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RESUMEN. 

Se realizó l1a verificación de las metodologías para la determinación de 

los nutrimentos: nitrato, nitrito, amonio y fósforo total en el eq1Jipo por inyección de 

flu~o (FIA por sus siglas en inglés) FIA LACHAT QuickCllem8500 en dos matrices 

distintas, una de agua dulce tornada de la Laguna de Río Cuart.a y otra de agua 

sallada tomada del estero de Puntare11as. El muestreo en la Laguna de Río Cuarto 

se realizó el 17 de octubre del 2017 y el muestreo en el estero de Puntarenas se 

realizó el 20 de noviembre del 2017 .. Se recolectaron 12 muestras del estero de, 

Puntarenas y 6 de la Laguna de Rio Cuarto. 

Las metodologías se encuenhan descritas en el Protocolo de Operación 

Normalizado del CIMAR IJCR número NUT-08 versión del 05/05/2014 y se siguieron 

las condiciones operativas del equipo descritas en este documerit~:». Los parámetros 

de desempeño evaluados fuern11: selectividad, liíleal'idad, precisión, efecto matriz, 

efecto de la salinidad y veracidad. Los criterios de aceptación fueron establecidos 

según los li~eamientos de la guía ElJRACHEM 2014 y de otras fuentes. 

Las. metodologiías para la cuanti·ficación de nitrato y nitrito cumplieron los. 

criterios de aceptación, en el caso del amonio se cumplieron de forma parcial, ya 

que durante los experimentos de control de calidad se encontraron problemas para 

obtener una linea base estable en 3 días distintos, mientras que los demás criterios 

establecidos sí los cumplió. Para el analito fósforo total no se cumplieron los criterios 

de aceptación establecidos, además, solo fue posible realizar la evaluación con un 

único patrón de ATP y se sugiere para el futuro que se evalué alguna otra 

afternativa. 

Como insumo de este trabajo se estableció urn procedimiento para nevar el 

control de calidad del método, y otro para cuantificar el efecto del Carry Over que 

se pueda dar durante la c1Jantificación de las muestras de amonio. 
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ABREVIA TURAS. 

FIA: Autoanalizador por Inyección en Flujo. (Flow lnjection Analysis). 

LCS: Límite de Control Superior. 

LAS: Límite de Advertencia Superior. 

LCI: Límite de Control Inferior. 

LAI: Límite de Advertencia Inferior. 

Prom: Promedio. 

CV: Coeficiente de Variación. 

ATP: Adenín Trifosfato. 

NEO: N-(1-Naftil)-etilendiamina. 

LO: Límite de Detección. 

LC: Límite de Cuantificación. 

AE: Adición Estándar. 

A+: Patrón fortificado sin diluir. Sucesivamente existe B+ y C+. 

A+d: Patrón fortificado dilu ido. Sucesivamente existe B+d y C+d. 

BFL: Blanco fortificado de Laboratorio. 

St: Estación de muestreo del Estero de Puntarenas. Numeradas sucesivamente. 

RC: Punto de muestreo de la Laguna de Río Cuarto. Se indica la profundidad de la 

muestra como O m, 1 O m hasta 50 m. 

OERR: Desviación estándar relativa . 

NT: Nitrógeno total. 

PT: Fósforo total. 

ND: No detectable. 
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QC: Control de Calidad. 

QA: Aseguramiento de la calidad. 

NA: No aplica. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

La cuantificación por inyección de flujo (FIA por sus siglas en inglés) es una 

técnica que se ha utilizado por más de 30 años y fue descrita inicialmente por los 

daneses Jaromír Ruzicka y Elo Harald Hansen (Ruzicka y Hansen, 1975). Esta se 

basa en la inyección de la muestra en una fase móvil unidireccional continua, donde 

los reactivos son añadidos en distintos puntos de mezcla antes de llegar al detector 

que genera una señal transitoria proporcional a la concentración de anallito en la 

muestra (Ruzicka y Hansen, 2000). Actualmente, se han integrado distintos 

detectores a estos equipos como Masas/Masas en tándem, potenciométricos y 

amperométricos, extendiendo así la capacidad de cuantificar diversos analitos 

(Saeid et al., 2017) tales como especies inorgánicas (Ruzicka y Harald,2000), 

principios activos en los fármacos y su eventual presencia en lípidos (Martín y 

Domínguez, 1999), y hasta tiene aplicaciones en metabolómica de alta eficiencia 

(Allen J et al., 2003). 

Las metodologías basadas en FIA presentan diversas ventajas debido a su 

relativo bajo costo de aplicación, el bajo consumo de reactivos y accesorios, su 

capacidad de ajuste a modelos lineales, los bajos Ilimites de detección y 

cuantificación y la generación de una baj_a cantidad de residuos peligrosos 

(Hernández et al., 2015). 

Otra de 11as ventajas de utilizar un sistema Fl1A es que se puede realizar un 

análisis simultáneo de varios analitos, lo que supone un ahorro de tiempo, ya que 

se ha determinado que no existe una diferencia estadística significativa entre la 

evaluación simultánea y otros métodos estándares individuales, además de que 

estos equipos pueden llegar a ser totalmente automatizados facilitando así el trabajo 

del analista (Hosomi y Sudo, 1986). 

A grandes ras.gios se puede considerar la técnica FIA como un híbrido entre un 

si1stema de flujo segmentado y un sistema de cromatografía líquida de alta 

eficiencia, las diferencias primordiales son que en el FIA existe una columna de 

reacción y las presiones con las que se empuja la fase móvil son menores (Kulkarni 
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y Vaidya, 2015). 

