + 4H,CO3 + HCO3 + 1950, - CsH,0,N + 3H,0+ 400NO3

Fuente: autora.

Analiticamente, los nitratos y nitrito pueden ser determinados por métodos de
espectrometria ultravioleta-visible (UV/VIS), electroquimicos cromatograficos y
enzimaticos entre otros.*” 8

Los métodos para la determinacién de Nitratos en agua son complejos debido a
las interferencias que se puedan encontrar y los rangos de concentracién en las
diferentes técnicas los cuales limitan su aplicacion.™

El método del salicilato de sodio descrito en el libro “Analisis de las aguas de
J.Rodier, es el que presenta mayor difusibn en los laboratorios, debido a su
rango de aplicacién, no presenta mayores interferencias y es bajo costo.*® Para la
determinacién de nitritos el método colorimétrico de Shinn es ampliamente
utilizado en los laboratorios ambientales y es el propuesto en el estandar
método.?°

° Métodos para determinacion de nitratos y nitritos en aguas

Analiticamente, los nitratos y nitritos pueden ser determinados por métodos
de espectrometria ultravioleta-visible (UV/VIS), electroquimicos cromatograficos y
enzimaticos entre otros.*” 1
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Los métodos para la determinacién de Nitratos en agua son complejos debido a
las interferencias que se puedan encontrar y los rangos de concentracién en las
diferentes técnicas los cuales limitan su aplicacién.’® El método del salicilato de
sodio descrito en el libro “Analisis de las aguas de J.Rodier, es el que presenta
mayor difusién en los laboratorios, debido a su rango de aplicacién, no presenta
mayores interferencias y es bajo costo.*

Para la determinacion de nitritos se utilizé el método colorimétrico de Shinn que
es ampliamente usado en los laboratorios ambientales y es el propuesto en el
estandar métodos.?

o Determinacion de nitratos por el Meétodo Colorimétrico - Salicilato
Sodico

Principio del Método: este método esta basado en la formacion de iones nitronio
(NO2-) a partir de la nitracion del salicilato de sodio en medio acido y
calentamiento. Los iones nitronio sufren reacciones de diazotacion con hidréxido
de sodio y tartrato de sodio y potasio, formando el p-nitrosalicilato de sodio
evidenciado por una coloracion amarilla que se mide por espectrofotometria a una
longitud de onda de 415 a 420 nm. (Ver figura 1).?? La filtracion se realiza a través
de una membrana de 0,45 micras antes de llevar a cabo las mediciones, cuando
las muestras contienen materia organica.?*

Figura 1. Mecanismo de reaccion de nitratos empleando el método del salicilato de
sodio.

+

0 O Na 0 O Na
OH OH
+ NOy + H — = + Ho0
NO,

[Salicilato de sodio

p-nitrosalicilato de sodio

Fuente: Molina S; Estandarizacion de Métodos de Analisis. TESIS DE GRADO.
USTA; 2010.

Este método es aplicable a aguas salinas, superficiales, residuales domésticas y
de origen industrial en un intervalo de 0,11 a 2,5 mg NO3-N/L. Las muestras que
presentan una concentracion mayor a 2,5 mg NO3-N/L se diluyen y el factor de
dilucién se tiene en cuenta para el calculo.
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o Determinacion de nitritos por el Método Colorimétrico

Principio del método: El nitrito (NO%) se determina mediante la formacién de un
colorante azo de color purpura rojizo mediante el acoplamiento de la sulfanilamida
diazotizada con diclorhidrato de N-(1-natftil)- etilendiamina (NED diclorhidrato) a pH
entre 2,0 y 2,5 como se muestra en la figura 2. Este método es adecuado para la
determinacion de nitritos en concentraciones de 0,005 a 1,0 mg NO2—N/L.*

Figura 2. Mecanismo de reaccion de nitritos empleando el método colorimétrico.
Reaccion de Shinn.

MNH
HNM 2
NH
NH, i N=N" N
M
N -
o}
— O -0 — ]
H
[l
N
D=5=0 o:?:{}
NH5 NH;
Sulfanilamida 53' de diazonio N-(1-Naftil}-etilendiamina
0=5=—=0
NH,
Producto de diazonio

Fuente: Molina S; Estandarizacion de Métodos de Analisis. TESIS DE GRADO.
USTA; 2010.

El sistema de color que se manifiesta, obedece la ley de Beer en concentraciones
hasta de 0,180 mg NO2—-N/L a una longitud de onda de 543 nm Se pueden
determinar concentraciones altas haciendo dilucién de la muestra.

En la muestra no deben existir iones coloreados que afecten el sistema de color.
Los solidos suspendidos se deben remover por filtracion a través de una
membrana de 0,45 micras. Este método es aplicable en la determinacion de
nitritos en aguas potables, superficiales, salinas y aguas residuales de origen
domeéstico o industrial. %3

4.1.1.2. Fosforo: el fosforo forma parte de los nutrientes primarios no toxicos

gue ocasionan el crecimiento excesivo de algas y malezas en los cuerpos de

agua. La presencia del fosforo en el agua, permite el crecimiento de los

organismos fotosintéticos en diferentes cantidades y es limitado. El fosforo crea la

agrupacion de sedimentos en los cuerpos de agua y en los lodos por el
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tratamiento de esta. En el agua, el fosforo se presenta como: ortofosfatos, fosfatos
condensados, polifosfatos y fosfatos organicos. La forma mas elemental de los
fosfatos son los ortofosfatos.?*

La determinacion de fosforo en el agua se puede efectuar mediante métodos
reportados en la literatura, dentro de ellos se encuentran: método colorimétrico
con acido vanadomolibdofosférico, método automatizado de reduccion de é&cido
ascoérbico, analisis por flujo de inyeccion de fosforo total con digestion de
persulfato y método de persulfato.?® Para este proyecto se determiné ortofosfatos
mediante el método colorimétrico del acido ascorbico.?®

o Métodos para la determinacion de fosfatos en aguas

La determinacion de fosforo en el agua se puede efectuar mediante métodos
reportados en la literatura, dentro de ellos se encuentran: método colorimétrico
con acido vanadomolibdofosférico, método automatizado de reduccion de &cido
ascoérbico, analisis por flujo de inyeccion de fosforo total con digestion de
persulfato y método de persulfato.?® Para este proyecto se determinaran fosfatos
mediante el método colorimétrico del acido ascorbico.?®

o Método del Acido Ascérbico por Colorimetria

Principio del Método: El rango de concentracion para el método del acido
ascorbico es de 0.15 a 1.3 mg/L para un paso de luz de 1cm. La reaccion de los
iones ortofosfatos (Ver reaccién), en conjunto con una solucion &cida que
contiene iones molibdato y antimonio, produce la formacion de un complejo
antimonil-fosfomolibdato, que al reducirse con acido ascérbico, forma un complejo
de molibdeno de color azul intenso, adecuado para mediciones fotométricas. Este
procedimiento es aplicable a todo tipo de aguas, incluyendo los efluentes y el
agua de mar.®

H;PO0, + Mo0,0,,.(NH,)¢ — PO,. 12M005(NH,)3; — Mo(V)(Azul de molibdeno)

4.1.2. Aseguramiento y control de la calidad: El aseguramiento de la calidad es
un programa de operaciones de laboratorio que especifica las medidas necesarias
para producir resultados con precisién y exactitud.?’

La norma NTC ISO/IEC17025 de 2005 establece que para se debe contar con
una serie de procedimientos que garantice que el proceso llevado a cabo se
encuentra bajo control” lo cual, permite vigilar ante todo la exactitud de los
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resultados a partir de los materiales de referencia utilizados y la exactitud a partir
de un analisis replicados.?®

Para evaluar la calidad de los resultados en el laboratorio se deben tener dos
controles de calidad un interno que incluya entre otros la competencia del
analista, la precision, exactitud, el limite de deteccién y el rango de aplicacion.
El control de calidad externo se realiza con muestras de comparacion entre
laboratorios y evidencia la competencia técnica sobre las metodologias
analiticas.?®

4.1.3. Validacion de métodos analiticos: Antes de usar un método es necesario
demostrar que este cumple con unos requisitos especificos que dependen de la
aplicacion que se le quiera dar. Este proceso de verificacion se conoce como
validacién.?® “La validacion, es la confirmacion de un método analitico, a través del
examen y el aporte de evidencias objetivas de que se cumplen los requisitos
particulares para un uso especifico previsto”.*

Existe un ciclo de validacion que se repite teoricamente de manera indefinida
dependiendo de los avances instrumentales y el desarrollo de nuevas tecnicas.
Este ciclo sigue el orden: desarrollo del metodo, prevalidacion — validacion y
control de calidad del laboratorio.® ¢’

En los ultimos 20 afos la validacion de metodos analiticos ha sido objetivo de
investigacion y discusion en el ambito quimico, farmacologico, biologico,
ambiental, etc. Gracias a los estudios efectuados recientemente ha mejorado en
gran manera, la calidad de las mediciones en el estudio de la validacion de
metodos analiticos.?

4.1.3.1. Importancia de la validacion de métodos analiticos: la validacion
de métodos analiticos es un proceso establecido para la obtencion de pruebas
documentadas que demuestran que un método de analisis es lo suficientemente
confiable y “reproducible” para generar el resultado esperado dentro de los
intervalos establecidos. Las validaciones proporcionan un alto grado de confianza,
validez y seguridad en el método analitico.?*

La validacion se constituye, por lo tanto, en un componente esencial de las
medidas que un laboratorio debe implementar para producir datos analiticos
confiables.* ©®

4.1.3.2. Criterios para la validacion de métodos analiticos: dentro de los
criterios para validacion se encuentran: limite de deteccién, precision, exactitud,
incertidumbre, linealidad, recuperacion, rango de trabajo, limite de cuantificacién.®*
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La validacion de métodos hace inclusion del control interno de la calidad,
estadisticas de rendimiento y pruebas inter-laboratorios.*

° Selectividad

Es la capacidad de un método analitico para cuantificar un analito en presencia de
interferencias que se encuentran en la matriz de interés.?* ¢

Para seleccionar un método se debe tener en cuenta que el rango de aplicacion
cumpla con las necesidades de los clientes, que sus resultados sean
reproducibles, que sea econdmico, que sus reactivos y materiales se puedan
conseguir en el mercado, tener los equipos necesarios y que los residuos que se
generen se puedan eliminar faciimente.?

° Rango

Son los niveles de concentracién superior o inferior que asocian linealidad,
precision y exactitud y que se reflejan en el rendimiento del método usado o la
matriz empleada. '

° Linealidad

La linealidad es la proporcionalidad que se manifiesta entra la concentracion y la
sefal producida por el equipo o instrumento. Es importante realizar la verificacion
de este, para saber si el laboratorio esta cumpliendo con el rango y la linealidad
que esta reportada en la literatura del método.3 °

° Sensibilidad

Es una medida del factor de respuesta del instrumento como una funcion de la
concentracion. Normalmente se mide como la pendiente de la curva de
calibracion.*

° Limites de deteccién

o Limite de deteccidon instrumental (LDI)

Concentracion de analito que produce una sefial superior a cinco veces la relaciéon
sefal/ruido del instrumento; es similar al nivel critico y criterio de deteccion que es
1,645 veces el valor de la desviacién estandar (s) de andlisis de blancos.*
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o Limite de deteccion (LDO)

Se define como la cantidad mas pequefia detectable por encima del ruido de un
procedimiento y que se encuentra dentro un limite de aceptacion; este ultimo se
establece de modo que las probabilidades de que se presenten errores de tipo |
(falso positivo) y Il (falso negativo) sean razonablemente pequefios.*

o Limite de deteccion del método (LDM)

El limite de detecciébn es considerado como la concentracion de analito que,
cuando se procesa a través del método completo, produce una sefial con una
probabilidad del 99% de ser diferente del blanco.®*

. Limite de cuantificacion

Es la menor cantidad del analito de una muestra que puede ser cuantificada, con
aceptable precision y exactitud. Suele expresarse como valor verdadero de la
medicidén que producira estimaciones con una desviacién estandar relativa (RSD)
generalmente de 10 % (o 6 %). El limite de cuantificacion puede ser igual o mayor
al limite de deteccion, nunca inferior.*?

Para métodos instrumentales: se determina usando muestras de concentracion
baja y estableciendo el nivel de cuantificacibn con precision y exactitud. Es
definida como la relacion sefial/ruido 10:1.

Para métodos no instrumentales: en este tipo de método, visualmente se
evalia el analisis de las muestras con concentraciones bajas y conocidas,
determinando el nivel en el que el analito se puede cuantificar con precision y
exactitud.**

° Precision

Indica el grado de concordancia entre analisis repetidos de una misma muestra,
aplicando el mismo procedimiento experimental bajo condiciones establecidas.
Usualmente se expresa en términos de la desviacion estandar (s). Otra forma de
exprfss% la precision es la desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion
(cv).™

La precision tiene en cuenta algunos factores:
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o Repetitividad: es una variacion en las mediciones llevadas a cabo por un
solo analista y hechas con el mismo instrumento de medicién en un intervalo de
tiempo corto. La variacion se presenta alrededor de la media, puede ser pequefia
en relacién a la variacién en el procedimiento.® 4’

o Reproducibilidad: es la variacidn que se presenta entre las medias de las
mediciones realizadas por varios operadores o analistas usando el mismo
instrumento. Revela la exactitud o similitud entre los resultados de distintos
laboratorios.*®

° Exactitud

Es la proximidad que se manifiesta entre el valor obtenido experimentalmente y el
valor real, es expresada en términos de error.*® La exactitud se haya mediante el
analisis de una muestra de concentracion conocida y es comparada con el valor
del promedio en relacién al valor real.*?

o Recuperacion

Se presenta como el porcentaje rescatado de una concentracion conocida de un
estandar adicionado a una muestra; permite detectar la presencia de interferencias
en la muestra o si hay un efecto matriz. Refleja la exactitud del método.*°

4.1.3.3. Datos andmalos: en una serie de mediciones, uno 0 mas resultados
pueden diferir enormemente de los otros. Técnicamente, una observacion no debe
retirarse a menos que una investigacion halle una causa probable para justificar
esta accion. En algunos casos el resultado errébneo puede atribuirse a un error
humano, y en la préactica, se permite rechazar el resultado. Si en la investigacion
no se encuentra una causa probable, se debe realizar un analisis de datos con y
sin el valor atipico.

Si las conclusiones son diferentes, entonces se considera que el valor atipico tiene
influencia y esto deberia indicarse en el informe. Otra opcion, es utilizar
estimadores rigurosos para caracterizar los grupos de datos. En los estudios
ambientales, las concentraciones extremadamente altas y bajas de
contaminantes pueden indicar problemas por interferencias que no deben ser
rechazados arbitrariamente. **
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Dos de las pruebas estadisticas utilizadas con mayor frecuencia en un grupo de
datos son la prueba de Dixon y la prueba de Grubbs:

+ La prueba de Dixon utiliza relaciones de las diferencias entre datos que
parecen atipicos comparados con los valores del grupo de datos.

« La prueba de Grubbs utiliza una estadistica de prueba, T, que es la diferencia
absoluta entre el valor atipico, Xo, y el promedio de la muestra (X) dividida por
la desviacion estandar de la muestra, s.

Estas dos técnicas se disefiaron para detectar un Unico valor anémalo en un
grupo de datos.>

4.1.3.4. Graficos de control (SHEWHART): en la validacién de un método
analitico como se mencioné antes se determina la exactitud y la precision, lo cual
asegura la trazabilidad de los resultados proporcionados por el método analitico
con respecto a un Material de referencia, o a ejercicios interlaboratorio, que no
siempre se realizan con frecuencia.

Para asegurar sistematicamente la trazabilidad de los resultados, una de las
herramientas mas utilizadas en los laboratorios son los graficos de control.

Las cartas o graficos de control que se establecen para los estandares de
control, reflejan el desempefio de los métodos, ademas, permiten especificar
limites de control definidos estadisticamente. La carta de control que se aplica en
el laboratorio es la de la carta de promedio para estandares.