El caso que compete a este trabajo es el de la cuantificación de nutrimentos 

nitrogenados y fosforados en cuerpos de agua por medio de un sistema FIA 

LACHAT QuickChem8500. Este equipo cuenta con varios canales específicos para 

cada nutrimento, los cuales llevan la muestra por medio de una fase móvil hasta un 

detector fotométrico de doble haz (340-880 nm) (Trojanowic:z, 2015). Este equipo 

permite la determinación cuantitativa de diversos nutrimentos en muestras acuosas. 

Las condiciones operativas específicas del equipo se describen más adelante en 

este documento. 

Un parámetro importante para evaluar la calidad de los cuerpos de agua es 

el grado de eutrofización, que es el aumento en la concentración de nutrimentos de 

las aguas superficialies (Ongiley, 1997). Aquellos cuerpos de agua que acumulen 

grandes cantidades de nutrimentos se les llama eutróficos. Entre las consecuencias 

de este fenómeno se encuentran: el aumento de la producción y biomasa del 

fitoplancton, algas y macrofitas, modificación del hábitat de las especies acuáticas, 

producción de toxinas por parte de ciertas algas, desoxigenación del agua y limita 

el uso del agua para otros fines (Turner y Chislock, 201 O). La acumul:ación de 

nutrimentos se da naturalmente, pero es usual que se asocie con factores 

antropogénicos como los vertidos de las aguas de lavado de sistemas agrícolas y 

las descargas de alcantarillados domésticos e industriales (Khan y Ansari, 2005). 

Los nutrimentos están presentes en diferentes formas en los cuerpos de 

aguas y solamente las formas inorgiánicas disueltas se encuentran di,sponibles para 

los productores primarios (microalgas) (Margalef, 1982). El fósforo en el agua existe 

en forma disuelta soluble y particulada insoluble siendo el orto fosfato la forma 

disuelta más importante y que está más disponible para las algas y las plantas 

(Jonge y Elliot, 2002). Una parte del fósforo particulado se encuentra contenido en 

la materia orgánica, es por eso que para encontrar un valor de fósforo total (especies 

disueltas y particuladas) se debe realizar un proceso de digestión a las muestras 

para liberar el ortofosfato y cuantificarlas en un único proceso analítico. Esta 

digestión se realizaba años atrás con ácido perclórico (Strickland y Parsons, 1972) 

pero otros autores han encontrado que se puede realizar de forma más segura con 
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persulfato de potasio y ácido sulfúrico en autoclave (Gross y Boyd, 1998). Este 

último procedimiento de digestión fue el que se aplicó ya que el equipo utilizado 

tiene un sistema de digestión en línea pero que en el momento de realización de 

este trabajo no se encontraba conectado por falta de soporte técnico de la casa 

comercial proveedora. 

Los niveles de nitratos y nitritos se encuentran relacionados con el ciclo del 

nitrógeno del suelo y plantas superiores, los niveles de nitrato están relacionados 

también con la adición de fertilizantes. Los nitritos se forman durante la 

biodegradación del amonio u otros compuestos orgánicos nitrogenados por la 

acción de distintos microorganismos y se utiliza como indicador de contaminación 

fecal en agiuas naturales (Malina et al. , 2003). 

Al realizar la cuantificación del nitrógeno y fósforo en los cuerpos de agua los 

investigadores pueden generar un . modelo biogeoquímico para así entender la 

dinámica de l1os flujos de materiales debido a los aportes de distintas fuentes. 

Básicamente se real iza un balance de la materia orgánica e inorgánica que ingresa 

y sale del sistema, y así se establece una tasa de intercambio y de transformación 

de las sustancias involucradas, todo esto con el fin de conocer si las diferencias se 

pueden adjudicar a comportamientos antropog,énicos o estacionales, y relacionarlo 

con cambios que se observen en el ecosistema (Tabash, 2006). los modelos 

biogeoquímicos pueden integrar otras variables, como la salinidad, concentración 

de clorofilas, turbidez, concentración de silicato y fosfatos entre otras, esto según el 

criterio del investigador para cada caso específico (Epifanio et al., 1983). 

En Costa Rica el decreto ej,ecuti1vo Nº 336011 -MINAE-S, Reglamento de 

Vertido y Reúso de Aguas Residualies, exige la determinación de nitrógeno y fosfato 

como parámetro de análisis complementario para aquellas que realicen actividades 

de ganadería, producción de animales, pesca en aguas interiores, cría de peces y 

aves. 

Se debe reconocer la tendencia actual de los laboratorios analíticos de 

integirar criterios de aseguramiento de la calidad {QA) a sus procesos, que son toda 

la gama de medidas que se llevan a cabo para garantizar que se dan resultados 

fiables y que así sean útiles para generar criterios y tomar decisi,ones. Verificar un 
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método e-s ·nvestigiar si el propósito analítico de este se cumple. Además del uso de 

metodologías verificadas se pueden aplicar otras medidas de QA como lo son el 

uso de estándares de referencia, cartas de control, participación ern mndas 

interlaboiratoriales, acreditación e·ntre otras (Taverniers et al., 2004}. 

El ob1etivo de este trabajro es el de evalluar las metodologías de análisis de 

los nutrimentos: amonio, nitrato, nitrito y fósforo total que se aplican rutinariamente 

y así establ1ecer si estas son aptas para el propósito indicado, esto como primer 

paso para implementar un sistema de gestión de calidad en el laboratorio de 

Oceanografía Quírmica1 del CllMAR. 

2. MARCO TEÓRICO. 
2.1 ASPECTOS GENERALES DE LOS NUTRIMENTOS EN LOS ECOSISTEMAS 

ACUÁTICOS. 

Fósforo y especiación. 

Ell fósforo existe naturalmente en los cuerpos de agua de diferentes formas, 

como ortofosfato (P043'-), metafosfato, polifosfato y fosfato orgánicamente ligado a 

otros compuestos. Los minerales, principalmente la apabta [Cas(P04)3} y sus 

vairiacio11es como 11idroxiapatita (Cas.~OH][P04]3) y fluoroapatita (Cas[POa]3F), 

aportan este nutrimento mediante el proceso de escorrentía natural. (Jlonge y Elli:ot, 

2002). El ser humano también agrega distintas formas de fosfato mediante los 

fertilizantes y al9!!mos detergentes de uso doméstico y agrícola. Además, 

cantidades pequeñas de fosfatos condensados se adicionan por tratami;entos 

ainti.corrosivos de aguas de calderas. (Yihua y laodong, 2009). 

En los ecosistemas acuáticos, la forma más relevante del fósforo es ell ortofosfato, 

ya que es la más soluble y asimilable para los productores primarios; por ello se le 

nombra como fósforo soluble reactivo (Roldán y Ramírez, 2008). 

Quienes se interesan por los ecosistemas marinas suelen reallizar estudios 

para cuantificar el fósforo inorgánico con el fin de modelar el crecimiento del 



fitoplancton y para seguir flujos geoquímicos de los nutrimentos hacia las aguas 

superficiales (Guildford et al, 2000). 

N1itrógeno v: es.eeciación. 

El nitrógeno es uno de los componentes principales de las proteínas como base 

estructural de los seres vivos. Este puede presentarse en los ambientes acuáticos 

como nitratos, nitritos, amonio, óxidos de nitrógeno, ni1trógeno molecular y ciertas 

especies orgánicas como péptidos, purinas, aminas y aminoácidos. De estos, el 

nitrato y el ion amon io son los nutrimentos que Ilimitan el crecimiento para las plantas 

y algas que se encuentran en el medio (Roldán y Ramírez, 2008). 

En la figura 1 se muestra la distribución de las distintas formas de nitrógeno 

que se pueden encontrar en la columna de agua. (Camargo, 2006). 

N 

inorgánico 

N orgánico N 

Kjeldahl 

Amonio 

Amoniaco 

Nitrito 

Nitrato 

F_i gura 1: Diagrama de distribución relativa de la concentración de las distintas especies 
nitrogenadas en la columna de agua. Modi1ficado de Camargo 2006. 
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El nitrógeno que se cuantifica por medi10 del método l<j:eldahl, incluye el 

nitrógeno orgánico y amoniacal, dejando por fuera a las formas inorgánicas de 

nitrato y nitrito. El nitrógieno total es la suma de todas las formas de nitrógeno. La 

distribución de estos analitos se modifica según la influencia de di1versos factores 

como: la proximidad de fuentes de contaminación; influencia de corrientes de 

surgencia; diferencias de temperatura y disponibilidad de oxígeno según la 

profundidad entre otros factores (Camargo, 2006). 

Criterios ~ra determinar el1 grado de eutrofización de un cuerpo de agua. 

Existen distintos criterios para caracterizar un cuerpo de agua según su 

estadio de eutrofización. Volilenweider (1968) propone un criterio de clasificación 

según la concentración de fósforo total y las distintas especies nitrogenadas 

solubles. En el Cuadro 1 y 11 se muestran los ámbitos de concentración que conforma 

este criterio. 

Cuadro 1: Clasificación de los cuerpos de agua según el contenido de nitrógeno en 
sus tres formas según Vollenweider 19.68. 

Estado Amonio Amonio Nitratos Nitratos Nitritos Nitritos 

trófico. (mg/L). (µmol/L) (mgr/L). (µmol/L) (mg/L). (µmol/L) 

Oligotrófico. 0,0-0,3 0,0-16,6 0,0-1,0 0,0-16,.1 0,0-0,5 0,0-10,9 

Mesotrófico. 0,3-2,0 16,6- 1,0-5,0 16, 1- 0,5-5,0 10,9· 

110,9 80,5 108,7 

Eutrófico. 2,0-15,0 110,9- 5,0-50,0 80,5· 5,0-15,0 108,7-

832,0 806,0 326,1 
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Cuadro 11: Clasificación de los cuerpos de agua según el contenido de fósforo total 
según Vollenweider 1968. 

Estado Fósforo 

Trófico. total 

(µg/L). 

Ultraoligotrófico. <5 

Oligomesotrófico. 5-10 

Mesoeutrófico. 10-30 

Eupolitrófico. 30-100 

Politrófico. >100 

Estas clasificaciones se pueden compl'ementar con la determinación de otros 

parámetros in situ, como el oxígeno disuelto, el pH , y parámetros ex situ como la 

concentración de clorofila a y la concentración de sedimentos suspend idos 

(Grasshoff, 1995). 

Desarrollo de modelos biogeoguimicos. 

Para establiecer la dinámica de un cuerpo de agua se construye un modelo 

biogeoquímico que va a estar definido por distintos parámetros como, la salinidad , 

la precipitación, incidencia de radiación solar y la cuantificación de la materia 

orgánica e inorgiánica y posterior realización de un balance de masa. Este modelo 

permite estimar la variabilidad de los procesos verticales que se encuentran en el 

sistema como lo es la suspensión de sedimento, surgencias, procesos de mezcla 

vertical , aportes de ríos y el aporte atmosférico en un período de tiempo definido 

(Tabash, 2006). 