Se construyen a partir de la media y la desviacion estandar de un ndamero
especificado de mediciones del analito de interés: El grafico incluye niveles de
advertencia superior e inferior y superior y de control inferior y superior. La
practica comun es usar 2s para el limite de advertencia y Limites 3s de control
donde s, representa desviacion estandar.>

Estos valores se derivan de los valores medidos del estandar y el numero de

mediciones (n), utilizado para determinar desviacion el estandar estimado (s) con
los limites de confianza del 95% para advertencia y 99% para el limite critico.>
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4.1.3.5. Incertidumbre en la medicion: en la Guia Eurachem define la
incertidumbre como un parametro asociado al resultado, es decir, que expresa un
intervalo de posibles valores que se pueden atribuir razonablemente al analito. La
incertidumbre es una forma de expresar que no existe un solo valor para el
mensurando sino un numero infinito de valores que se encuentran dispersos
alrededor del resultado.® >*

Es un requisito de la norma ISO/IEC 17025: 2005 que para un método validado o
verificado se realice la determinacion de las diferentes fuentes de incertidumbre
presentes en la medicién.>>

° Etapas para la estimacion de la incertidumbre

Las siguientes son las etapas a seguir en el laboratorio para la estimacion de la
incertidumbre:

- Especificacion del mesurando

- ldentificacion de las fuentes de incertidumbre

- Cuantificacién de los componentes de la incertidumbre

- Calculo de la incertidumbre combinada

o Especificaciéon del mesurando: en la practica, la especificacion del
mesurando, depende de la exactitud requerida de la medicion. Este debe definirse
con mucha exactitud, de manera que su valor sea unico para el fin deseado.
Cuando la definicion del mesurando es incompleta, su incertidumbre puede ser
grande que debe incluirse en la estimacion total de la incertidumbre. Por lo tanto
se debe seleccién la metodologia adecuada para la determinacion del analito.*

Identificaciéon de las fuentes de incertidumbre: El resultado de la
incertidumbre en la practica puede estar atribuida a varia fuentes como:

- Muestreo. (Cuando corresponde).

- Condiciones de almacenamiento.

- Efectos atribuibles a los instrumentos de medicién
- Pureza de los reactivos.

- Condiciones ambientales

- Efectos de la muestra (matriz).

- Volumen de reactivos y muestra

- Efectos atribuibles al operador

- Errores aleatorios.
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o Cuantificacion de los componentes de la incertidumbre

No todos los componentes de incertidumbre contribuyen significativamente a la
incertidumbre combinada, por lo tanto el primer paso que se debe hacer es
estimar la contribuciébn de cada componente de la incertidumbre combinada,
eliminar aquellas que no son significativas y agrupar las fuentes individuales de
incertidumbre cuyos valores se puedan combinar dentro de wuna fuente
caracteristica mas global que contribuya parcialmente a la incertidumbre total del
resultado. Existen cuatro procedimientos mediante las cuales pueden estimarse
las componentes individuales:

- Mediante trabajo experimental por el laboratorio que realiza los analisis.

- Uso de mediciones en materiales de referencia.

- Por utilizacion de los datos y resultados de trabajos previos realizados en el
laboratorio.

- usando el juicio del analista basado en la experiencia

Molina S; Estandarizacion de Métodos de Analisis. TESIS DE GRADO. USTA; 2010.

o Célculo de laincertidumbre combinada: Después de la estimacion de los
componentes individuales de incertidumbre, se combinan Ilas
incertidumbres estandar.

. Incertidumbre estandar: Es la incertidumbre del resultado de una
medicion expresado como una desviacion estandar

o La Incertidumbre estandar combinada: Es el valor de la incertidumbre
calculada para un grupo de fuentes individuales relacionadas aplicando la
ley de propagacion de incertidumbres.

o La incertidumbre combinada expandida: provee un intervalo dentro del
cual, el valor de la medicion es dado con un alto nivel de confianza. La
incertidumbre expandida es obtenida multiplicando la incertidumbre
estandar combinada por un factor k. La eleccidén del factor k es en el nivel
de confianza deseado (para un nivel de confianza del 95%, k es 2).

Upxpmer = T K *Uctotar  Donde K es el factor de cobertura (k = 2)
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o Incertidumbre expandida U en la medicién:

U== C*Ugxpuer = C*2* Uctotal

La incertidumbre expandida se requiere para expresar el intervalo en el cual se
espera encontrar una gran fraccion de la distribucion de valores que
razonablemente se podrian atribuir al mesurando. El factor de cobertura K,
depende del nivel de confianza requerido. Para este procedimiento se utiliza un
factor K igual a 2 para un nivel de confianza del 95%.

4.2. MARCO DE ANTECEDENTES

4.2.1. Antecedentes: EL CEPIS (Centro Panamericano de Ingenieria Sanitaria y
Ciencias Ambientales), efectud la evaluacién de aproximadamente 49 laboratorios
de Latinoamérica y 44 vinculados al GEMS/AGUA, un programa de las naciones
unidas. EI CEPIS®® revel6 una gran inconformidad en la calidad de los resultados
analiticos que se obtuvieron en la determinacion de diferentes parametros en
muestras de agua. Los resultados obtenidos presentaron errores relacionados con
el sistema debido a que, no se llevd a cabo una revision y confirmacién de la
eficacia y efectividad en los datos que probara que estos eran confiables y
verdaderos.>”

En el mundo entero, incluyendo en los paises latinoamericanos, ha aumentado la
preocupacion por la calidad del agua como recurso hidrico esencial para consumo
humano. Es imprescindible que los laboratorios ambientales que prestan sus
servicios, realicen y mantengan un programa de muestreos y mediciones para el
reporte de resultados pertinentes para la toma de decisiones importantes y
eficientes.

Con la expedicion de la ley 99 de 1993, se crearon y transformaron las
autoridades ambientales regionales Illamadas “las autoridades ambientales
regionales, denominadas: Corporaciones Autonomas Regionales, como entes
corporativos de caracter publico. Estas autoridades manifiestan una preocupacion
frente a la fiabilidad de los resultados emitidos por un laboratorio de andlisis
porque son quienes administran dentro del area de jurisdiccién los cuidados del
recurso hidrico (agua), de conformidad con las disposiciones legales y las politicas
establecidas del Ministerio del Medio Ambiente.*®

A finales de los afios 60 era muy escaso el conocimiento que se tenia con
respecto a la necesidad de generar un control de la calidad analitica en los
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estudios de agua, en 1967 se cred el comité de validacion de métodos y de control
de la calidad analitica por la “Federal Water Pollution Control Adminitration
(FWPCA)” actualmente laboratorio ambiental asociado a la “Environmental
Protection Agency (EPA)” quien desde 1970 ha estado trabajando para desarrollar
y hacer cumplir normas o reglamentos que implantan leyes ambientales
establecidas en el congreso, a su vez, responsable en la investigacion y
establecimiento de estandares nacionales para una diversidad de programas
ambientales y da la delegacion a estados y tribus, las responsabilidades para
otorgar permisos, supervisar y hacer cumplir los acatamientos.>®

Cuando los estandares no son cumplidos, la EPA emite sanciones y toma medidas
para conceder a estados y tribus los niveles de calidad ambiental.®®

En 1971 el “Handbook For Analytical Quality Control in Water and Wastewater
Laboratories” menciond los factores que pueden interferir en la veracidad y calidad
de los resultados de los andlisis de agua, debido a que estos son de gran
importancia y utilidad para los laboratorios al momento de comprobar y evaluar la
eficacia de sus resultados. Sin embargo, existen manuales de procedimientos
analiticos para aguas y efluentes como el Standard Methods For The An alysis of
Water and Wastewater con métodos analiticos desarrollados y adaptados por
profesionales a los laboratorios con varios afios de experiencia en la realizacion de
andlisis en calidad de aguas y efluentes. Actualmente, se sigue incorporando
informacion pertinente con el fin de enriquecer los procedimientos que existen
hasta hoy para el estudio de la calidad del recurso hidrico mediante métodos
analiticos.®™

La guia Eurachem del Reino Unido define 6 aspectos importantes en el desarrollo
de las “nuevas practicas de laboratorio”, que en unién conforma la mejor de las
practicas. Todos los laboratorios analiticos estdn obligados a seguir los 6
principios basicos de las buenas practicas de mediciones analiticas:

1. “Las mediciones analiticas deben ser realizadas de acuerdo a
requerimientos acordados con el propdsito definido”.

2. “Las mediciones analiticas deben ser realizadas usando métodos y equipos
gue han sido probadas para asegurar que son adecuadas para el propésito
de la medicién”.

3. “El personal que realiza las mediciones analiticas debe ser calificado y
competente para llevar a cabo sus tareas”.

4. “Debe haber regularmente una evaluacién independiente del desempefio
técnico del laboratorio”.

5. “Las mediciones analiticas efectuadas en un lugar deben ser consistentes
con aquellas efectuadas en cualquier otro lugar”.
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6. “Las organizaciones que realizan mediciones analiticas deben tener
perfectamente definidos procedimientos de aseguramiento y control de
calidad”.

Estos principios son realmente importantes tanto para los laboratorios que trabajan
de forma aislada, como para aquellos que generan resultados que necesiten ser
comparados con losob  tenidos por otro laboratorio.®

La validacién de un método es un requisito fundamental en la practica del analisis
quimico. Sin embargo, para los quimicos analiticos su importancia, es decir, por
qué debe hacerse, cuando, y que se necesita para hacerse, es deficiente. En la
literatura técnica existe una amplia informacion relacionada con la validacion de
métodos, en lo que concierne a métodos especificos. Muchos analistas creen que
la validacion de métodos solo debe efectuarse para la colaboracién a otros
laboratorios, por tanto, no se realizan.

4.3. MARCO LEGAL

El uso de los parametros nitratos, nitritos, ortofosfatos y nitrégeno amoniacal en
términos de calidad del recurso hidrico (agua), para consumo humano, manejo de
residuos liquidos, se encuentran descritos en la normatividad vigente. (Ver tabla
3).

En Colombia los criterios de calidad del agua para consumo Humano se
encuentran descritos en la resolucion 2115 de 2007 vy el decreto 1594 de 1984.,
gue sigue vigente aunque ya se expidio el decreto 3930, que busca actualizar los
criterios de calidad para los diferentes usos.

Cuadro 1. Legislacion colombiana y parametros de nitratos, nitritos, ortofosfatos y
nitrdgeno amoniacal como criterios de calidad del recurso hidrico.

LEGILACION COLOMBIANA
PARAMETROS

Decreto 1594 de 198 Resolucion 2115 de 2007

Articulos 38 y 39: criterios de
calidad admisibles para la | Articulo 6: implicaciones en la
destinacion del recurso humano y | salud humana. Valor maximo
NITRATOS domeéstico: Nitratos 10 mg N /L. aceptable 10mg NO3 /L.
Articulo 41: criterios de calidad
admisibles para la destinacion del
recurso para uso pecuario:
Nitratos 100mg/L.
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Cuadro 2. (Continuacion)

Articulos 38 y 39: criterios de

Articulo 6: implicaciones en la

calidad admisibles para la | salud humana. Valor maximo
NITRITOS destinacion del recurso humano y | aceptable 0.1 mg NO,/L
doméstico Nitritos 1, Omg/L.
Articulo 41: criterios de calidad
admisibles para la destinacion del
recurso para Uuso pecuario:
Nitritos 10 mg N /L.
Articulo 7: Caracteristicas
ORTOFOSFATOS | Articulo 42: EI nitrdgeno y el | quimicas que tienen
fésforo  deberdn  estar en | consecuencias econémicas e
proporcibn que no ocasion | indirectas sobre la salud
eutrofizacion. humana, valor maximo
aceptable: 0.5 mg PO,/L
Articulos 38 y 39: criterios de
NITROGENO calidad admisibles para la NA
AMONIACAL destinacion del recurso humano y

doméstico amoniaco 1.0 mg/L.

Articulo 49.

FUENTE: Colombia. Ministerio De Salud, Ministerio De La Proteccién Social,
Ministerio De Ambiente, Vivienda Y Desarrollo Territorial.
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 EQUIPO, MATERIALES Y REACTIVOS

Los materiales y equipos de laboratorios utilizados en la determinacion de nitritos,
nitratos, ortofosfatos y nitrégeno amoniacal se encuentran relacionados en el
anexo 1.

5.1.2. Verificacion de equipos y material de vidrio volumétrico

5.1.2.1 Equipos: todos los equipos utilizados en esta validacion, fueron calibrados
de acuerdo con el programa de calibracion donde se establece la periodicidad
requerida por el equipo. Las calibraciones se realizaron con entidades
acreditadas por el organismo nacional de acreditacion en Colombia ONAC. La
entidad acreditada realiza el servicio de calibracion respectivo con materiales de
referencia calibrados y teniendo en cuenta las normas metrolégicas establecidas
para tal fin.

5.1.2.1 Material de vidrio volumétrico: el material de vidrio utilizado se
lavé de acuerdo a las indicaciones descritas en cada protocolo. La verificacion
del material volumétrico se realiz6 internamente en el laboratorio aplicando las
directrices para verificacion de material volumétrico indicadas en las instrucciones
de calibrado BLAUBRAND — septiembre de 2013. (Ver anexo 2).

5.2. METODOLOGIA ANALITICA UTILIZADA EN LA VALIDACION

Para la determinacion de nitritos se utilizd el método colorimétrico de Shinn, (SM
4500 — NO,), fosfatos método colorimétrico del acido ascorbico, (SM 4500 — P-
E), nitrogeno amoniacal por el método destilacion titulacion (SM 4500 — NH3 B-C)
referenciados en el Standard Methods for the examination and water
andwastewater APHA-AWWA-WPCF edicion 22 de 2012 y para nitratos®® el
método del Salicilato de sodio descrito en el libro andlisis de las aguas de J.
Rodier de 1998.

5.2.1. Tratamiento de las muestras: las muestras de aguas recolectadas para
los parametros de Nitritos y nitratos fueron refrigeradas a 4°C ; para ortofosfatos
y nitrdgeno amoniacal la muestra fue preservada con &cido sulflrico concentrado
y refrigeradas a 4°C . Para los analisis colorimétricos se eliminaron los solidos
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suspendidos filtrando la muestra a través de un filtro de membrana de 0,45um de
diametro de poro. Todas las muestras incluyendo blancos, estandares, duplicados
y adicionados, siguieron el siguiente procedimiento:

5.2.2. Determinacion de Nitritos: se ajusté el pH de la muestra filtrada de
manera estuviera entre 5y 9, adicionando HCI 1N o NH,OH y se tomaron 25,0
ml de muestra en un balén volumétrico a los cuales se les adicioné 1 ml de
reactivo de coloracion agitandose varias veces por inversion. Las lecturas de
absorbancia se realizaron entre los 10 y 30 minutos en el espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 543 nm.

5.2.3. Determinacion de Nitratos: Se tomaron 10 ml de muestra filtrada en un
en un vaso de precipitado de 50ml, se adicion6 1 ml de solucion de salicilato
sbédico al 5% y se llevdb a sequedad en un bafio maria manteniendo la
temperatura entre 80 y 95 °C. Se dej6 enfriar y el residuo se disolvié con 2
mililitros de &cido sulfarico concentrado que se dejé en reposo por 10 minutos.
Se adicionaron 15 ml de agua destilada y 15 ml de solucién de hidréxido de sodio
y tartrato doble de sodio y potasio se agité suavemente desarrollandose una
coloraciéon amarilla estable por 40 minutos, tiempo en el cual se realizaron las
lecturas de absorbancia en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 415
nm.

5.2.4. Determinacion de Nitrégeno amoniacal: para el analisis de nitrégeno
amoniacal se eliminaron interferencias destilando la muestra. Se tomaron 50 ml
de muestra en un tubo de destilacion al cual adicion6 2.5 mL de solucién
tampdn de borato y 3 gotas de solucion indicadora de fenolftaleina. Se ajusté el
pH a 9.5 mediante adicién de hidroxido de sodio 6N. La muestra fue sometida a
destilaciéon y el destilado (aproximadamente 100 ml) se con solucién
estandarizada de H,SO,4 0,02 N.

5.2.5. Determinacion de Ortofosfatos: se tomaron 25 ml de muestra filtrada
en un vaso de 50 mL, se adicion0 1 gota de indicador de fenolftaleina seguido
de una solucién H,SO, 5N gota a gota hasta que desapareciera la coloracién roja
en el caso que se formara. Se adicionaron 4 ml de reactivo combinado y se
mezclé suavemente. La lectura se realizé entre los 20 y 30 minutos en el
espectrofotometro a una longitud de onda de a 880 nm. La preparacion de los
reactivos usados en cada una de las metodologias analiticas se encuentra
descrita en el anexo 3.
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5.3. DESARROLLO DE LA VALIDACION

Se siguid el procedimiento de metodologias analiticas del laboratorio de SIAMA
LTDA y el Protocolo para estandarizacion de métodos analiticos del IDEAM.

La determinacién de nitritos, nitratos y ortofosfatos en aguas se lleva a cabo por
espectrofotometria empleando un espectrofotbmetro Hach modelo DR 3900 con
un rango de longitud de onda de 400 a 900 nm. La determinacion de nitrogeno
amoniacal se realizé por el método de titulacién previa destilacion, utilizando un
destilador de nitrdgeno marca Velp y una Bureta Digital marca Brand.