Un ejemplo de modelo biogeoquímico es el propuesto por Broecker y Penn 

(1982) que relaciona los flujos de agua y el ingreso de NaCI en los cuerpos de agua 

salada con dos elementos biolimitantes que son el nitrógeno y el fósforo inorgánico 
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disuelto. Este modelo básico eventualmente permite arrojar conclusiones de los 

procesos biológicos que se desarrollan en el cuerpo de agua, como lo son los 

niveles de producción primaria (variación en la concentración de clorofila a) y 

épocas de madurez y reproducción de especies de ciclo de vida corto y largo (Krees 

et al. , 1997). 

2.2 PRINCIPIOS DE FUNCIONAMIENTO DE LOS EQUIPOS DE ANÁLISIS EN 
FLUJO (FIA). ESPECIFICACIONES DEL EQUIPO QUICKCHEM FIA LACHAT 
8500. 

El Análisis por Inyección en Flujo o FIA, es un método muy eficiente que se 

utiliza para automatizar el análisis de muchas muestras, que se realizan 

rutinariamente en un espectrofotómetro UV Vis. La muestra líquida se inyecta a un 

flujo continuo de agua desionizada, la cual es transportada hacia el módulo de 

reacción, en el cual se da una mezcla y calentamiento en un reactor para después 

ser llevada al detector fotométrico, que continuamente genera una señal de 

potencial. Los métodos de FIA estudiados en este trabajo se basan en ensayos 

calorimétricos continuos (Kulkarni y Vaidya, 2015). 

La ley de Seer es la que rige el comportamiento del detector, que compara la 

intensidad de la luz cuando no hay material presente en la celda y la intensidad de 

luz al pasar el "carrier" con la muestra. Así se define la ecuación siguiente: 

lag [ 1~] = abe (1) 

Donde a es la constante de absortividad, b es el ancho de la celda, e indica la 

concentración, 10 la intensidad inicial del haz y I la intensidad del haz que recibe el 

detector después de que atraviesa la muestra. 

Dos términos usualmente utilizados en el análisis espectrofotométrico son la 

transmitancia T y la absorbancia A, y se definen por las ecuaciones siguientes. 

1 T=-
10 

A = log [*] =lag [1~] =abe 
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La señal de absorbancia es multiplicada por un factor de 5 en el amplificador 

logarítmico del1 detector. El voltaje también se traduce en una señal digital para que 

se muestre una señal·pico en el software. 

Voltaje = SA (4) 

Donde A es la absorbancia (QuickChem training manual , 2008). 

Para cada uno de los métodos existen variaciones en la razón de flujo de la 

muestra/carrier, longitud del tubo y la cantidad de muestra inyectada. Estos 

parámetros han sido definidos por el fabricante y se integran al funcionamiento del 

equipo según l,as necesidades del método. Los diagramas del equipo específicos 

para cada analito se muestran en l1as figuras 3, 5 y 6 (Lachat components, 2008). 

2.3 DETERMINCIÓN DE LAS FORMAS DE NITRÓGENO EN EL AGUA CON 
EQUIPO DE ANÁLISIS EN FLUJO. 

A. Reacción de Griess para análisis simultáneo de nitrato y nitrito. 

El método más utilizado para la determinación simultánea de nitrato y nitrito en 

aguas u otras matrices como en plasma, suero sanguíneo u orina (Gragner et al, 

1996) es por medio de los reactivos de Griess y su detección colorimétrica. Esta 

reacción se conoce desde 1879 (García et al., 2014) y ha sido adaptada en el diseño 

del equipo de análisis en flujo. En la figura 2 se describe el mecanismo de esta 

reacción. 
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SOzNH2 
Sulf'anilamida 

0 ... " .. N03 
: + 

~· N-N 

y 

N02·. 
e+ 

+ 

Sal de DWonio 

65-2-
N-(1-Naftil)
etilendiamina 

Producto de 
dlazonio 

Figura 2: Mecanismo de la reacción de Griess para la determinación simultánea de nitrito 
y nitrato (Miranda, 2001 ). 

La sulfanilamida en medio fuertemente ácido y en presencia de la especie 

nitrito forma una sal de diazonio para después dar la formación del cromóforo con 

la N-(1-Naftil)-etilendiamina (NEO). El producto de diazonio es detectado a una 

longitud de onda de 540 nm y así se cuantifica únicamente al nitrito. Para la 

cuantificación de la especie nitrato se debe dar la reducción de éste a nitrito por 

medio de una columna de cadmio puesta en línea previa formación de la sal de 

diazonio. Entonces el software del equipo da como resultado una señal, que incluye 

ambas especies, y haciendo la resta del vallor de las señales se obtiene únicamente 

la de la especie nitrato (Miranda, 2001). En l1a figura 3 se muestra el diagrama de 

fluj10 respectivo para el analito nitrato. Para el nitrito la única diferencia es que no 

existe la columna de cadmio. 
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Flujo 

1 - -

Sulfanltarntda 

Qisriludón amortigµadora 
Ci~ro de-ainoni.o · 

Bucle 

Columna 
r-- Cé:I 

Muestra Próximo canal o desecho 

Cetdá 
540rim 

Figura 3: Diagrama de flujo de la muestra en el equipo FIA para la reacción de Griess 
(QuickChem training manual, 2008). 

Las condiciones operativas de este canal son las siguientes: 

Carrier: Agua desionizada. 

Tubos del manifold: 0,8 mm de diámetro interno. Flujo de 5,2 µL/cm. 

Bucle de muestra: 150 cm x 11 mm de diámetro interno. 

Bucle QCB0-00: 150 cm x 11 mm de diámetro interno. 

Filtro de interferencia: 540 nm 

B. Reacción de Berthelot para determinación de amonio. 

El desarrollo de color bajo esta técnica involucra a los reactivos, nitroprusiato de 

sodio con fenal y una fuente de cloro (dicloroisocianuro, DCIC) en medio básico tal 

y como se muestra en la figura 4. En el equipo de análisis en flujo , esta reacción ha 

sido optimizada para para que se de en un colector (módulo de reacción) a 55 ºC 
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(Weatherburn, 1967), una vez producida la mezcla de las muestras con las 

disoluciones reactivas, esta llega a una celda en la cual la disolución absorbe una 

longitud de onda de 630 nm, generada por una lámpara de tungsteno. Esta longitud 

de onda se obtiene por un filtro de interferencia que aísla l,a longitud del espectro 

UVNis (Quick Chem training manual, 2008). 

<-~o 

NHt + Ó Na-ol< 
Fenolato. Complejo. 

Figura 4: Mecanismo de la reacción de Berthelot para la determinación de amonio 
(Weatherburn, 11967). 

En la figura 5 se muestra el diagrama de flujo del canal para la cuantificación de la 

especie amonio. 
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Flujo 

Fenolato 

Oisólución amortiguadora nllroprusiato: 

Carrier 

Bucle;. 

Ce.Ida 
630nm 

Figura 5: Diagrama de flujo de la muestra en el equipo FIA para la reacción de Berthelot 
(Lachat training manual, 2015). 

Las condiciones operativas de este canal son las siguientes: 

Carrier: Agua desionizada. 

Tubos del manifold: 0,8 mm de diámetro interno. Flujo de 5,2 µL/cm. 

Bucle QC8500: 300 cm x 11 mm de diámetro interno. 

Filtro de interferencia: 630 nm 

2.4 DETERMINACIÓN DEL FÓSFORO TOTAL EN EL AGUA CON EQUIPO DE 
ANÁLISIS EN FLUJO. 

A. Reacción de azul de molibdeno junto con oxidación alcalina con persulfato 

de potasio. 

Para la determinación del ion fosfato se apli.ca la reacción del azul de molibdeno. 

Esta ocurre en dos etapas sucesivas, la primera es la formación del ion Kegg in 

(óxido de molibdato (VI)) alrededor del analito en medio muy ácido (pH entre O y 1 ), 

para después dar la reducción del heteropoliácído con ácido ascórbico para formar 
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un compuesto azul profundo, (Nagul, 2015). Este compuesto azul es llevado por el 

sistema de flujo hasta una celda portadora, en la que la disolución absorbe a una 

long itud de onda de 880 nm generada por una lámpara de tungsteno. Esta longitud 

de onda se obtiene por un filtro de interferencia que aísla la longitud del espectro 

UVNis (Johnson y Petty, 1982). La especie formada es conocida como 12-ácido 

molibdofosfórico (12-MPA). Las reacciones respectivas se indican en (5) y (6). 

(5) 

(6) 

En la figura 6 se muestra el diagrama de flujo del canal para la cuantificación de la 

especie fosfato. 

Flujo ae 
bomba. 

Reactivo 
de color 

Mólibdato. 

Ácido 
ascórb<co. 

C3nier. 

~. 

Módufu 
de 

reacción. 

--·~ ~ 

Figura 6: Diagrama de flujo de la muestra en el equipo FIA para la reacción de 
determinación de fosfato (Lachat training manual , 2015). 

Las condiciones operativas del equipo son las si·guientes: 

Carrier: Agua desionizada. 

Tubos del manifold: 0,5 mm de diámetro interno. Flujo de 2,5 µL/cm. 

Bucle QC8500: 300 cm x 0,8 mm de diámetro interno. 

Filtro de interferencia: 880 nm 

La aplicación de este método ha sido extendida para determinar todas las 

formas de fósforo en muestras sin filtrar, realizando previamente un tratamiento de 

oxidación térmica a alta presión en medio alcalino, dicho procedimiento se. puede 
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realizar fuera de línea en una autoclave (Koroleff, 1977). El procedimiento de 

oxidación alcalina con persulfato de potasio pretende oxidar todas las formas de 

fósforo orgánico e inorgánico, para que se genere la especie ortofosfato y así1, 

obtener una recuperación satisfactoria de ortofosfato a un del pH final 1 ideal menor 

a 2,2 (pH< 2,2). Bajo estas condiciones ácidas, el fósforo disuelto y suspendido 

hidrolizan a ortofosfato. Mientras se desarrolla la digestión, los iones bisulfato 

generados en la descomposición del persulfato primero neutralizan y después 

acid ifican la mezcla y se da la reacción (7) (Patton y Kryskalla, 2003). 

(7) 

2.5 POSIBLES INTERFERENCIAS EN LA MATRIZ. 

En todos los métodos aplicados en el FIA se utiliza agua desionizada, tanto 

para el carrier, la preparación de los patrones y las disoluciones de los reactivos. 

Cuando se anal izan muestras de agua de mar de salinidad variable, existe la 

posibil idad de que se dé un efecto de incompatibilidad entre muestra/carrier, que 

resulta en la aparición de ruido en la línea base por la diferencia en el índice de 

refracción . Este fenómeno también se puede dar con muestras que se sometieron 

a un proceso de digestión previo al análisis. La inyección de una cantidad de 

muestra relativamente grande permite omitir estas señales de ruido generados por 

medio de la integración selectiva del software Omnion®. También la rápida 

respuesta del equipo minimiza el' efecto de la diferencia en el índice de refracción . 