5.3.1. Verificacion de las condiciones analisis

5.3.1.1. Barrido de longitud de onda: se realiz6 un barrido espectral en el
rango de longitud de onda a una solucién de concentracion estandar de 0,1 mg
NO, -N /L, 1,0 mg NOs-N /L y 0,5 mg PO,3P/L para ortofosfatos en el
espectrofotometro Hach DR 3900 utilizando celdas de vidrio de 2,5 cm , con el
fin de establecer la longitud de onda en la cual la solucion registra su maxima de
absorcion. Se construyeron los graficos de absorcidbn para cada complejo, en
donde se observa la longitud de onda de maxima absorcién.

5.3.1.2. Estabilidad del complejo para métodos colorimétricos: para
determinar la estabilidad del complejo con respecto al tiempo para los métodos,
se prepararon estandares de concentracion de 0,1 mg NO; -N/L, 1,5 mg NO3-N
/L'y 05 mg PO43-P/L. Se registraron los valores a absorbancia a diferentes
tiempos para los métodos colorimétricos. Se eligieron los tiempos en que los
complejos presentaban mayor estabilidad

5.3.2. Pre — validacion

5.3.2.1. Determinacion del rango lineal: para determinar el rango lineal en
los métodos colorimétricos se prepararon y analizaron estandares que cubrieran
el rango establecido para cada método. Para la determinacion de nitritos se
prepararon estandares de 0,05 a 0,25 mg NO, N/L, para nitratos de 0,1 a 3 mg
NOs . N/L y para ortofosfatos de 0,025 a 1,0 PO, _P/L. Las curvas se prepararon
cuatro veces y se evaluo intervalo lineal, la linealidad y la sensibilidad del
método. Solo se aceptaron las curvas de calibracion que presentaron un
coeficiente de correlacién = 0.995.
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5.3.2.2. Determinacion Limite de deteccion del método (LDM): para la
estimacion limite de deteccién del método y el limite de deteccion instrumental, se
analizaron 14 blancos en la curva seleccionada para cada método y se calculé el
promedio y la desviacién estandar de los mismos. Posteriormente, teniendo en
cuenta la siguiente ecuacion, se calcularon los limites de deteccion:

LDI = 1,645 * S

LDM = CEB + tn—l * S

Donde:
Ceg = Concentracion proxima al LDM estimado

o t = Valores de la distribucién t (99%) para calcular LDM (Ver anexo 4)

5.3.2.3. Limite de cuantificacion del método (LQ): teniendo en cuenta el
limite de deteccién del método, se prepararon estandares de concentraciones
cercanas o0 iguales al limite de deteccibn calculado. Se seleccion6 la
concentracion mas baja, que leida 14 veces, presentd una exactitud y un
coeficiente de variacion < 10%.

5.3.2.4. Rango de aplicacién: una vez determinada la linealidad de la curva
de calibracion para los métodos colorimétricos y el limite de cuantificacion se
determiné el rango aplicacién. El rango de aplicacion para el método de nitrégeno
amoniacal se determind teniendo en cuenta limite de cuantificacion y volimenes
de acuerdo al rango de concentracibn como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 3. Volimenes de acuerdo al rango de concentracién en la determinacion de
Nitrogeno Amoniacal.

mg NHs/L Volumen
0,5-25 50
30-80 25
Mayores de 80 10

Fuente: Estdndar Métodos, 2010
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5.3.2.5. Sensibilidad

Se calculé como:
_ZXY - (X E /)
TXP = (ZXD)/n)

Ddénde:
m, es la pendiente de la curva de calibracion.

5.4, VALIDACION

Se analizo el siguiente grupo de muestra para cada método:

- Bk = Blanco de reactivos.

- E.b = Estandar de concentracién baja.

- E.m = Estandar de concentracién media; aproximadamente 50% del rango de
la curva de calibracién.

- E.a = Estdndar de concentracion alta; aproximadamente 90% del rango de la
curva de calibracion.

- Mb = Muestra natural de concentracion < 50% del rango de la curva de
calibracion.

- Ma = Muestra natural de concentracion >> Mb.

- MbA.b = Mb adicionada con un nivel bajo de analito

- MbA.a = Mb adicionada con un nivel alto de analito.

Se hizo un duplicado para cada muestra durante cada ensayo, completando un
total de 16 muestras diarias.

5.4.1. Precision y exactitud instrumental: para determinar la precision del
Espectrofotdmetro y de la bureta digital, se prepararon y analizaron para cada
variable estandares de concentracion alta, media y baja.

Tabla 4. Estandares preparados durante la validacion de los métodos analiticos
de nitratos, nitritos, nitrégeno amoniacal y ortofosfatos.

Parametro Estandar
Bajo Medio Alto
Nitritos 0,01 0,1 0,2
Nitratos 0,20 1,0 2,0
Ortofosfatos 0,05 0,5 0,8
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Tabla 4. (Continuacion)

Nitrégeno amoniacal 1,0 5,0 80

Fuente: autora

5.4.2. Precisién y exactitud del método: Se prepararon muestras de
concentracion baja de aguas superficiales y de concentracion alta de aguas
residuales. A la muestra baja, se le adicion6 dos cantidades conocidas de analito
de manera que se obtuvieran puntos de concentracion por debajo y por encima
del punto medio de la curva de calibracion, con el fin de comprobar el
rendimiento en distintos niveles de concentracion. La adicion se realizé de manera
que el volumen no aumentara en mas de un 5%.

5.4.2.1. Calculo para Precisiéon: Se Calculd la desviacion estandar (S), el
promedio y la precisién en términos de coeficiente de variacion (CV) para cada
analito tomando todos los datos de los 7 ensayos (14 datos).

Ecuacién de desviacion estandar:
p . Sx100

X

La precision expresada como coeficiente de variacién aceptado en el laboratorio
es <10%.

5.4.2.2. Calculo para Exactitud

Xexp - Xreal

% Error = x 100

Xreal

Los resultados no deben exceder el 10% del valor verdadero

5.4.3. Porcentaje de Recuperacion: Se Calcul6 el %R para cada nivel de
concentracion adicionado. Se calculd la recuperacion para estandares y la
recuperacion para muestras reales. Se report6 la recuperacion media, el rango de
%R y su desviacion estandar.

La recuperacion sobre muestras reales se calcul6 asi:
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Cya— C
%xloo

A

%RM =

CMA = Medida de la concentracidon en la muestra adicionada

CM = concentracion promedio de la muestra no adicionada

CA = Concentracién conocida adicionada a la muestra

El porcentaje de recuperacion aceptado en el laboratorio es del 85 al 115 %.

Cuadro 2. Seleccion y preparacion de muestras fortificadas para la validacion de
los métodos analiticos de nitratos, nitritos, nitrgeno amoniacal y ortofosfatos

) Estand | Adici6 MBAB Adici6 | MBAA
PARAMETRO MB MA ar n mg/L n mg/L
mg/L mL mL
Nitritos ~0,025 ~0.11 50 1,0 ~ 0,075 2,0 ~ 0,125
Nitratos ~ 0,30 ~ 1,88 100 3,0 ~0,6 50 ~0.800
Ortofosfatos ~ 0,24 ~0,70 50 6,0 ~ 0,54 10 ~0,74
N. Amoniacal ~4,70 ~ 48,0 1000 5,0 ~9,70 10 ~ 14,7

Fuente: Autora

Las muestras fueron tomadas en los muestreos rutinarios de siama ltda limite
utiizando el manual de procedimiento toma de muestras disefiado por el
laboratorio.

5.4.4. Origen de las muestras seleccionadas: en el cuadro 3 se especifica el
origen de las muestras que fueron seleccionadas para la validacion de cada
método analitico.

Cuadro 3. Origen de las muestras seleccionadas para la validacion

TIPO DE NITRITOS NITRATOS NITROGENO ORTOFOSFA
MUESTRA (NOy) (NOy) AMONIACAL (NHs) TOS (PO,)
Muestrade |Rio de oro antes de la|Quebrada Chimitd|Rio de Oro

concentracié | confluencia con el Rio Suratd | antes de la | antes de la
n baja (RO-01) confluencia con el | confluencia
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TIPO DE NITRITOS NITRATOS NITROGENO ORTOFOSFA
MUESTRA (NOy) (NO3) AMONIACAL (NH,) TOS (PO,)
Rio de Oro (CA-01- | con el Rio Frio
1) (R-04)
Muestra de
concentracio Efluente de la Planta de Tratamiento POSTOBON
n Alta

Fuente: Autora

5.4.5. Rechazo de datos: se Calcul6 el T estadistico para los valores extremos

de cada grupo (maximo y minimo), de la siguiente manera:

e Calcular Xprom Yy S
e Calcular T como:

T = (Xaito — Xprom)/S para un valor alto
T = (Xprom — Xbajo)/S para un valor bajo

Si el T calculado es mayor que el T de tablas para un nivel de confianza del
95% y n mediciones, el dato se rechaza (Ver anexo 4). NOTA: Se pueden
rechazar como maximo dos datos; si la aplicacion del criterio de rechazo da
positiva para mas de dos datos, el ensayo deberia repetirse.

5.4.6. Carta de Control del método. con los datos obtenidos para el estandar de
concentracion media de cada uno de los pardmetros validados se construyo la
carta de control, con el fin de asegurar la trazabilidad del método, donde se
establecieron los limites de advertencia superior e inferior (£2s) y los limites de
control superior e inferior (£3s) del método.

5.5. METODOLOGIA PARA EL CALCULO DE LA INCERTIDUMBRE

5.5.1. Metodologia aplicada para el calculo: la metodologia utilizada se
fundamento en la estimacion de la incertidumbre basada en la contribucion de las
fuentes resultados de la validacion indicado en Guia CG-4 Eurachem — CITAC y
en el manual para estimaciéon de la incertidumbre en las mediciones del
Laboratorio de SIAMA LTDA.
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5.5.2. Especificacién del Mensurando

5.5.2.1. Métodos espectrofotométricos (Nitritos, nitratos y ortofosfatos): Para
la determinacion de nitritos se utilizé el método colorimétrico de Shinn, (SM 4500-
NO,), fosfatos método colorimétrico del acido ascorbico, (SM 4500 — P-E),
referenciados en el Standard Methods for the examination and water
andwastewater APHA-AWWA-WPCF edicion 22 de 2012 vy para nitratos el
meétodo del Salicilato de sodio descrito en el libro andlisis de las aguas de J.
Rodier de 1998.

5.5.2.2. Método de destilacion- titulacion: Nitrogeno Amoniacal: se utilizé el
procedimiento descrito en el estandar métodos 4500 NH3-B, edicion 22 de
2012.

5.5.3 Identificacién de las fuentes de incertidumbre

U;= Incertidumbre estimada con datos de validacion - Fuentes aleatorias:
Incertidumbre estimada con datos de validacion — Fuentes aleatorias (U;) 0 RSD:..
La cuantificacién de este tipo de contribucién, se obtuvo utilizando los resultados
del analisis de las muestras reales de dos niveles de concentracion, bajo y alto
obtenidos durante el proceso de su validacion.

Con los resultados del analisis de muestras reales Mb y Ma obtenidos durante el
proceso de validacion del método analitico, se calculd el coeficiente de variacion
“CV” (desviacion estandar relativa RSD) en cada nivel de concentracion asi:

Smb Smb
& cV,., =
XPpp ma XPra

CVmb -

Donde:

CV = Coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa de los resultados de
la muestra Ma o Mb

S = Desviacién estandar de los resultados de las muestras Mb Y Ma

Xp = Promedio de los resultados de las muestras Ma y Mb

Se calculé la desviacion estandar relativa total RSDt los dos niveles de
concentracion de las muestras) aplicando la siguiente férmula:
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vz« (g = DI+ [(CV2)? * (n, — D]2
RSD = \] i —D+Mn,—1)

Donde:

CV; = Coeficiente de variacion del grupo # 1 de datos
n1 = Numero de mediciones del grupo # 1 de datos
CV; = Coeficiente de variacion del grupo # 2 de dato
n, = Numero de mediciones del grupo # 2 de datos

U, = Incertidumbre estimada con datos de validaciéon — fuentes sistematicas:

Evaluada con la muestra adicionada de mayor rango en la recuperacion.
— Skp

Vn
Donde:

Srp = desviacion estandar de las mediciones.
n = numero de mediciones realizados en la recuperacion.

Para evaluar la recuperacion, se realizd prueba t de student, en la cual se
comparo6 el t calculado con t critico para n-1 grados de libertad (n es el nimero
de mediciones realizadas) y un nivel de confianza aproximado del 95% con el
valor del t calculado de la siguiente manera:

. _1-FR,
Cal — U(Rp)

Se Busco el t-Student tedrico en el anexo 4 para grados de libertad (gl) con un
95% de confianza.

Si el tcalc > ftcrit, la incertidumbre en la recuperacién se corrigio aplicando la
siguiente ecuacion:

1-R
URP)corr = J(U(Rp))2+( —0)?

Si tcal < tcrit, no se aplico factores de correccion, siendo K = 2 factor de cobertura

Us = Fuentes relacionadas con medidas volumétricas:
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Consideraciones generales: Las siguientes son las consideraciones utilizadas para
realizar la estimacion de la incertidumbre:

- Los datos del material volumétrico utilizado (clase, volumen, tolerancia y desviacion
estandar), los volumenes utilizados y las diluciones son los de uso mas frecuente en
el laboratorio.

- Los valores de la desviacion estandar correspondientes a la verificacion del material

volumétrico utilizado se obtienen con base en los calculos de verificacion de material
volumétrico realizada en el laboratorio (Ver anexo 2).

Tabla 5. Incertidumbre de la alicuota (Uy) y el volumen final de aforo -Uy

Fuente de Incertidumbre Célculo de la incertidumbre
estandar

Tolerancia (T) del material volumétrico utilizado,
reportado en su certificado o grabado sobre su
superficie.

ul =T/ (3)"?

Efecto de la diferencia (X) entre la temperatura
ambiente y la temperatura de calibracién del
material volumétrico (de volumen Y) utilizado.

us = [ X *Y * 2*10*1/ (3)2

Dispersion (s) de las mediciones volumétricas
(medidas repetidas del volumen del material
volumétrico usado).

ué = s/ (n)*2

2E™ = coeficiente de expansion del agua
Fuente: autora

La cuantificacion de la incertidumbre combinada (Ugomp) Y la incertidumbre
expandida del método (Uexp) Se calculo asi:

Ucomp = v (RSDt)2 + (U2)2 + (U3)?2

UExp = 2*xUcomp
5.6 AJUSTE AL PROTOCOLO RUTINARIO

Las modificaciones pertinentes al procedimiento técnico, se realizaron en el
manual de procedimientos técnicos del laboratorio y son de caracter confidencial.
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5.7. EVALUACION DE DESEMPENO INTERLABORATORIO

Los programas interlaboratorios realizados por el IDEAM se llevan a cabo con el
objetivo de determinar el desempefio de los laboratorios que participan en los
andlisis y hacen seguimiento de su continuo desempefio. Estos programas
también son usados por los laboratorios participantes, para identificar
oportunidades de mejora, establecer la efectividad y el grado de comparacién
cuando se implementan nuevos métodos, ademas de demostrar la capacidad de
medicion. Como se menciond anteriormente, es un requisito que el laboratorio
participe en los parametros que pretende acreditar para poder obtener dicha
acreditacion.

En la evaluacién del desempefio interlaboratorio programado por el IDEAM, se
incluyeron las variables de nitritos, nitratos, nitrégeno amoniacal y fosfatos, estos
fueron evaluados usando la metodologia descrita en la Norma NTC 5755
“‘Métodos estadisticos para utilizar en los ensayos de aptitud mediante
comparaciones interlaboratorios”, se utilizé el indice Z score como:

(x - X)
zZ =
S

Donde:

Xx= resultado reportado por el laboratorio Para la respectiva prueba
X = valor de referencia

S = desviacion estandar o valor estimado de la variabilidad.

Si el Z Score absoluto es menor de 2 el resultado se considera satisfactorio. En la

tabla 7 se presentan los rangos usados por el IDEAM para identificar el nivel de
desempefio del laboratorio.®®

Tabla 6. Rangos de Z Score

Puntos
Z Score asignados Desempeiio Puntaje
Menor o igual a 1 5 Satisfactorio 100
Entre 1.01y 2.00 4 Satisfactorio 80
Entre 2.01y 2,99 3 Cuestionable 60
Mayor o igual a 3,0 0 Insatisfactorio 0

Fuente: Rangos asignados para pruebas de desemperfio
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. NITRITOS

6.1.1. Verificacion de las condiciones de andlisis: Se verificaron las
condiciones de analisis establecidas en la literatura como: barrido de longitud de
onda y estabilidad del complejo con respecto al tiempo.