Aun así , este efecto varía según la longitud de onda del análisis y la concentración 

del analito. El efecto puede ser más significativo a long itudes de onda bajas como 

520 o 540 nm (nitrato-nitrato) que para longitudes altas 880 nm (fosfato) . (Brakish 

integration Lachat, 2014) . 

La intensidad del color de los complejos es muy sensible al pH , es por eso 

que las muestras tienen que estar en un ámbito de pH de 5-7, a excepción de las 

muestras de fósforo total , que pueden llegar a tener un pH de 2. Si hay muestras 

turbias o con algún precipitado remanente estas deben de ser filtradas antes de ser 

15 



analizadas, ya que se sigue la misma lógica que cualquier método 

espectrofotométrico en el cual la muestra debe ser lo más homogénea posible para 

evitar desviaciones en el camino del haz de luz (Ammonia U SEPA FIA, 201 O). 
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3. OBJETIVOS. 

3.1 OBJETIVO GENERAL. 

• Evaluar las metodologías de determinación de fósforo total, nitrato, nitrito,. y 

amonio en aguas dulces y salobires según los lineamientos establecidos en 

la guía EURACHEM 201'4. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

• Formular un diseño experimental a,decuado para cada uno de los parámetros 

de méri1to necesarios para probar la idoneidad de las metodologías, en ambas 

matrices. 

• Establecer criterios para el control de calidad de los resultados dados por llas 

mehi,dol1ogias implementadas. 

• Reali1zar 1Jn muestreo en un cuerpo de agiua dulce y otro salobre, para real izar 

la verificación de los métodos utilizando muestras ambientales 

representativas. 
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4. METODOLOGiA. 

Propósito y alcance: 

Cada una de las metodo ogías normalizadas aplicadas en el Laboratorio de 

Oceanografía Química CIMAR-UCR están descritas en el maflual de 

Procedimientos Operativos Normalizados PON-CIMAR LOO 2014, allí se 

encuentran los procedimientos para la determinación de los nutrimentos, nitrato, 

nitrito, amonio y fósforo total , en las matrices de agua dulce, de mar y estuarinas. 

Se realizaron dos muestreos con la final idad de obtener muestras 

ambientales de un cuerpo de agua dullce y otro salobre, específicamente en la 

Laguna de Rio Cuarto el 17 de noviembre die 2017 y en el estero d'e Puntarenas el 

13 de octubre del 2017, respectivamente. La Laguna de Río Cuarto es un cráter 

volcánico que se encuentra en la provincia de Alajuela a 8 km al nmeste de San 

Miguel de Sarapiquí , tiene una superficie d'e 33,3 ha y una profundidad de 66 m 

{Alvarado G, 2008). El muestreo se real izó en un punto central de la laguna con un 

perfil vertica l, cada 1 O m desde la superficie, para un total de 5 profundidades. En 

la figura 7 se muestra la ubicación geogirá1fica de este sitio de muestreo con 

coordenadas 1 0º2'0'32"N 84º12'55"0 . 

Figura 7: Sitio de muestreo de la Laguna de Río Cuarto. Ubicación segú1n Googl.e Earth. 
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En el Estero de Puntarenas se realizó un transecto horizontal en función del 

gradiente de salinidad, se col'ectaron muestras en 6 sitios, a dos profundidades en 

cada sitio, una en la superficie y otra cerca del fondo . En la figura 8 se muestra la 

ubicación de este sitio de muestreo. 

Sitios de muestreo Estero de Puntarenas 

F,igura 8: Puntos de muestreo del estero de Puntarenas. Ubicación según Goog le Earth . 

Las coordenadas de los distintos puntos de muestreo del estero de 

Puntarenas se muestran en el cuadro 111. 

Cuadro 111: Coordenadas de los puntos de muestreo en el estero de Puntarenas. 

Punto de muestreo. Coordenadas. 

St1 9° 58 '49.18" w 84° 50'22.8" 

St2 9° 58 '51.93" w 84° 50 '46.85" 

St3 9° 58'56.77" w 84° 50 '00.26" 

St4 9°58'59.01" w 84°49 ' 13.53" 

St5 9° 59'02.33" w 84° 48 '19.80" 

St6 9° 58'51 .72" w 84° 47'14.17" 
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La determinación de fósforo total en agua se realizó por medio de una 

oxidación con persulfato de potasio en autoclave seguido por la determinación 

colorimétrica del complejo de fosfomolibdato y su subsecuente reducción a un 

compuesto de color azul (Ebina et al., 1982). La determinación de amonio se realizó 

por medio de la formación de azul de indofenol catalizado por el nitroprusiiato de 

sodio (Worlsfold et al., 1995). Y para la determinación de nitrato y nitrito se utilizan 

los reactivos de Griess que. son sulfanilamida + N-(1-naftil)-etilendiamina, con la 

reducción de nitrato a nitrito por medio de una columna de cadmio (Pasquali et 

al.,2007) . 

Estos métodos se sometieron a un procedimiento de evaluación de las 

características analíticas de selectividad, límite de cuantificación y detección, rango 

de trabajo, sensibilidad , veracidad, precisiión, determinación de la incertidumbre, 

robustez y se aplicaron l1as pruebas de significancia estadística necesarias. 

Materiales y reactivos. 

Para la preparación de las disoluciones reactivas, disoluciones madre, 

disoluciones intermedias y patrones se utilizó agua desionizada de resistencia 18,2 

O. 

Reactivos para la determinación de fósforo total. 

1. Ácido ascórbico, calidad analítica: CsHsOs 

2. Ácido sulfúrico concentrado, H2SÜ4. 

4. Dodecil sulfato de sodio (SOS), C12H2sNaQ4S 

5 p-molibdato de amonio tetrahidratado, (NH4)sM01024·4H20, en cristales finos 

y calidad analítica. 

6 Tartrato de antimonio y potasio (TAP): C4H4K01Sb. 

7 Hidróxido de sodio. 
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8 Persulfato de pe.tasio Merck, certificado libre de nitrógeno. 

9 Mezcla digestiva: 12,50 g de Persulfato die Potasio + 0,50 g de Tetraborato 

de sodio. Se lleva a pH=9 con hidróxido de sodio 1+1 . 

Reactivos para la dlete~rmtnación de nitrato-nitrito. 

1. Hidróxido de sodio de sodio, calidad analítica, NaOH. 

2. Cl.oruro de amonio, NH4CL 

3. Ácida etilendiaminotetraacético dihidrratado, calidad analítica, C10H1sN20s ·2H20. 

4. Diclorhidrato de N-(1-naftil)etilem:liamina (NEO), HzNCHl2CH2NHC10H1·2HCI. 

5. Sulfanilamida, HzNOOSC5H4NH2. 

6 .. Ácido fosfórico conce11trado a,185%, H3P04. 

Reactivo.s para la determinaición de amonio. 

1. Dicloroisoci1anurato de sodio, C3ClzN3Na03. 

2. Ferioll,. calidad a.na lítiica, CeHsOH. 

3. Hidróxido de sodio, calidad analítica , NaOlrl . 

4. Nitroprursiato de sodio dihidratado, Naz1Fe(CN)sN0)'2H:zO. 

5. Ácido etilendiaminotetraacétioo dihidratado, calidad analítica, C10H1sN20s ·2H20. 

Patrones primarios. 

En l1os cuadros IV y V se indican los reactiivos utilizados para preparar los patrones 

y fortificaciones con su respectiva pureza y número de lote. 



Cuadro IV: Patrones primarios utilizados para las fortificaciones de veracidad y 
adiciones estándar. 

Analito Marca Lote Pureza 

(%) 

Nitrito de Fluka. 808P4739 99,999 

sodio. 

Nitrato de Merck. 8145216574 99,995 

potasio. 9 

Cloruro de Fermont. 530501 99,70 

amonio. 

ATP sal Sigma 57F-7100 99,99 

disódica*. Aldrich. 

·usado para los experimentos de adiciones y recuperaciones de fósforo total. 

Cuadro V Patrones primarios utilizados en la preparación de las disoluciones. 

Ana lito Marca Lote Pureza 

(%) 

Nitrito de Sigma 05529C 99,999 

potasio. Aldrich. 

Nitrato de sodio. Fisher. 745948 99,58 

Cloruro amonio IOBA B18819Z1603 99,999 

Chemie. 

Dihidrógeno Merck. 80061408803 99,999 

fosfato de sodio 

Parámetros de desempeño. 

Basado en la Guía Eurachem 2014 y otras referencias se definieron l'os siguientes 

parámetros a evaluar con su respectivo criterio de aceptación en el cuadro VI. 
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Cuadro VI: Parámetros de evaluación y criterio de aceptación. 

--------···--·------·--·------
Parámetro. 

Linealidad 

Límite de cuantificación 

y detección 

Veracidad 

-------··--·-------·-·--
Criterio. 

Verificación de coeficiente de 

correlación barras de error. 

Determinado por método de Meir 

y Zünd , calculando el error de la 

pendiente y del intercepto. 

Recuperaciones de los niveles 

fortificados (80- 120) % 
-·----·--···-----·----------------

Precisión en términos de 

repetividad 

Precisión en términos de 

reproducibilidad 

Desviación estándar relativa de 

las muestras (DERR) :::; 20% 

Criterio según las cartas de 

control Recuperaciones de los 

BFL (80- 120) % 

Fuente: Elaboración propia a partir de criterios establecidos en la g,u ía Eurachem 2014 y 

otras fuentes . 

. Evaluación de parámetros .. 

La secuencia en que se evaluaron cada uno de los parámetros fue la 

siguiente: 

1. Curva de calibración en agua desionizada + blancos. 

2. Curva de cal ibración en agua salobre a distintas salinidades + blancos. 

3. Adiciones estándar con muestra de agua dulce y agua salobre+ blancos. 

4. Fortificación de muestras a nivel alto, medio y bajo en muestras de agua 

dulce y salobre + blancos. 

5. Análisis de las muestras junto con blancos fortificados como control + 

blancos. Control de calidad del método. 

Esta secuencia se llevó a cabo en días distintos y apl icó también para la 

determinación de fósforo total, con la salvedad de que en ésta se agregó la mezcla 
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oxidante en una proporción 4: 1, tanto para las muestras, patrones y blancos 

fortificados y se realizó el proceso de digestión, que consistió en trasvasar todas 

estas disoluciones a tubos Falcon de poliipropileno de 50 mi, luego colocarlas en un 

autoclave en donde se sometió las muestras a una temperatura de 121 ºC y 200 

kPa de presión, por aproximadamente dos horas. 

Linealidad. Curva de calibración en agua desionizada. 