6.1.1.1. Barrido de la longitud de onda: En el espectro se observa que el
complejo azo formado absorbe a una longitud de onda de 543nm (Ver figura 3),
como lo establece el procedimiento descrito en el estandar método. Por lo tanto,
los estandares y muestras se corrieron en esta longitud de onda.

Figura 3. Espectro obtenido en el barrido de longitud de onda para Nitritos

0,8
0,75
0,7
0,65
0,6
0,55
0,5
0,45
0,4

ABSORBANCIA

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
LONGITUD DE ONDA

Fuente: autora.

Las Absorbancias obtenidas en el barrido de longitud de onda en la validacién de
nitritos se encuentran registradas en el anexo E.
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6.1.1.2. Estabilidad del complejo

Figura 4. Estabilidad del complejo de diazonio para el método de nitritos
0,800

0,750

0,700

0,650

Absorbancia

0,600

0,550

0,500

0 50 100 150

Tiempo (minutos)

Fuente: autora

Los resultados obtenidos sobre la estabilidad del complejo de diazonio con
respecto al tiempo, muestran que las absorbancias permanecen constantes
entre 20 y 120 minutos, lo que demuestra estabilidad del complejo de diazonio
por lo cual, se determina que las lecturas pueden realizarse en este lapso de
tiempo.

6.1.2 Pre - validacion: Una vez fueron verificadas las condiciones analiticas
establecidas en la literatura se inici6 la pre validacion.

6.1.2.1. Evaluacién de la linealidad, sensibilidad y rango aplicacién del
método: se elaboraron 4 curvas de calibracién usando una solucion estandar de
nitrito, trazable marca Merck. Se seleccioné la curva que presentdé mejor
coeficiente de correlacion (20,995) en este caso la curva namero cuatro (ver tabla
6) por presentar un coeficiente de correlacién r de 0,9999 (r* =0,9998).

Tabla 7. Curvas de calibracién elaboradas en la pre-validacion de nitritos.

Abs. Abs. Abs. Abs. Curvade
Estandar Curval Curva2 Curva3 Curvad trabajo
0,01 0,068 0,071 0,073 0,072 0,072
0,05 0,345 0,354 0,354 0,356 0,356
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0,1 0,549 0,687 0,691 0,686 0,686

0,2 1,29 1,402 1,301 1,395 1,395
0,25 1,679 1,69 1,687 1,719 1,719
R? 0,9932 0,9992 0,9989  0,9998 0,9998

Fuente: autora

Figura 5. Curva de trabajo seleccionada para la determinacion de nitritos
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o Determinacion de limite de deteccion y de cuantificacion

La evaluacion del limite de deteccién y de cuantificacion se efectu6 con base a los
criterios y ecuaciones descritas en la sesion 5.3 metodologia analitica. La
desviacion estandar calculada fue de 0,001 de una serie de 14 blancos de
reactivos (ver tabla 9).

En la tabla 9 del anexo 6 se observan las lecturas de blancos realizadas para la
determinacién de limite de deteccion, su promedio y la desviacion estandar. Se
realiz6 el siguiente célculo para su determinacion:

LDM = CEB + tn—l * S
m
LD Nitritos (Tg) NO, = 0.0004 + 2,65  0,0014 = 0,004

Teniendo en cuenta el limite de deteccion calculado, se realizaron lecturas de
estandares de 0,002, 0,005 y 0,01mg/l (ver tabla VIl del anexo 6), donde el
estandar de concentracion de 0.005 present6 un coeficiente de variacion de 3,66 y
un porcentaje de error de 2,71%, lo cual representa mediciones con precisién vy
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exactitud aceptables para la determinacion de nitritos (menores del 10%). En la
siguiente tabla se presenta el andlisis estadistico:

Tabla 8. Analisis estadistico para el limite de deteccidén de Nitritos
Estandar Estandar Estandar

Blanco  , h0omg/l 0,005 mg/L 0,01 mg/L
Promedio 0,0004 0,0015 0,0049 0,0099
Desviacion estandar 0,0014 0,000 0,000 0,001
CV, % 389,95 13,19 3,66 5,29
% Error 23,93 2,71 0,79
Numero de datos 14 14 14 14
Maximo 0,003 0,0018 0,0052 0,0111
Minimo -0,002 0,0012 0,0046 0,0092
T bajo 1,69 1,60 1,48 1,37
T alto 1,90 1,39 1,89 2,24
T tedrico 2,37 2,37 2,37 2,37
t 95% LDM 2,65 2,65 2,65 -
LDM ( Cprom-tn-1*S) 0,0040 0,0021 0,0053 -

Fuente: autora

o Linealidad y sensibilidad

Segun la literatura el estandar de concentracion mas alta para la determinacion de
nitritos es 0,180mg/L. En este estudio se incluyd un estandar de mayor
concentracion (0,25mg/L), que permitiera evaluar el comportamiento de la
linealidad y aumentar el rango util de la curva. En la curva de calibracion se
observa que el método conserva la linealidad en la concentracion de 0,25mg/L,
mostrando una relacién directamente proporcional con las absorbancias obtenidas
como se observa en la tabla 8.

La sensibilidad corresponde al valor de la pendiente obtenida en la curva de
calibracion del método colorimétrico.

En la tabla 11 se observa una buena sensibilidad del método, cuyo valor
promedio de la relacibn ABS/C es de 7,01 muy cercano al valor de la pendiente
de larecta (6,88).

Tabla 9. Evaluacion linealidad y sensibilidad del método

Concentracion ABS ABS/C
0,01 0,072 7,20
0,05 0,356 7,12
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0,10 0,686 6,86
0,20 1,395 6,98
0,25 1,719 6,88

Fuente: autora

o Rango de aplicacion

El intervalo de concentraciones en el cual es aplicable el método colorimétrico
para la determinacion de Nitritos en agua, estd comprendido entre el limite de
cuantificacion de 0,005y 0,25 mg/L, que cubre el rango lineal de la curva de
calibracion. Las muestras de concentraciones superiores pueden ser analizadas
diluyendo la muestra.

6.1.3 Validacion: los datos obtenidos de la corrida de estdndares y muestras se
presentan en la tabla XI del anexo 7.

6.1.3.1 Analisis estadistico de los resultados de la validacion,
estandares y muestras para Nitritos

Tabla 10. Analisis estadistico de los resultados obtenidos en la validacion de
Nitritos

0,01 0,1 0,2 MB MBAB MBAA MA

Blanco mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

0,0003 0,0095 0,0973 0,2029 0,0245 0,0770 0,1179 0,1149

Promedio

Desviacion estandar 0,0004 0,0004 0,006 0,006 0,002 0,001 0,001 0,005
CV % 149 4,44 6,39 2,94 8,28 1,02 091 4,49
% Error 454 2,71 1,43
% Recuperacion 105 93,4
No. de datos 14 13 14 14 14 14 14 14
Maximo 0,001 0,010 0,103 0,2111 0,026 0,078 0,120 0,121
Minimo 0,000 0,009 0,084 0,195 0,0210 0,076 0,116 0,106
T bajo 0,67 1,29 2,14 1,32 1,73 1,27 1,80 1,63
T alto 2,46 1,07 0,92 1,38 0,74 1,27 1,93 1,24

L. 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 3,37 2,37
T tedrico

Fuente: autora
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6.1.3.2 Precision: en la tabla 10 se puede observar que la precision de los
datos obtenidos en la validacion en términos de coeficiente de variacion es
aceptable. En ninguno de los casos, superan el valor maximo establecido por el
laboratorio de SIAMA LTDA vy sefalado en la “Guia Técnica No. 1 Validacion de
métodos y determinacion de la incertidumbre en la medicion del Instituto de
Salud Publica de Santiago de Chile (10%).

6.1.3.3 Exactitud: analizando la exactitud del método, los porcentajes de error
obtenidos en el andlisis de los estandares presentaron valores de 4,54, 2,71y
1,43 para las concentraciones de 0,01, 0,1y 0,2 respectivamente. Se observa
qgue a menor concentracion el % de error es mayor, sin superar el valor del 10%
establecido en el laboratorio de SIAMA LTDA.

En términos de recuperacion en muestras de aguas residuales fortificadas los
porcentajes de recuperacion obtenidos en las adiciones baja y alta (105% y
93,4%, respectivamente), se encuentran dentro del rango establecido en el
laboratorio de 85 a 115%.

Al calcular el t para rechazo de datos se presentd un dato anémalo en el estandar

de 0,01 cuyo valor fue de 2,40 para el t alto, por lo tanto el valor de 0,011 fue
rechazado.

6.1.4 Carta de control: la carta de control se elabordé con datos obtenidos del
estandar medio en la validacién correspondiente al valor de 0,1mg/L.
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Figura 5. Carta de Control para el método colorimétrico de Nitritos
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Fuente: autora

El valor promedio de la carta de control es de 0,973 y Los limites de advertencia
superior e inferior son de 0,101 y 0,085 mg NO-/L, respectivamente, y los limites
de control superior e inferior son de 0,116 y 0,786 mg NOs/L, respectivamente. Si
un valor medido del patron de control se encuentra fuera de los limites de control
establecidos en la carta, es indicador de que el procedimiento analitico esta fuera
de control por lo tanto se deben analizar las causas y repetir nuevamente el
procedimiento.

6.1.5 Estimacion de la incertidumbre del método de nitritos

v Especificacion del mesurando y sus unidades: Nitritos = NO,/L
v Identificacion de las fuentes de incertidumbre:

U, = Incertidumbre estimada con datos de validacion — fuentes aleatorias
U, = Incertidumbre estimada con datos de validacion — fuentes sistematicas
Us = Incertidumbre de medidas volumétricas

La cuantificacion de incertidumbre para medidas volumétricas fue la misma para
la determinacién nitritos, nitratos y ortofosfatos y son las que con mayor
frecuencia se usan en la preparacion y dilucion de muestras, en este caso
balones de 50 mL y pipetas volumétricas de 10mL, clase A.
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U; = Incertidumbre estimada con datos de validacién — fuentes aleatorias
Como se menciondé en la metodologia, la cuantificacion de este tipo de
contribucién se obtuvo, utilizando los resultados del analisis de las muestras reales
de dos niveles de concentracion, bajo y alto obtenidos durante el proceso de su
validacion.

Tabla 11. Incertidumbre asociada a las fuentes aleatorias

Muestra CvVv Numero de mediciones
Muestra Baja (MB 0,0828 14
Muestra Alta (MA)  0,0449 14

Fuente: autora

/(0,08282) * 13 + (0,04492) * 13

RSDt =
Sbt 13+ 13

RSDt = 0,01306187

U, = Incertidumbre estimada con datos de validacion — Sistematicas

Evaluada con la muestra adicionada de mayor rango en la recuperacioén en este
caso la muestra con adicion baja.

Tabla 12. Incertidumbre asociada a fuentes sistematicas

Muestra Srp Rp No. mediciones

MBAB 0,001 1,05 14
Fuente: autora

URp = SRp/Vn
URp = 0,00026726

Para evaluar la recuperacion, se realiz0 prueba t de student, en la cual se
compar6 el tcalc con t crit para n-1 grados de libertad (n es el niamero de
mediciones realizadas) y un nivel de confianza aproximado del 95% con el valor
del t calculado de la siguiente manera:

1-1,05
0,00026726
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Tcal =-187
Como Tcal (-187)<tTcrit (2,16) no se aplicd factor de correccion
Por lo tanto, U, = URp = 0,00026726
Us = Incertidumbre de medidas volumétricas
La cuantificacion de incertidumbre para medidas volumétricas fue la misma para
la determinacion nitritos, nitratos y ortofosfatos y son las que con mayor

frecuencia se usan en la preparacion y dilucion de muestras, en este caso
balones de 50 mL y pipetas volumétricas de 5mL, clase A.

Tabla 13. Incertidumbre asociada a las medidas volumétricas

Volumen Alicuota de la muestra a diluir (Vi) 5 ml

Tolerancia pipeta volumétrica Tolerancia 0,02
smL.

Efecto de la diferencia entre la Volumen x del 5,00
temperatura ambiente y la material volumétrico

temperatura de calibracion de Diferencia de 4

la pipeta volumétrica temperatura

Dispersion de las mediciones de Desviacion estandar,s 0,00415

la pipeta volumétrica 5mL
N° de mediciones, n 10

Fuente: autora

Tabla 14. Incertidumbre asociada al volumen final de aforo de la alicuota

Volumen final de aforo de la alicuota (Vf)50ml

Tolerancia del balén volumeétrico Tolerancia T del material 0,06
50ml.
Efecto de la diferencia entre la Volumen x del material 50

temperatura ambiente y la Volumétrico
temperatura de calibracién del
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material volumétrico utilizado para Diferencia de temperatura 4
aforar.

Dispersion de las mediciones del Desviacion estandar, s 0.00321
bal6n volumétrico 50 mi ndamero de mediciones, n

(Verificacion). 10
Factor de dilucion F 10

Fuente: autora

Tabla 15. Incertidumbre asociada a los instrumentos usados al diluir la muestra

Vol. Alicuota de la muestra a
diluir (Vi) 5ml Obtencion del valor numérico

Tolerancia para pipetade 5 mL

0,02
Up = f = 0,0115

Dispersion de las mediciones

Calculo de Incertidumbre 0.00415
combinada Pipeta de 5ml —F—— =0.0013
V10
Temperatura
UAT — 10x 4 x 2,1x10~*4 _ 00048
ﬁ )

Ucp = \/ (0,0115)2 + (0,0013)2 + (0,0048)2

Incertidumbre combinada para
=0,013

medicién volumen de muestra

Fuente: autora

Tabla 16. Incertidumbre asociada al aforo de la alicuota

Volumen final de aforo de la alicuota

(Vf) 50ml Obtencion del valor numérico

Calculo de
Incertidumbre Tolerancia para el balon de 50 ml
combinada
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Volumen final de aforo de la alicuota ., L.
Obtencion del valor numérico

(Vf) 50ml
_ 0,06
Baldén volumétrico de 50 ml Up = N 0,0346
Dispersion de las mediciones
0.0385 _ 0.0122
vio
Temperatura
UAT — 50 x4 x2,1x10~* — 00242
= i —0,
Incertidumbre combinada para
dilucién P Uch =/ (0,0346)% + (0,0122)2 + (0,0242)2
= (0,044
F=Vf/Vi
50 B
Factor de dilucion == 10

Incertidumbre estandar relativa 0,013\% /0,044
IER1 =10 * ( ) + (

para dilucién de la muestra = 50

2
= 0.0274
: )

Us= 0.0274

Fuente: autora

Cuantificaciéon de la incertidumbre combinada (Ucomp) Y la incertidumbre
expandida (Uexp):

Ucomb = 1/(0,01306187)2 + (0,00026726)2 + (0,0274)?
U comp = 0,0303553
Ugxp = 2 * Ugomp = 0,06071

Ugyxp = 0,06
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o Reporte Del Dato Final

Las concentraciones nitritos se expresan de la siguiente manera:

Obtener la incertidumbre expandida U en la medicion asi:
U==C=*Uexpmet

Los resultados se reportaran dela siguiente manera:

Resultado: X = U (unidades), valor de incertidumbre con un factor de cobertura
2 y un nivel de confianza de aproximadamente el 95%.

6.1.6 Resultados de la evaluacion de desempefio interlaboratorio en la
determinacion de nitritos: como s mencion0 anteriormente, la participacion en la
evaluacion de desempefio Interlaboratorio es un requisito para obtener la
acreditacion y su resultado debe ser satisfactorio. En la tabla 10 se puede
observar el valor reportado y el valor de referencia para la prueba de Nitritos.

Tabla 17. Resultado de la evaluacién del desempefio interlaboratorio NOy’

Valor valor de Desviacion 7 Score Puntaje
Reportado referencia Estandar obtenido
3.06 3,06 0,18 0,00 100

Fuente: autora

Como se puede observar, no hubo ninguna desviacion fue el mismo valor de
referencia reportado, por lo tanto, el obtenido puntaje fue del 100%, lo cual indica
gue el método validado en el laboratorio cumple con los criterios de precision y
exactitud y puede ser acreditado por el IDEAM.

6.2 NITRATOS

6.2.1. Verificacion de las condiciones de analisis: se verificaron las condiciones
de analisis establecidas en la literatura como: barrido de longitud de onda y
estabilidad del complejo con respecto al tiempo.

6.2.1.1 Barrido de la longitud de onda: en el espectro se puede observar que
el complejo de p-nitrosalicilato de sodio formado, absorbe a una longitud de onda
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de 415 nm (Ver figura 6), como lo establece el procedimiento descrito en el libro
andlisis de las aguas de J. Rodier. Por lo tanto, los estandares y muestras se
corrieron en esta longitud de onda.

Figura 6. Espectro obtenido en el barrido de longitud de onda en la validacién de
nitratos.
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370 390 410 430 450 470 490 510 530 550
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Fuente: autora

Las Absorbancias obtenidas en el barrido de longitud de onda en la validacién de
nitratos se encuentran registradas en el anexo E.
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6.2.1.2 Estabilidad del complejo

Figura 7. Estabilidad del complejo p- nitrosalicilato de sodio.
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Fuente: Autora.

Los resultados obtenidos sobre la estabilidad del complejo de complejo p-
nitrosalicilato de sodio con respecto al tiempo, muestran que las absorbancias
permanecen constantes entre 15 y 50 minutos, lo cual demuestra la estabilidad
del complejo de complejo p- nitrosalicilato de sodio lo que determina que las
lecturas pueden realizarse en este lapso de tiempo.

6.2.2 Pre - validacién: una vez fueron verificadas las condiciones analiticas
establecidas en la literatura se inicio6 la validacion.

6.2.2.1 Evaluacion de la linealidad, sensibilidad y rango de aplicacion del
meétodo: se elaboraron 3 curvas de calibracion de las cuales se seleccion6 la
curva que presentd mejor coeficiente de correlacion =0,995. La curva de
calibracion del método que presento mejor coeficiente de correlacion fue y =
0,6693x - 0,0137 en la cual se observo una linealidad alta en el intervalo de
concentracion de 0,1y 3,0 mg/L con lo cual se concluye que existe una relacion
directa entre la sefial del instrumento y la concentracion.
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Tabla 18. Curvas de calibracidon elaboradas en la pre-validacion de nitratos.

Abs. Curva Abs. Curva Abs. Curva Curva de

Estandar 1 2 3 trabajo
0,1 0,063 0,061 0,062 0,062
0,5 0,37 0,352 0,328 0,328

1 0,674 0,436 0,643 0,643
1 0,985 0,874 0,954 0,954
2 1,395 0,972 1,361 1,361
2,5 1,685 1,361 1,661 1,661
3 2,011 1,566 1,99 1,99

R 0,9987 0,9829 0,9992 0,9992

Fuente: autora

Figura 8. Grafico de la curva de calibraciéon seleccionada para el método de
Nitratos

2,500
y =0,6693x - 0,0137
2,000 R%=0,9992 o
o o
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5 »
2 1,000 .
<
¥ )
0,500 !
."...
0,000 @
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
mg/L
Fuente: autora
6.2.2.2 Determinacion de limite de deteccion y de cuantificacion: la

evaluacion del limite de deteccién y de cuantificacion para el método de nitratos
se efectud con base a los criterios y ecuaciones descritas en la sesion 5.3 (igual
gue para nitritos). La desviacion estandar calculada fue de 0,009 de una serie de

14 blancos de reactivos (ver tabla VIII anexo 6).

En la tabla VIII del anexo 6, se observan las lecturas de blancos realizada para la
determinaciéon de limite de deteccidn, su promedio y la desviacion estandar. El

limite deteccion se calcul6 como sigue:
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LDM = CEB + tn—l * S

m
LD Nitratos (Tg) NO; = 0.0021 + 2,65 * 0,009 = 0,026

Teniendo en cuenta el limite de deteccion calculado, se realizaron lecturas de
estandares de 0,05, 0,1 y 0,2 mg/L (Ver tabla VIII del anexo 6), donde el estandar
de concentracion de 0.1 presentd un coeficiente de variacion de 9,04 y un
porcentaje de error de 7,86 lo cual indica que esta concentracion se puede leer
con la precisién y exactitud aceptables para la determinacion de nitratos (menores
del 10%).

Tabla 19. Analisis estadistico para el limite de deteccion de nitratos

Blanco Estandar Estandar Estandar
0,05 mg/L 0,1 mg/L 0,2 mg/L
Promedio 0,0021 0,0432 0,1079 0,2000
Desviacion estandar 0,009 0,0061 0,010 0,008
CV, % 416,54 14,07 9,04 3,92
% Error 13,57 7,86 0,00
Numero de datos 14,0 14,0 14,0 14,0
Maximo 0,0100 0,0500 0,1200 0,2100
Minimo -0,0200 0,0300 0,0900 0,1900
T bajo 2,48 2,17 1,83 1,27
T alto 0,88 1,12 1,25 1,27
T tedrico 2,37 2,37 2,37 2,37
t 95% LDM 2,65 2,65 2,65
LDM ( Cprom-tn-1*S) 0,0258 0,0593 0,1037
Fuente: autora
6.2.2.3 Linealidad y sensibilidad: segun la literatura la curva de nitratos

puede ser hasta 10 mg/L, sin embargo teniendo en cuenta que en el laboratorio
solo se trabaja con curvas que presenten un coeficiente de correlacion mayor a
0,999 , este proceso se realizé la curva de calibracibn hasta un estandar de
(3,0mg/L), teniendo en cuenta ademas que las muestras que ingresan al
laboratorio presentan concentraciones no mayores de 1,0 En la curva de
calibracion se observa que el método presenta una fuerte linealidad en una
concentracion de 3,0 mg/L, donde se evidencia una relacion directamente
proporcional con las absorbancias obtenidas como se observa en la tabla 13.

La sensibilidad corresponde al valor de la pendiente obtenida en la curva de
calibracion del método colorimétrico de nitratos.
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En la tabla 21 se observa la sensibilidad del método, cuyo valor promedio de la
relacion ABS/C es de 0,65 muy cercano al valor de la pendiente de la recta que
es de 0,66.

Tabla 20. Evaluacion linealidad y sensibilidad del método

Concentracion ABS ABS/C
0,1 0,062 0,62
0,5 0,328 0,66
1 0,643 0,64
1,5 0,954 0,64
2 1,361 0,68
2,5 1,661 0,66
3 1,99 0,66

Fuente: autora

6.2.2.4 Rango de aplicacion: el intervalo de concentraciones en el cual es
aplicable el método colorimétrico para la determinacion de Nitratos en aguas,
estd comprendido entre el limite de cuantificacion de 0,1y 3,0 mg/L, que cubre el
rango lineal de la curva de calibracion. Las muestras de concentraciones
superiores pueden ser analizadas realizando diluciones.

6.2.3 Validacion: Se corrieron tres concentraciones de estandares que cubrieran
tres niveles de concentracidén que estuvieran dentro del rango lineal. Las muestras
seleccionadas también cubrieron el rango lineal y las muestras fortificadas se
corrieron para determinar el rendimiento y exactitud del método. En la tabla XlI del
anexo 7 de presentan los resultados obtenidos durante el proceso de validacién.

6.2.3.1 Analisis estadistico de los resultados de la validacion,
estandares y muestras.

Tabla 21. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos en la validacion,
estandares y muestras para nitratos

0,2 1,0 2,0 MB MBAB  MBAA MA

Bk mg/L mg/L  mg/L  mg/L mg/L mg/L mg/L
. 0,00 0,21 1,03 2,04 0,30 0,62 0,77 1,88
Promedio
Desviacion 0,012 0,014 0,069 0,027 0023 0,048 0034 0,154
estandar
CV, % 270,2 6,88 6,70 1,30 7,71 7,80 4,44 8,20
% Error 464 286 1,88
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Bk 0,2 1,0 2,0 MB MBAB MBAA MA
mg/L mg/L  mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

Concentracion 0.30 0.50

adicionada

% Recuperacién 106,0 93,0
Numero de datos 14,0 14,0 14,0 13,0 14,0 14,0 13,0 14,0
Maximo 0,02 0,23 1,15 2,09 0,35 0,70 0,82 2,11
Minimo -0,02 0,18 0,92 1,99 0,26 0,56 0,70 1,70
T bajo 2,10 2,03 1,58 1,80 1,86 1,27 2,01 1,15
T alto 1,36 1,44 1,76 1,97 1,98 1,62 1,51 1,50
T tedrico 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37

Fuente: autora
6.2.3.2 Precision: en la tabla 13 se observa que la precision de los datos

obtenidos en la validacién en términos de coeficiente de variacion es aceptable.
Estos datos no superan el valor méximo establecido por el laboratorio de SIAMA
LTDA vy senalado en la “Guia Técnica No. 1 Validacion de métodos y
determinacion de la incertidumbre en la medicién del Instituto de Salud Pdublica
de Santiago de Chile (10%).

6.2.3.3 Exactitud: analizando la exactitud del método, los porcentajes de
error obtenidos en el analisis de los estandares presentaron valores de 4,64,
2,86 y 1,88 para las concentraciones de 0,2, 1,0 y 2,0 respectivamente. Se
observa que estos % de error no superan el valor del 10% establecido en el
laboratorio de SIAMA LTDA. En términos de recuperacion de muestras de aguas
residuales fortificadas los porcentajes de recuperacién obtenidos en las adiciones
baja y alta (106% y 93%, respectivamente), se encuentran dentro del rango
establecido en el laboratorio de 85 a 115%.

6.2.4 Carta de control: la carta de control se elaboré con datos obtenidos del
estandar medio en la validacion correspondiente al valor de 1,0 mg/L.
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Figura 9. Carta de Control para método colorimétrico de Nitratos
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El valor promedio de la carta de control es de 1,013 y Los limites de advertencia
superior e inferior son de 1,15y 0,875 mg NOg3/L, respectivamente, y los limites de
control superior e inferior son de 1,219 y 0,807mg NOs/L, respectivamente. Si un
valor medido del patron de control se encuentra fuera de los limites de control
establecidos en la carta, es indicador de que el procedimiento analitico esta fuera
de control por lo tanto se deben analizar las causas y repetir nuevamente el
procedimiento.

6.2.5 Estimacion de laincertidumbre del método de nitratos

v Especificacion del mesurando y sus unidades: Nitratos = NO3/L
v Identificaciéon de las fuentes de incertidumbre:

U; = Incertidumbre estimada con datos de validacion — fuentes aleatorias
U, = Incertidumbre estimada con datos de validacion — fuentes sistematicas

Uz = Incertidumbre de medidas volumétricas

Como se mencion6 anteriormente, las medidas volumétricas fueron las mismas
para todos los métodos colorimétricos.

U; = Incertidumbre estimada con datos de validacién — fuentes aleatorias

73



La cuantificacion de este tipo de contribucion se obtuvo, utilizando los resultados
del andlisis de las muestras reales de dos niveles de concentracion, bajo y alto
obtenidos durante el proceso de su validacion.

Tabla 22. Incertidumbre asociada a las fuentes aleatorias

Muestra CcvVv Numero de mediciones
Muestra Baja (MB 0,0771 14
Muestra Alta (MA) 0,082 14

Fuente: autora

J(0,07712) * 13 + (0,0822) * 13
RSDt =
13 + 13

RSDt = 0,01560844
U, = Incertidumbre estimada con datos de validacién — Sistematicas

Evaluada con la muestra adicionada de mayor rango en la recuperacion en este
caso la muestra con adicion baja.

Tabla 23. Incertidumbre asociada a las fuentes aleatorias

Muestra Srp Rp No. mediciones

MBAB 0,048 1,06 14
Fuente: autora

URp = SRp/\/n

URp = 0,01282854

Para evaluar la recuperacion, se realiz6 prueba t de student, en la cual se
comparo el tcalc con t crit para n-1 grados de libertad (n es el niamero de
mediciones realizadas) y un nivel de confianza aproximado del 95% con el valor
del t calculado de la siguiente manera:

ooy 1106
€A = 001282854
Tcal = —4,67
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Como Tcal (-4,67)<tTcrit (2,16) no se aplicé factor de correccién

Por lo tanto, U, = URp = 0,01282854

U;z = Incertidumbre de medidas volumétricas = U3 para nitratos

Cuantificacion de la incertidumbre combinada (Ucomp) Y la incertidumbre
expandida (Uexp):

Ucomb = /(0,01560844) 2 + (0,01282854)2 + (0,0274)2
Uomp = 0,0340434
Ugxp = 2 * Ueomp = 0,068

Ugxp = 0,07

o Reporte del dato final

Las concentraciones de nitratos se expresan de la siguiente manera:
Obtener la incertidumbre expandida U en la medicién asi:

U==C=*Uexpmet

Los resultados se reportaran de la siguiente manera:
Resultado: X = U (unidades), valor de incertidumbre con un factor de cobertura
2 y un nivel de confianza de aproximadamente el 95%.

6.2.6 Resultados de la evaluacion de desempeiio interlaboratorio en la
determinacion de nitratos: como s mencioné anteriormente, la participacion en
la evaluacion de desempefio Interlaboratorio es un requisito para obtener la
acreditacion y su resultado debe ser satisfactorio. En la tabla 17 se puede
observar el valor reportado y el valor de referencia para la prueba de Nitratos.

Tabla 24. Resultado de la evaluaciéon del desempefio interlaboratorio NO3

Valor valor de Desviacién 7 Score Puntaje
Reportado referencia Estandar obtenido

ro




15,2 15,53 0,96 0,34 100

Fuente: autora

Como se puede observar, hubo una pequefia desviacion con un valor de 0,34.Sin
embargo el valor reportado estuvo muy cerca al valor de referencia, el puntaje
obtenido fue del 100%, lo cual indica que el método validado en el laboratorio
cumple con los criterios de precision y exactitud y puede ser acreditado por el
IDEAM.

6.3 ORTOFOSFATOS

6.3.1 Verificacion de las condiciones de analisis: se verificaron las
condiciones de andlisis establecidas en la literatura como: barrido de longitud de
onda y estabilidad del complejo con respecto al tiempo.

6.3.1.1. Barrido de la longitud de onda: en el espectro se observa que el
complejo antimonil-fosfomolibdato formado, absorbe a una longitud de onda de
880nm (Ver figura 12), como lo establece el procedimiento descrito en el estandar
método. Por lo tanto, los estandares y muestras se corrieron en esta longitud de
onda para el método de ortofosfatos.

Figura 10. Espectro obtenido en el barrido de longitud de onda en la validacion de
ortofosfatos.
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Fuente: autora

76



Las Absorbancias obtenidas en el barrido de longitud de onda en la validacion de
nitratos se encuentran registradas en el anexo 5.

6.3.1.2 Estabilidad del complejo

Figura 11. Estabilidad del complejo fosfomolibdico
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Fuente: autora

Los resultados obtenidos sobre la estabilidad del complejo fosfomolibdico con
respecto al tiempo, demuestran que las absorbancias permanecen constantes
entre 15 y 30 minutos, después de este tiempo el complejo empieza a degradarse
y las lecturas seran erréneas.

6.3.2 Pre - validacién: una vez fueron verificadas las condiciones analiticas
establecidas en la literatura para el método de colorimétrico de ortofosfatos se
inicié la validacion.

6.3.2.1 Evaluacion de la linealidad, sensibilidad y rango de
aplicacion del método: se elaboraron 3 curvas de calibracion de las cuales se
selecciond la curva que presentd mejor coeficiente de correlacion 20,995. La
curva de calibracién del método que se obtuvo fue y = 1,4582x + 0,0078 en la
cual se observo una linealidad alta en el intervalo de concentracion de 0,5y 1,0
mg/L con lo cual se concluye que existe una relacion directa entre la sefal del
instrumento y la concentracion.
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Tabla 25. Curvas de calibracidon elaboradas en la pre-validacion de ortofosfatos

Abs. Abs.

Estandar Curval Curva 2 Curva de trabajo
0,5 0,071 0,069 0,025 0,037
0,1 0,13 0,143 0,05 0,074
0,25 0,351 0,374 0,1 0,15

0,625 0,924 0,94 0,25 0,389
1 1412 1,376 0,5 0,753

- - 1 1,456

R 0,9989 0,9965 R 0,9995

Fuente: autora

Figura 12. Gréfico de la curva de calibracion seleccionada para el método de
ortofosfatos.

y =1,4582x + 0,0078
R?=0,9995

Absorbancia.
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Fuente: autora

6.3.2.2 Determinacion de limite de deteccion y de cuantificacion: la
evaluacion del limite de deteccibn y de cuantificacion para el método de
ortofosfatos se efectud con base a los criterios y ecuaciones descritas en la
sesién 5.3 metodologia analitica. La desviacion estandar calculada fue de 0,02 de
una serie de 14 blancos de reactivos (ver anexo 6).

En la tabla IX del anexo 6 se observan las lecturas de los blancos realizadas para

la determinacion del limite de deteccion asi como la desviacién estandar y su
promedio. El limite deteccion del método se calculo de la siguiente manera:
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LDM = CEB + tn—l * S

m
LD Ortofosfatos (Tg) PO, = 0.0062 + 2,65 % 0,02 = 0,0374

Teniendo en cuenta el limite de deteccion anterior se prepararon una serie de
estandares de 0.01, 0.025 y 0.05mg/L (Ver tabla IX del anexo 6). El estandar de
0,025 presento un coeficiente de variacion de 6,88 y un porcentaje de error de
0,025, lo que indica que se puede leer con la precision y exactitud establecida por
el laboratorio (<10%).

Tabla 26. Analisis estadistico del limite de deteccion establecido para el método
de ortofosfatos

Blanco Estandar Estandar Estandar
0,01 mg/L 0,025 mg/L 0,05 mg/L
Promedio -0,0062 0,0154 0,0255 0,0510
Desviacion estandar 0,02 0,003 0,002 0,004
CV, % -260,6 22,27 6,88 7,46
% Error --- 54,43 2,14 2,00
NuUmero de datos 14 14 14 14
Maximo 0,00 0,03 0,03 0,06
Minimo -0,06 0,01 0,02 0,05
T bajo 3,32 1,00 1,95 1,58
T alto 0,51 3,13 1,97 1,05
T tedrico 2,37 2,37 2,37 2,37
t 95% LDM 2,65 2,65 2,65
LDM ( Cprom-tn-1*S) 0,037 0,02 0,03
Fuente: autora
6.3.2.3 Linealidad y sensibilidad: Segun la literatura el comportamiento

lineal por el método del acido ascorbico va hasta 1,2 mg/L. Sin embargo, por
fines practicos la curva se construyé solo hasta el estandar de 1,0mg/L en la
curva se observa una linealidad muy buena donde se muestra una relacién
directamente proporcional con las absorbancias obtenidas como se observa en la
tabla 28.

La sensibilidad reportada corresponde al valor de la pendiente obtenida en la
curva de calibracion del método colorimétrico de ortofosfatos.

En la tabla 28 se observa una buena sensibilidad para este método, donde el
valor promedio de la relacibn ABS/C es de 1.498 muy cercano al valor de la
pendiente de la recta que es de 1.458.
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Tabla 27. Evaluacion linealidad y sensibilidad del método

Concentracion ABS ABS/C
0,025 0,037 1,48
0,05 0,074 1,48
0,1 0,15 1,50
0,25 0,389 1,56
0,5 0,753 1,51
1,0 1,456 1,46

Fuente: Autora

6.3.2.4 Rango de aplicacion: el intervalo de concentraciones en el cual es
aplicable el método colorimétrico para la determinacion de Ortofosfatos en aguas,
estd comprendido entre el limite de cuantificacion de 0,03 y 1,0 mg/L,
concentraciones que cubren el rango lineal de la curva de calibracién. Las
muestras de concentraciones superiores pueden ser analizadas realizando
diluciones.

6.3.3. Validacion: los resultados obtenidos de la validacién se encuentran en la
tabla XllIl del anexo 7.

6.3.3.1 Andlisis estadistico de los resultados de la validacion,
estandares y muestras

Tabla 28. Analisis estadistico de estandares y muestras en la validacion para el
método de ortofosfatos

Estandar Estandar MB MBAB MBAA MA

Blanco Estandar 05mg/L 08mg/l mg/lL mg/L mg/lL mg/L

0,05 mg/L
Continuacion ) 03 0,05 0,52 0,8 024 055 075 070
tabla 28.
Promedio
Desviacion 0,00 0,003 0,017 0,006 000 002 003 0,02
estandar
CV, % 149,13 6,70 3,16 0,76 1,86 351 403 280
% Error 5,14 4,83 1,11
Conc;entrauon 0.30 0.50
adicionada
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%Recuperacion 103 101

Namero de 14 14 14 14 14 14 14 14
datos
Maximo 0,00 0,05 0,55 0,82 025 059 080 0,73
Minimo 0,00 0,05 0,50 0,80 024 051 069 0,66
T bajo 0,67 0,76 1,46 1,45 1,26 2,06 1,92 210
T alto 2,46 2,07 1,62 1,66 231 203 1,73 1,78
T tedrico 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 337 237
6.3.3.2 Precision: en la tabla 29 se observa que la precisién de los datos

obtenidos en la validacion en relacibn con el coeficiente de variacion es
aceptable. Estos datos no superan el valor maximo establecido por el laboratorio
de SIAMA LTDA vy sefialado en la “Guia Técnica No. 1 Validaciéon de métodos y
determinacion de la incertidumbre en la medicién del Instituto de Salud Publica
de Santiago de Chile (10%).

6.3.3.3 Exactitud: al evaluar la exactitud del método, se observa que los
porcentajes de error obtenidos en el analisis de los estandares presentaron
valores de 5.14, 483 y 1,11 para las concentraciones de 0.05, 0.5y 0.8
respectivamente. Estos % de error no superan el valor del 10% establecido en el
laboratorio de SIAMA LTDA.

En la recuperacion de muestras de aguas residuales fortificadas los porcentajes
de recuperacion obtenidos en las adiciones baja y alta (103% y 101%,
respectivamente). De lo anterior, se puede deducir que los porcentajes de
recuperacion obtenidos en la validacion del método colorimétrico de ortofosfatos
se encuentran dentro del rango establecido en el laboratorio (de 85 a 115%).

6.3.4 Carta de control: la carta de control se elaboré con datos obtenidos del
estandar medio en la validacion correspondiente al valor 0,5 mg/L.
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Figura 13. Carta de Control para el método colorimétrico Ortofosfatos
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Fuente: autora

El valor promedio de la carta de control es de 0,508 y Los limites de advertencia
superior e inferior son de 0,57 y 0,447 mg P/L, respectivamente, y los limites de
control superior e inferior son de 0,598 y 0,417 mg P /L, respectivamente. Si un
valor medido del patron de control se encuentra fuera de los limites de control
establecidos en la carta, es indicador de que el procedimiento analitico esta fuera
de control por lo tanto se deben analizar las causas y repetir nuevamente el
procedimiento.

6.3.5 Estimacion de laincertidumbre del método de ortofosfatos

v Especificacion del mesurando y sus unidades: Ortofosfatos = PO,/L
Identificacion de las fuentes de incertidumbre:

U; = Incertidumbre estimada con datos de validacién — fuentes aleatorias

U, = Incertidumbre estimada con datos de validacion — fuentes sistematicas
Us = Incertidumbre de medidas volumétricas

U; = Incertidumbre estimada con datos de validacién — fuentes aleatorias
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La cuantificacion de este tipo de contribucion se obtuvo, utilizando los resultados
del andlisis de las muestras reales de dos niveles de concentracion, bajo y alto
obtenidos durante el proceso de su validacion.

Tabla 29. Incertidumbre asociada con las fuentes aleatorias

Muestra CvVv Numero de mediciones
Muestra Baja (MB 0,0186 14
Muestra Alta (MA) 0,028 14

Fuente: autora

RSDE — /(0,01862) * 13 + (0,0282) * 13
B 13 + 13

RSDt = 0,00466154
U, = Incertidumbre estimada con datos de validacién — Sistematicas
Evaluada con la muestra adicionada de mayor rango en la recuperacién en este

caso la muestra con adicion baja.

Tabla 30. Incertidumbre asociada con las fuentes sistematicas

Muestra Srp Rp No. mediciones

MBAB 0,019 1,03 14

Fuente: autora
URp = SRp/n

URp = 0,00507796

Para evaluar la recuperacion, se realiz6 prueba t de student, en la cual se
comparo el tcalc con t crit para n-1 grados de libertad (n es el niamero de
mediciones realizadas) y un nivel de confianza aproximado del 95% con el valor
del t calculado de la siguiente manera:

1-1,03

Teal = 550507796
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Tcal = —5,90

Como Tcal (-5,90) <t Tcrit (2,16) no se aplicd factor de correccion.

Cuantificacion de la incertidumbre combinada (Ucomp) Y la incertidumbre
expandida (Uexp)

Ucomb = ,/0,00466154 2 + 0,005077962 + 0,02742
Ueomp = 0,0285698

Usxp = 2 * Ueomp = 0,05713964
Ugxp = 0,06

e Reporte del dato final

Las concentraciones de nitratos se expresan de la siguiente manera:
Obtener la incertidumbre expandida U en la medicién asi
U==C=*Uexpmet

Los resultados se reportaran de la siguiente manera:
Resultado: X = U (unidades), valor de incertidumbre con un factor de cobertura
2 y un nivel de confianza de aproximadamente el 95%.

6.3.6 Resultados de la evaluacion de desempefio interlaboratorio en la
determinacion de ortofosfatos: como se menciond anteriormente, la
participacion en la evaluacion de desempefio Interlaboratorio es un requisito para
obtener la acreditacion y su resultado debe ser satisfactorio. En la tabla 22 se
puede observar el valor reportado y el valor de referencia para la prueba de
Ortofosfatos.

Tabla 31. Resultado de la evaluacion del desempefio interlaboratorio PO,

Valor valor de Desviacion 7 Score Puntaje
Reportado referencia Estandar obtenido
2,5 2,47 0,17 0,22 100

Fuente: autora
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Teniendo en cuenta los datos obtenidos para la prueba de desempeiio IDEAM
para ortofosfatos, se observa una pequefia desviacion con un valor de 0,17.Sin
embargo, el valor reportado estuvo muy cerca al valor de referencia, el puntaje
obtenido fue del 100%, lo cual indica que el método validado en el laboratorio
cumple con los criterios de precision y exactitud y puede ser acreditado por el
IDEAM.

6.4 NITROGENO AMONIACAL

o Condiciones Experimentales

En el desarrollo de la validacion se tomé un volumen de muestra de 50 ml y el pH
fue ajustado a 9,5 en todos los casos.

6.4.1 Pre —validacion

6.4.2 Determinacion del limite de deteccion y cuantificacion: la evaluacion del
limite de deteccidén y de cuantificacion para el método de nitrdgeno amoniacal
se efectué con base a los criterios y ecuaciones descritas en la sesion 5.3
metodologia analitica. La desviacion estandar calculada fue de 0,0182 de una
serie de 14 blancos de reactivos (ver tabla X del anexo 6).

En la tabla X del anexo 6 se observan las lecturas de blancos realizadas para la
determinacién de limite de deteccién, su promedio y la desviacién estandar. Se
realizé el siguiente célculo para su determinacion:

LDM = CEB + tn—l * S

mg NH3 — N

I > = 0.046 + 2,65 x0,0182 = 0,085

LD Nitrogeno amoniacal (

Teniendo en cuenta el limite de deteccion calculado, se realizaron lecturas de
estdndares de 0.5 y 1.0 mg/L (Ver tabla X del anexo 6. En la tabla 20 se
presentan el analisis estadistico donde el estandar de concentracion de 0.5
presentd un coeficiente de variaciéon de 8,5y un porcentaje de error de 1,6, donde
se muestran mediciones con precision Yy exactitud aceptables para la
determinacion de nitrogeno amoniacal (menores del 10%).
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Tabla 32. Analisis estadistico del limite de deteccion para nitrdgeno amoniacal

Blanco Estandar Estandar
0,5 mg/L 1,0 mg/L
Promedio 0,036 0,508 0,964
Desviacion estandar 0,0182 0,04 0,06
CV, % 50,0 8,05 6,52
% Error - 1,60 3,60
Tabla 32 (continuacion)

Numero de datos 14 14 14
Maximo 0,02 0,6 1,1
Minimo 0,08 0,4 0,8
T bajo 0,90 1,47 1,97

T alto 2,39 1,27 1,59
T tedrico 2,37 2,37 2,37
t 99% LDM 2,65 2,65 2,65
LDM* 0,085 0,616
LDC =2,5 LDM 0,212

Fuente: autora

6.5 VALIDACION

Los datos obtenidos en la validacién de nitrdgeno amoniacal se encuentran en el
anexo 7 tabla XIV.

6.5.1 Andlisis estadistico de la validacion, estandares y muestras.

Tabla 33. Anadlisis estadistico de estandares y muestras en la validacion para el
método de Nitrogeno Amoniacal

Estandar Estandar Estandar MB MBAB MBAA MA

Blanco 1,0mg/L 5,0mg/L 80 mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

0,023 0,964 4,924 76,56 4,68 8,93 13,20 48,50

Promedio
Desviacion 0,00 0,06 0,07 0,94 0,21 0,16 0,03 0,66
estandar
CV,% 20,51 6,52 1,51 1,23 4,57 1,78 0,20 1,36
% Error 3,60 1,52 4,30
Conc;entrauon 5 10
adicionada
%Recuperacion 85,0 85,2
Namero de 14 14 14 14 14 13 13 14
datos
Maximo 0,03 1,1 5,0 77,3 51 9,30 13,2 49,7
Minimo 0,02 0,8 4.8 74,6 4.4 8,74 13,2 47,7




Estandar Estandar Estandar MB MBAB MBAA MA

Blanco 1,0mg/L 50mg/L 80 mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

T bajo 0,61 1,97 2,21 2,08 1,44 1,19 1,44 1,20
T alto 1,52 1,59 0,81 0,76 1,96 2,33 0,64 1,86
T tedrico 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37 2,37

Fuente: autora

6.5.2 Precision: en la tabla 21 se observa que la precision de los datos obtenidos
en la validacién para los estandares y muestras es aceptable. Estos datos no
superan el valor maximo establecido por el laboratorio de SIAMA LTDA vy
senalado en la “Guia Técnica No. 1 Validacién de métodos y determinacion de la
incertidumbre en la medicién del Instituto de Salud Publica de Santiago de Chile
(10%).

6.5.3 Exactitud: al evaluar la exactitud del método, se observa que los
porcentajes de error obtenidos en el analisis de los estdndares presentaron
valores de 3.60, 1.52 y 4,30 para las concentraciones de 1.0, 5.0 y 80
respectivamente. Estos % de error no superan el valor del 10% establecido en el
laboratorio de SIAMA LTDA.

En la recuperacion de muestras de aguas residuales fortificadas los porcentajes
de obtenidos en las adiciones baja y alta 85% y 85,2%, respectivamente, indica
que los porcentajes de recuperacion del método de destilacion —titulacion de
Nitrégeno Amoniacal se encuentran dentro del rango establecido en el laboratorio
(de 85 a 115%).
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6.5.3. Carta Control para el Método de Titulacion — Destilacion

Figura 14. Carta Control Nitrégeno Amoniacal
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Fuente: autora

6.6 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DEL METODO DE NITROGENO
AMONIACAL

v' Especificacién del mesurando y sus unidades: Ortofosfatos = PO,/L

Identificacion de las fuentes de incertidumbre:
U: = Incertidumbre estimada con datos de validacion — fuentes aleatorias
U, = Incertidumbre estimada con datos de validacion — fuentes sistematicas
Us = Incertidumbre de medidas volumétricas

v Especificacion del mesurando y sus unidades: Nitrdgeno Amoniacal =
NHa/L

U; = Incertidumbre estimada con datos de validacion — fuentes aleatorias: La
cuantificacion de este tipo de contribucion se obtuvo, utilizando los resultados del
analisis de las muestras reales de dos niveles de concentracion, bajo y alto
obtenidos durante el proceso de su validacion.
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Tabla 34. Incertidumbre asociada a fuentes aleatorias

Muestra CvVv Numero de mediciones
Muestra Baja (MB 0,0457 14
Muestra Alta (MA)  0,0136 14

Fuente: autora

J/(0,04572) x 13 + (0,01362) 13
13 + 13

RSDt =

RSDt = 0,00661212

U, = Incertidumbre estimada con datos de validacidn — Sistematicas

Evaluada con la muestra adicionada de mayor rango en la recuperacion en este
caso la muestra con adicion baja.

Tabla 35. Incertidumbre asociada a medidas sistematicas

Muestra Srp Rp No. mediciones

MBAB 0,16 0,85 14

Fuente: autora
URp = SRp/\n

URp = 0,043

Para evaluar la recuperacion, se realiz6 prueba t de student, en la cual se
comparo el tcalc con t crit para n-1 grados de libertad (n es el niamero de
mediciones realizadas) y un nivel de confianza aproximado del 95% con el valor
del t calculado de la siguiente manera:

1-0,85

Tcal = 0,043

Tcal = 3,51
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Como Tcal (3,51) >t Tcrit (2,16) se aplico factor de correccion asi:

URD)corr = |(UCRD? + (5202 == 00075
K=2

Por lo tanto, U, = URpcorregida = 0,086633407

Us; En este caso la incertidumbre se obtiene del volumen de muestra y blanco
tomado en la medicion y del volumen gastado en la titulacion

Tabla 36. Incertidumbres de Nitrgeno Amoniacal asociadas a las medidas
volumétricas

Volumen dela muestra 50 ml ml

Tolerancia probeta de 50 mL. Tolerancia 0,5
Efecto de la diferencia entre la Volumen x del 50,00
temperatura ambiente y la material volumétrico

temperatura de calibracion de Diferencia de 4
la pipeta volumétrica temperatura

Dispersion de las mediciones de Desviacion estandar,s 0,1056

la pipeta volumétrica 5mL
N° de mediciones, n 10

Fuente: autora

Tabla 37: Incertidumbre asociada a los equipos usados en la validacién

Bureta digital

Volumen x del material 20
Efecto de la diferencia entre la Volumétrico
temperatura ambiente y la
temperatura de calibracién del Diferencia de temperatura 4
material volumétrico utilizado
para aforar.
Dispersion de las mediciones Desviacion estandar, s 0.0056
para un volumen de 12,5 ml namero de mediciones, n 10

Fuente: autora
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Cuadro 3. Incertidumbre asociada a la medicion

Medicién del volumen de muestra

Tolerancia para de la probetade 50 ml
0,5
Up =—=10,2887

V3
Dispersion de las mediciones
01056 _  any
vio
Temperatura
UAT = 50 x4 x2,1x107% 00242
\/§ )

Incertidumbre combinada volumen de Uch
muestra =/ (0,2887)2 + (0,0334)2 + (0,0242

= 0,29161
Incertidumbre estandar volumen de Volumen tomado para el blanco :
Muestra 50mL

IER 1= 2222 = 0,005832

Fuente: autora

Cuadro 4. Incertidumbre asociada a los equipos

Incertidumbre de la Bureta digital
Dispersion de las mediciones

0.0270

= 0.0085
V10

Temperatura

UAT = 12,5x 4 x2,1x10~* — 00061
\/§ )
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Cuadro 4 (continuacion)

Incertidumbre combinada en la Ucb =/ (0,0085)2 + (0,0061)>
Titulacion de la muestra =0,0105

Incertidumbre estandar relativa para para la titulacién de la muestra
Volumen de estandar para la titulacion muestra 10mL

0,0105
10

IRE 2

= 0,001

Incertidumbre combinada total

Uctotal /(0,00583)% + (0,001)2 = 0,006

Fuente: autora

Cuantificacion de la incertidumbre combinada (Ucomp) Y la incertidumbre
expandida (Uexp)

Ucomb = \/0,00661112 2 + 0,086% + 0,00586%
Ugomp = 0,0865
Ugxp = 2 * Ugomp = 0,17
o Reporte del dato final
Las concentraciones de nitratos se expresan de la siguiente manera:
Obtener la incertidumbre expandida U en la medicién asi:

U==C=*Uexpmet

Los resultados se reportaran de la siguiente manera:
Resultado: X £ U (unidades), valor de incertidumbre con un factor de cobertura
2 y un nivel de confianza de aproximadamente el 95%.
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6.7 RESULTADOS DE LA EVALUACION DE DESEMPENO
INTERLABORATORIO

6.7.1 En la determinacion de nitrogeno amoniacal: como se menciond
anteriormente, la participacion en la evaluacion de desempeiio Interlaboratorio es
un requisito para obtener la acreditacion y su resultado debe ser satisfactorio. En
la tabla 25 se puede observar el valor reportado y el valor de referencia para la
prueba de Nitrogeno Amoniacal.

Tabla 38. Resultado de la evaluacion del desempefio interlaboratorio NH3

Valor valor de Desviacion 7 Score Puntaje
Reportado referencia Estandar obtenido
14,6 16,08 1,17 1,27 80

Fuente: autora

Teniendo en cuenta los datos obtenidos para la prueba de desempefio IDEAM
para el método de Nitrgeno Amoniacal, se observa una desviacién con un valor
de 1,17. La prueba de desemperio fue satisfactoria con un el puntaje del 80, lo
cual indica que el método validado en el laboratorio cumple con los criterios de
precision y exactitud y puede ser acreditado por el IDEAM.
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7. CONCLUSIONES

Se realizo la validacion de los métodos analiticos de nitritos, nitratos, ortofosfatos
y Nitrégeno amoniacal. La validacion de dichos métodos, se llevo a cabo mediante
las condiciones de analisis del laboratorio de SIAMA LTDA vy las reportadas en la
literatura. Se analizaron y compararon las pruebas de desempefio del laboratorio
de SIAMA LDTA, con las efectuadas en otros laboratorios y se calculo la
incertidumbre para cada uno de los métodos analiticos.

Se realizaron curvas de calibracion para cada uno de los métodos colorimétricos y
se estudiaron variables como el barrido de longitud de onda y estabilidad del
complejo con respecto al tiempo. Los métodos espectrofotométricos se estudiaron
bajo las siguientes condiciones:

e NITRITOS - Método colorimétrico de Shinn, (SM 4500 — NO,)
Longitud de onda de maxima absorcion: 543nm.
Estabilidad del complejo con respecto al tiempo: 10 — 30min.

e NITRATOS - Método del Salicilato de sodio descrito en el libro andlisis de las
aguas de J. Rodier de 1998.
Longitud de onda de maxima absorciéon: 415nm
Estabilidad del complejo con respecto al tiempo: 15 — 40min.

e NITROGENO AMONIACAL - método destilacion titulacion (SM 4500 — NH3 B-
C): pH ajustado de la muestra: 9,5

¢ ORTOFOSFATOS - Método colorimétrico del acido ascorbico, (SM 4500 — P-
E).
Longitud de onda de maxima absorcion: 880nm
Estabilidad del complejo con respecto al tiempo: 15 — 30min.

o Los limites de deteccion para los metodos analiticos fueron: Nitritos
0.004mg NO2/L, Nitratos 0,026mg NO3/L, Ortofosfatos 0,02 mg PO4/L y Nitrégeno
Amoniacal 0.21 mg NH3/L. Dichos valores demuestran la viabilidad de los
métodos analiticos validados. A su vez, se evidencia que estos pueden ser
detectables en concentraciones bajas o minimas en aguas.

o Se identificaron las fuentes y se calcularon las incertidumbres para cada
meétodo analitico. Para el método de nitritos la incertidumbre combinada fue de
0,0303553 e incertidumbre expandida de 0,06. Nitratos presentdé una
incertidumbre combinada de 0,0340434 e incertidumbre expandida de 0,07. Para
el método de Ortofosfatos la incertidumbre combinada fue de 0,0285698 e
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incertidumbre expandida de 0,06. De esta manera se demostré la confiabilidad de
las mediciones y resultados obtenidos y se cumplié con el requisito de la norma
ISO /IEC 17025.

o Las metodologias analiticas validadas presentaron coeficientes de variacion
aptos para el estudio de criterios como la precision y exactitud, asi como la
sensibilidad y linealidad de los métodos.

o Los porcentajes de recuperacion obtenidos se encontraron dentro del rango
establecido en el laboratorio de SIAMA LTDA de 85% — 115%. Esto demuestra
gue los métodos analiticos son exactos y confiables, por lo tanto, son adecuados
para la determinacion de nitritos (105%; 93,4%), Nitratos (106%; 93%), Nitrogeno
Amoniacal (85%; 85,2) y Ortofosfatos (103%; 101%), en aguas.

o El método colorimétrico de Shinn para nitritos resulto preciso en el intervalo
de concentracion de 0,005 — 0,25mgNO2/L y exacto con porcentajes de error de
4.54, 2.71 y 1.43 menores al 10%. A partir de una serie de blancos de reactivos,
se determinaron los limites deteccion y limites de deteccidn instrumental para
cada método y se determind que en el desarrollo de los mismos, se pueden
analizar muestras cuyas concentraciones se encuentren dentro de los limites de
deteccion y cuantificacion establecidos. De esta forma, se comprobd que los
meétodos analiticos proporcionan resultados adecuados y confiables.
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8. RECOMENDACIONES

Antes del desarrollo de cada metodologia analitica es primordial la limpieza y
lavado de material (Ver anexo 2), asi como el uso de todos los elementos de
proteccion personal y de seguridad dentro del laboratorio.

Para asegurar la calidad analitica de los resultados es indispensable la
capacitacion del personal, adaptar los procedimientos a las condiciones
ambientales y del laboratorio, realizar periédicamente las verificaciones y
calibraciones del material volumétrico y los equipos utilizados en el laboratorio.
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ANEXO A. Equipos, materiales y reactivos utilizados durante la validacion de

los métodos analiticos.

ANEXOS

EQUIPOS
RANGO DE
NOMBRE MARCA MODELO OPERACION
Espectrofotometro Hach 3900 400-900,
Bafio de Maria Memert WNB10 20-95°C
Bomba de Vacio Thomas 1630 1800 RPM
Transfer pipeta Human Humapette 100 - 1000 pl
pH-metro HACH H-160 0-14 U”;%ades de
Bureta Digital Brand Titrette 0,05- 25 ml
Destilador de Nitr6geno Velp UDK-129 -
Fuente: Autora
MATERIALES
MATERIAL MARCA CLASE TAMANO
. A 25, 50, 100, 500 y
Balones volumétricos Schott 1000 mL
Pipetas volumétricas Schott A 1,2,5 10y 25 mL.
Probetas Brand A 50 y 100 ml
Vasos de precipitados Boeco - 50, 100, 150 y 250ml
Erlenmeyers Boeco - 125 ml
Erlenmeyer con salida Brand - 250 m
lateral
Embudo de Filtracién Buchner - 50 mm de @
Filtros de membrana Sartorius Nitrato de 0,45 um-4cm de @
celulosa '
Frasco lavador - - 500 ml
Fuente: Autora
REACTIVOS
DESCRIPCION MARCA LOTE
NITRITOS
Solucién Patron Trazable a SRM de
NISt NaNO, en H,O 1000 mg/L NO, MERCK HC42633599
N-(1-naftil)-etilendiamina diclorhidrato PANREAC 0000523078
Sulfanilamida ALFA AESAR 10172745
Acido Fosférico del 85% PANREAC 0000468528
NITRATOS
Solucién Patréon Trazable a SRM de
NISt NaNO; en H,O 1000 mg/L NO; MERCK A5005
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REACTIVOS

DESCRIPCION MARCA LOTE
Salicilato de sodio 5% MERCK K44838001411
Tartrato de sodio y potasio PANREAC 0000497734
Hidroxido de sodio MERCK B1104098448
Acido sulftrico concentrado 97% MERCK K45493631416
NITROGENO AMONIACAL
Soluciéon Patron Trazable a SRM de
NISt NH,Cl en H,O 1000 mg/L NH,* MERCK A4352
Alcohol etilico YEQUIM 1596
Cloruro de Amonio MERCK A0176345228
Hidréxido de sodio MERCK B1104098448
Tetraborato de sodio 0,95% PANREAC 374391
Acido Bérico YEQUIM 6314
Indicador mixto de azul de metileno - -
rojo de metilo
ORTOFOSFATOS
Solucién Patréon Trazable a SRM de
NISt KH,PO.en H,0 1000 mg/L PO,* MERCK A5007
Tartrato de antimonio y potasio 1,76% MERCK
Acido ascérbico 0,14% PANREAC 4Q015227
Fosfato de Potasio BIOPACK 1412207
Molibdato de amonio 4% BIOPACK 1492010

Solucién de Fenolftaleina

Fuente: Autora

ANEXO B. Limpieza y verificacién del material usado durante la validacion

Limpieza del material de vidrio: teniendo en cuenta la importancia de la limpieza
en el material usado en el desarrollo de cada uno de los procedimientos analiticos
de nitritos, nitratos, nitrdgeno amoniacal y ortofosfatos, el material de vidrio se

lavé de la siguiente manera:

Nitritos, Nitratos y Nitrgeno Amoniacal
Se lavo el material con abundante agua del grifo y jabon neutro al 5%.
Mas tarde, el material se sumergié en acido sulfurico al 5% por unos minutos.
Se enjuagd nuevamente el material con agua del grifo y se purgo varias

1.
2.
3.
veces con agua destilada.
4. Finalmente, se dejo secar y se almaceno.
-  Ortofosfatos
1. Inicialmente, se lavo el material con abundante agua del grifo.
2.

clorhidrico al 10%.
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3. Después, se lavo el material con agua del grifo y se enjuago con varias
porciones de agua destilada.
4. El material se dejo secar y se almaceno

Verificacion del material volumétrico aforado clase A: se llevo a cabo en todo
el material volumétrico usado (pipetas y balones aforados) en el desarrollo de los
métodos analiticos, teniendo en cuenta el procedimiento para estandarizacion. El
proceso para la verificacion del material volumétrico se describe a continuacion:

Probetas, pipetas y balones aforados

1. Selavo y sec6 al material antes de iniciar su calibraciéon
2. Se tar¢ la balanza analitica con el material volumétrico seco
3. Se midi6 la temperatura ambiente y la temperatura del agua empleada para
la calibracién
4. El material a calibrar se llen6 de agua hasta su aforo y se pesé
5. El procedimiento anterior se realizo 10 veces por cada material
Tabla |. Verificaciones el material de vidrio usado en el proceso de Validacion
Mediciones Balén de 50mL Pipeta Bureta
clase A aforada de (25mL) Digital (2,5mL)
5mL clase A (12,5mL)
1 49,7911 5,0103 24,9084 12,4896 2,4950
2 49,7821 5,0075 24,9455 12,4812 2,5012
3 49,8173 4,9995 24,9367 12,4796 2,4889
4 49,7813 5,0059 24,8990 12,4689 2,4970
5 49,7908 5,0077 24,9566 12,4827 2,4980
6 49,7906 5,0100 24,9656 12,4796 2,4908
7 49,8167 5,0043 24,9360 12,4789 2,4878
8 49,807 5,0032 24,8870 12,4670 2,4955
9 49,7957 5,0030 24,9384 12,4685 2,4930
10 49,7809 5,0054 24,8989 12,4622 2,4968
Promedio 49,7953 5,0057 24,9272 12,4758 2,4954
Factor de 1,00408 1,00371 - 1,0020 -
correccién Z*
Desviacion 0,0138 0,0058 0,0270 0,0086 0,0037
Estandar
Exactitud real % - 0,0030 0,1998 0,09<0,2 0,01<0,4 0,0252
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Coeficiente V. 0,0276 0,0230 0,0181<0,1 0,069<0,2 0,1463=<1

real %
T° ambiente 26 24,6 - 23,8 -
T° del agua 25,2 23,7 - 23,4 -
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ANEXO C. Preparacion de reactivos y soluciones usadas en el desarrollo de las metodologias analiticas para
la determinacion de nitritos, nitratos, ortofosfatos y nitrégeno amoniacal.

Tabla Il. Procedimientos para la preparacion de reactivos y soluciones usadas en el desarrollo de las metodologias analiticas.
PARAMETRO REACTIVO PREPARACION

Nitritos Reactivo Colorante Se afadiéo 10mL de &cido fosférico al 85% y 1g de sulfanilamida a 50mL de agua.
Tras disolver completamente la sulfanilamida, se adicioné 0,10g de diclorohidrato de
N-(1-naftil)-etilendiamida. Posteriormente, se mezcld para disolver y diluir con agua
hasta 100mL. Se almacend en recipiente ambar y refrigerada por un mes.

Nitratos Salicilato de sodio al 5%  Se disolvié 2,59 de salicilato de sodio en agua destilada y se diluy6 a 50mL.

Hidréxido de sodio mas  Se disolvié 400 g de NaOH y 60 g tartrato de sodio y potasio en agua destilada y se
tartrato doble de sodioy  diluyé a 1000 ml. La solucién se conservé en un frasco de polietileno.
potasio

Nitrogeno Amoniacal Soluciébn  tampoén de Se agreg6 88 mL de solucién de NaOH 0,1N a 500 mL de solucion de tetraborato de
borato sodio (Na;B,O;) aproximadamente 0,025 M (9,5 g Na,B,0O;-10H,0/L) y se diluy6 a 1
L. Finalmente la solucion se almacend en un frasco &mbar.
Solucién absorbente de  Se disolvi6 20 g de H3;BO; en aproximadamente 800 ml de agua destilada, y se
Acido borico afiadi6 10 ml de solucion indicadora mixta y se diluyé a un 1 litro, se prepar6
mensualmente.

Se diluyé 70mL de H,SO,4 concentrado a 500 mL de agua destilada.
Ortofosfatos Acido sulftrico 5N
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PARAMETRO

REACTIVO

Solucién de tartrato
antimonio y potasio

Solucion de Molibdato de
amonio

Acido ascoérbico

Reactivo Combinado

PREPARACION

Se disolvié 0.2743 g de K(SbO)C4H,0O¢* ¥2H,O en 80 mL de agua destilada, y se
diluyé en 100mL de agua destilada. Se Almacend en un frasco de vidrio oscuro y
tapado.

Se disolvio 4.0 g de (NH;)¢M0,0,4*4H,0 en 100 ml de agua destilada. Se almacend
en un frasco &mbar.

Se disolvié 0.88 g de &cido ascorbico en 50 mL de agua destilada. La solucion es
estable por una semana a 4°C.

Se mezclaron los siguientes reactivos en su orden y proporciones en un vaso de
precipitados, como sigue: 50 mL de H,SO,4 5N, 5mL de solucién de tartrato antimonio
y potasio, 15 mL de solucién de molibdato de amonio, 30 mL de solucién de &cido
ascorbico.
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ANEXO D. Valores de la distribucion t (99%) para calcular LDM (Limite de
Deteccién del Método).

Tabla lll. Valores correspondientes a la distribucion t (99%) para el calculo del Limite de
Deteccion

Valores de la distribucion t para calcular LC 95%

Gl 95% gl 95% gl 95% Gl 95%
1 12,71 11 2,20 21 2,08 50 2,01
2 4,30 12 2,18 22 2,07 o 1,96
3 3,18 13 2,16 23 2,07
4 2,78 14 2,14 24 2,06
5 2,57 15 2,13 25 2,06
6 2,45 16 2.12 26 2,06
7 2,36 17 2,11 27 2,05
8 2.31 18 2,10 28 2,05
9 2,26 19 2,09 29 2,05
10 2,23 20 2,09 30 2,04

ANEXO E. Absorbancias obtenidas en el barrido de longitud de onda para el
método analitico de nitritos, nitratos y ortofosfatos.

Tabla IV. Absorbancias obtenidas en el barrido de longitud de onda para el método de
nitritos

Longitud de onda A Absorbancia
500 0,56
505 0,586
510 0,607
515 0,628
520 0,648
525 0,665
530 0,677
535 0,683
536 0,683
537 0,683
538 0,684
539 0,684
540 0,684
541 0,684
542 0,686
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Longitud de onda A Absorbancia

543 0,686
544 0,686
545 0,684
550 0,678
570 0,602
580 0,542
590 0,485
600 0,419

Tabla V. Absorbancias obtenidas en el barrido de longitud de onda para el método de
nitratos.

Longitud de onda A Absorbancia

370 0,395
380 0,45
400 0,598
410 0,638
415 0,643
420 0,634
430 0,6

450 0,492
500 0,232

Tabla VI. Absorbancias obtenidas en el barrido de longitud de onda para el método de
ortofosfatos

Logai{;:d}\de Absorbancia
800 0,633
850 0,701
870 0,730
875 0,745
880 0,753
885 0,746
890 0,746
900 0,742

ANEXO F. Lectura de blancos y determinacion del limite de deteccion para el
método colorimétrico de nitritos, nitratos y ortofosfatos.

Tabla VII. Datos para determinacion del limite de deteccion del método colorimétrico de
nitritos
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Limite deteccién para el método colorimétrico de nitritos

No. De Bk Estandar Estandar Estandar

Muestra 0,002 mg/L 0,005 mg/L 0,01 mg/L
1 0,000 0,0016 0,0048 0,0111
2 -0,001 0,0014 0,0049 0,0102
3 0,0010 0,0017 0,0047 0,0098
4 0,003 0,0018 0,0046 0,0095
5 0,001 0,0012 0,0048 0,0096
6 -0,001 0,0013 0,0052 0,0095
7 0,001 0,0015 0,0049 0,0099
8 0,002 0,0012 0,0051 0,0096
9 0,001 0,0014 0,0046 0,0095
10 -0,001 0,0016 0,0049 0,0103
11 -0,002 0,0016 0,0048 0,0092
12 0,001 0,0018 0,0051 0,0102
13 0,001 0,0015 0,0048 0,0107
14 -0,001 0,0017 0,0049 0,0098

Tabla VIII. Datos para determinacion del limite de deteccién del método colorimétrico de
nitratos

Limite de deteccion para el método colorimétrico de nitratos

No. De Estandar Estandar Estandar
Muestras Bk 0,05 mg/L 0,1 mg/L 0,2 mg/L
1 0,00 0,04 0,11 0,21
2 0,01 0,05 0,10 0,21
3 -0,02 0,04 0,12 0,20
4 0,01 0,05 0,12 0,19
5 0,01 0,04 0,10 0,21
6 0,00 0,05 0,10 0,21
7 0,01 0,03 0,12 0,20
8 0,01 0,04 0,11 0,19
9 0,00 0,05 0,10 0,20
10 -0,01 0,04 0,11 0,20
11 0,00 0,05 0,09 0,20
12 0,00 0,04 0,11 0,20
13 0,00 0,04 0,12 0,19
14 0,01 0,045 0,10 0,19

Tabla IX. Datos para determinacion del limite de deteccion del método colorimétrico de
Ortofosfatos.

Limite de deteccion para el método colorimétrico de ortofosfatos
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No. De Bk Estandar Estandar Estandar

Muestras 0,01 mg/L 0,025 mg/L 0,05 mg/L
1 0,002 0,013 0,0246 0,046
2 0,002 0,013 0,0246 0,049
3 0,002 0,014 0,0221 0,045
4 -0,009 0,012 0,0280 0,055
5 -0,001 0,016 0,0290 0,051
6 -0,009 0,015 0,0250 0,047
7 -0,060 0,015 0,0270 0,054
8 -0,009 0,016 0,0260 0,045
9 -0,001 0,014 0,0260 0,053
10 0,002 0,013 0,0240 0,054
11 0,002 0,016 0,0260 0,053
12 0,002 0,016 0,0240 0,055
13 -0,009 0,017 0,0250 0,054
14 -0,001 0,026 0,0262 0,053

Tabla X. Datos para determinacion del limite de deteccién del método de destilacion —

titulacién de Nitrégeno Amoniacal.

Limite de deteccidn para el método de Destilacién — Titulacion de
Nitrégeno Amoniacal

No. De Muestras

Bk Estandar Estandar

0,5 mg/L 1,0 mg/L
1 0,02 0,50 1,0
2 0,03 0,56 0,9
3 0,03 0,56 1,0
4 0,03 0,50 1,0
5 0,03 0,50 1,0
6 0,03 0,56 1,0
7 0,03 0,50 1,0
8 0,02 0,45 1,0
9 0,02 0,45 0,9
10 0,02 0,50 0,9
11 0,02 0,45 0,8
12 0,0 0,50 1,0
13 0,03 0,50 1,0
14 0,02 0,56 1,1
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ANEXO G. Resultados de estandares y muestras para la determinacion de
nitritos, nitratos, ortofosfatos y Nitrogeno Amoniacal

Tabla Xl. Resultados obtenidos en la validacién de nitritos, estandares y muestras

Blanco Estandar Estandar Estandar MB MBAB MBAA mglL MA
0,01 mg/L 0,1 mg/L 0,2 mg/L mg/L mg/L mg/L
0,0010 0,0096 0,1020 0,2100 0,0250 0,0760 0,1170 0,1203
0,0005 0,0098 0,1030 0,2080 0,0250 0,0770 0,1200 0,1213
0,0000 0,0097 0,1020 0,1990 0,0260 0,0770 0,1180 0,1188
0,0003 0,0100 0,1030 0,2080 0,0260 0,0770 0,1190 0,1195
0,0000 0,0100 0,0980 0,2111 0,0260 0,0780 0,1160 0,1186
0,0000 0,0090 0,0980 0,1980 0,0250 0,0760 0,1170 0,1198
0,0001 0,0100 0,1010 0,1950 0,0260 0,0780 0,1180 0,1147
0,0005 0,0100 0,0950 0,1960 0,0260 0,0770 0,1190 0,1156
0,0013 0,0097 0,0950 0,2010 0,0260 0,0770 0,1180 0,1142
0,0002 0,0092 0,0920 0,1980 0,0260 0,0760 0,1170 0,1143
0,0000 0,0091 0,0860 0,2108 0,0220 0,0770 0,1190 0,1096
0,0000 0,0090 0,0840 0,2040 0,0210 0,0780 0,1180 0,1091
0,0000 0,0090 0,1020 0,1960 0,0220 0,0760 0,1180 0,1066
0,0000 0,0110 0,1010 0,2050 0,0210 0,0780 0,1170 0,1065
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Tabla Xll. Resultados obtenidos en la validacién, estandares y muestras para el método de

nitratos.
Estandar Estandar Estandar Muestra . Muestra
Blanco / / / bM_uestr;:l baja ad baja M(l;e‘?tra ba/ja alta
0,2 mg/L 1,0 mg/L 2,0 mg/L aja mg/L mg/L ad alta mg/L mg/L
0,00 0,22 1,13 2,06 0,29 0,61 0,78 1,75
0,00 0,22 1,15 2,05 0,28 0,61 0,82 1,74
0,01 0,23 0,97 2,05 0,31 0,60 0,74 1,75
0,01 0,23 0,95 2,01 0,29 0,60 0,89 1,89
-0,01 0,21 0,97 1,99 0,30 0,58 0,75 1,76
0,02 0,20 1,06 2,03 0,29 0,58 0,76 1,72
-0,01 0,21 1,01 2,03 0,31 0,57 0,70 1,73
0,01 0,19 1,03 2,02 0,26 0,56 0,82 1,70
0,01 0,20 1,08 2,03 0,34 0,69 0,79 2,00
-0,02 0,22 1,05 2,07 0,32 0,70 0,75 2,07
0,02 0,18 0,96 2,09 0,31 0,66 0,74 1,98
0,01 0,21 1,08 1,93 0,31 0,59 0,79 2,11
0,01 0,20 1,04 2,04 0,35 0,66 0,76 2,04
0,00 0,21 0,92 2,02 0,29 0,69 0,79 2,04

Fuente: autora

Tabla XllI. Resultados obtenidos en la validacion, estandares y muestras para el método de

ortofosfatos

Blanco Estandar Estandar Estandar MB MBAB MBAA MA

0,05 mg/L 0,5 mg/L 0,8 mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0,0010 0,045 0,511 0,818 0,235 0,511 0,780 0,701
0,0005 0,045 0,518 0,812 0,243 0,553 0,800 0,704
0,0000 0,047 0,514 0,814 0,236 0,565 0,790 0,687
0,0003 0,045 0,518 0,819 0,240 0,552 0,740 0,658
0,0000 0,045 0,517 0,807 0,240 0,543 0,750 0,712
0,0000 0,047 0,518 0,800 0,242 0,556 0,720 0,734
0,0001 0,045 0,510 0,807 0,238 0,546 0,720 0,709
0,0005 0,046 0,500 0,812 0,239 0,542 0,770 0,690
0,0013 0,050 0,520 0,810 0,237 0,523 0,720 0,695
0,0002 0,045 0,520 0,811 0,243 0,556 0,690 0,714
0,0000 0,046 0,550 0,807 0,239 0,570 0,740 0,709
0,0000 0,052 0,551 0,800 0,238 0,590 0,750 0,675
0,0000 0,054 0,548 0,807 0,248 0,543 0,750 0,718
0,0000 0,052 0,543 0,800 0,251 0,561 0,750 0,682
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Tabla XIV. Resultados de estandares y muestras Nitrégeno Amoniacal

Fecha Blanco Estandar Estandar Estandar MB MBAB MBAA MA
1,0mg/L 50mg/L 80 mg/L mg/L mg/L  mg/L  mg/L

26/02/15 0,02 0,95 4,98 76,6 4,48 8,85 132 49,6
0,03 0,90 4,98 76,0 4,59 8,79 13,2 49,4

27/02/15 0,03 1,01 4,98 77,2 5,10 9,86 13,2 48,2
0,02 1,01 4,93 77,3 4,93 8,85 13,2 49,7

28/02/15 0,03 0,95 4,82 74,6 4,37 8,79 13,2 48,4
0,02 1,01 4,76 74,6 4,70 9,02 13,2 48,6

03/03/15 0,02 1,01 4,98 77,3 4,59 8,96 13,2 48,5
0,02 1,01 4,93 76,0 4,59 8,74 13,2 48,2

04/03/15 0,02 0,90 4,98 76,6 4,59 9,02 131 47,7
0,02 0,90 4,98 77,3 4,65 8,96 13,2 47,8

05/03/15 0,02 0,84 4,87 77,3 4,48 9,13 13,2 48,6
0,02 0,95 4,98 76,6 4,98 8,79 13,2 48,2

06/03/15 0,03 1,01 4,87 77,2 4,54 9,30 13,2 48,5
0,02 1,06 4,87 77,3 4,87 8,85 132 47,7
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ANEXO H. Resultados prueba de desempefio IDEAM para los métodos de
nitritos, nitratos, ortofosfatos y Nitrégeno Amoniacal.

Codign: MZSAR3T
".
INFORME DE RESULTADDS DE L& PRUEBA DE EVALUACION DE DESEMPERND - ARD 2014 Miersicn: 1.0
IDEAM
Fecha: 2013402406
MOMERE DEL DEC SIARLA LTDA E=MAIL: inlefEsiamaltda com, direcdontesnica Pl amalida . com
FECHA DE ESTUDMO: 20151104 CODIGD: 135
PRIMERA PARTE: MATRIZ AGLA:
waler | Dessiac | Limite | Limite Valar
Grupes Variables  Métodos Codigs Mugstra —— : veitades | OV | 250m [cs asg| 15 ':n:'
sicabinidad 1ofal
SM 2320 B (Wedicadior] LRAAEEED 17,03 1,38 14,27 | 19,78 mg CaCO3L 18,1 0,E7 3 L1 100
Foonductividad ERCInG a 25
Qs 146,24 | 355 | 139,18 | 153,32 uEfom 141,2 1,42 4 L1 ]
Sh 2510 B LBASESEE RS
su-!?mue. LRAABSBE/ES 16,82 1,2B 24,25 | 29,39 mg CiL 25,3 0,40 5 L 00
il o Diswedno ~ - )
ST E LRAAG5EE/ES 5,03 0,42 4,18 5,EE mg Ca=2iL 4,82 0,49 3 5 100
ico Diswedto ~ - )
S 500Ca B LRAAESEE/ES 5,03 0,42 4,18 5,BB mg Ca=2/L 4,98 D11 5 5 00
Aagnes Blsuehe 6,27 0,39 5,48 7,05 mg MgsziL 5,12 0,37 5 g 00
1. lones SM3LLLE LRAAESEE/RY i g v ;
Mr.-:u:f:::u h;:f::‘;a:u:m LRAAESER/E] 5,27 0,39 5,48 7,05 mg Mg+ 5,24 0,07 3 L1 100
P Sl
sM 3111 E LRAAESEE/ES 4,38 044 3,50 5,26 mg ExL 4,132 0,13 5 5 W00
SMILILE LRAABSBE/ES 7,82 0,78 5,24 9,40 g Ma+fL 7,71 0,14 3 5 100
Deurzza Total - -
547340 © LRANGSBEBS 38,32 1,58 35,16 | 41,48 mag CalO3,L 38,1 D14 5 5 00
Dreza Calcica _ .
S 3500-Ca B LRAAGSEE9 12,54 0,BE w78 | 1229 myg CalO3/L 12,43 0,12 = 5 100
(reaa Magn s 15,26 1,68 2299 | 2953 mgLaco3fL | 2567 0,36 2 5 100
5hd 3500-Mg B LEAAGSEE AT - ’ - : .
Hato
LRAAESEE Y &.57 0,38 662 | 1052 | mgsddezfl | 854 0,03 3 L 200

NEtrato 15,53 0,96 13,62 17,44 mg BO=3M L 15,2 0,34 5 3 100
Salidlato de Sodio - Rodier  JLEAAZTII
-
5. Narientes oy aennne B LRAAZTIL 16,08 1,17 13,75 18,41 mg MH3M/L 14,6 1,27 4 5 0
Semiphkes
mg NH3-NL
e rdgen o Total Koldahd
SM 350050y T, 4500-NH3 16,05 1,54 2,97 9,13 mg ML 154 0,42 5 3 100
g, C LRAABSS3
B. Mutrientes  |NECrdgeno Total Soidaind
Complejos SM 350050y T, 4500-NH3 16,05 1,54 2,97 9,13 mg ML g4 0,23 5 3 100
8, D LRAABSS3
Fostorn toral 3,92 191 0,09 .75 FiL 5,38 0,78 5 3 100
Shi 4500 B, E LRALESS3 " ! " " Mg '
Lo _ i
7. Nitrito. S 4500-502- B LRASE5T4 3,06 0,18 70 3,43 mg K0k ML 1,06 0,00 5 5 100
B. pH AEDBLH- B LRAAEEII 4,03 0,04 3,94 4,17 | unidades depH | 3,96 1,59 4 3 a0

116




ANEXO I. Equipos Usados en la validacion de los métodos analiticos de
nitritos, nitratos, ortofosfatos y nitrégeno amoniacal.

Imagen |. Destilador de Nitrogeno Marca VELP. Modelo: UDK — 129
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Imagen IV. Bureta Digital marca Brand. Modelo: Titrette
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