Para evaluar la linealidad de l1os métodos se prepararon curvas de calibración 

en agua desionizada dentro del ámbito de linealidad esperado ± 20 % de 

concentración del patrón más alto y bajo. Se aplicó el criterio de linealidad del 

cuadro VI (Yan, 2009). 

Efecto matriz. Efecto de la variación de la salinidad. 

Se prepararon curvas de cal ibración a distintas salinidades únicamente con 

NaCI, en un rango de concentración aproximado de 0,0 a 20,0 µmol/L para cada 

especie nitrogenada. Las salinidades se dan unidades de ups (unidades prácticas 

de salinidad) , donde 35 g NaCI en 1000 mi de agua es una disolución de salinidad 

35 ups, 25 g NaCI en 1000 mi de agua es de 25 ups y así sucesivamente. Se 

realizaron seis curvas distintas a salinidad a 35, 25, 15, 1 O, 5 y O ups. Se realizó un 

ANOVA donde se propuso como hipótesis nula que las varianzas de los pares de 

datos (la diferencia entre el valor de la señal y concentración sucesivas) para cada 

curva no eran diferentes entre sí. (Grasshoff, 1995) 

Efecto matriz. Adiciones estándar._ 

Con una muestra de agua dulce y otra salobre, se adicionó una concentración 

conocida de cada uno de los analitos de una concentración más alta a una más 

baja. Se obtuvo una curva de adición de 7 patrones en un rango de concentración 

adicionada aproximado de 0,0 a 14,0 µmol/L para cada analito. Se realizó lo mismo, 

pero diluyendo la muestra de la laguna Rio Cuarto en agua desionizada y la muestra 

del estero en agua de mar artificial. Se utilizó la muestra de la estación 3 superficial 

del estero de Puntarenas y la muestra de la laguna de Río Cuarto de profundidad 
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1 O m. Se realizó uin ANOVA. de un factor donde se propuso la hipótesis nula de que 

en las varianzas de los pares de daf,os (la diferencia entre e 1I valor de la señall y 

concentración sucesivas.) para cada curva no había diferencias entre sí (Graham y 

Paramjit. 1999). 

Veracidad, 

Se preparó una curva de calibración en agua desio11izada dentro del rango 

de hnealidad esperado ± 20 °/o de conC'entliación de~ patrón más alto y más bajo. Se 

realizaron las fortificaciones por triplicado a tres. nivel.es de conce11tració11 (bajo, 

med ia y alto) para cada una de las muestras. Se midieron también 7 réplicas 

independientes de la muestra sin fortificar. Se obtu\m el porcentaje de recuperación 

según la ecuación (1 ). (Fuentes & Mongre, 2015). 

Oll'. R . , . CFort ifi cado - Cinicial lOO OL 
;-o ecuperacion = * ;-o 

Cadicionada. 

Análisis de muestras. Control de calidad del método. 

(8) 

Se preparó una curva de calibración externa e11 agiua desionizada dentro del 

rango de lineal'idad esperado ± 20 % de concentración del pa,trón más alto y bajo. 

Se prepararon los blancos fortificados de laboratori10, estos son urn patrón con los 

anal itos en una concentración conocida se prepararon 2 gr1:.Jpos con 3 repeticiones 

independ ientes cada uno. Los BFL se utilizaron también para evalluar la eficiencia 

de ireducción de la columna de cadmio, y la recuJ'.)eración de cada uno de los analitos 

durante los análisis . Después se analizaron 4 muestras distintas ('as cualles se 

etiquetaron corno grupo A , B, C y D respectiivamente) con 5 repetic iones 

independientes cada una, algunas de estas se dilluyeran con agua desionizada por 

tener una concentración alta de amonio. Se leyeron también 2 grupas de blancos 

con 3 réplicas independientes cada una (Navídi, 2015). Se definió entonces el 

análisis de muestras. en el siguiente orden: 

1. Curva de B patrones, leídos una sala vez. 

2. Primer grupo de blancos, con 3 repeticiones independientes. 
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3. Grupo de dos muestras, con 5 repeticiones independientes para cada 

muestra. 

4. Primer grupo de blancos fortificados de laboratorio, con 3 repeticiones 

independientes. 

5. Segundo grupo de muestras, con 5 repeticiones independientes para cada 

muestra. 

6. Segundo grupo de blancos fortificados de laboratorio, con 3 repeticiones 

independientes. 

7. Segundo grupo de blancos, con 3 repeticiones independientes. 

Para un total de 40 tubos por día de análisis, que se realizó en un período de tiempo 

de 3 horas 30 minutos aproximadamente. 

Se construyeron las cartas de control para la desviación estándar s que se 

usaron para evaluar la variabilidad del proceso y la carta X para la media del proceso 

con los datos obtenidos para los BFL. 

En el procedimiento de las cartas de control se planteó una hipótesis nula la 

cual es que el proceso está bajo control estadístico. Los puntos que queden fuera 

de los límites serán evidencia suficiente para rechazar la hipótesis nula. 

Para definir los límites para S se asume que todas las muestras analizadas 

vienen de una población con mediaµ y desviación estándar a, entonces existen dos 

cantidades: µs ± 3as así se puede estimar una cantidad con constantes cuyos 

valores dependen del tamaño de la muestra. Dichos valores están tabulados y se 

aplican para generar los límites estadísticos (Navidi, 2015). 

Para el caso de la carta de control X, se aplica lo mismo que en las cartas s 
solamente que se trabaja con µx ± 3ax· 

También se calculó la precisión en términos de repetividad y la precisión en términos 

de reproducibilidad, en los diferentes días de los análisis. 
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Robustez. 
a) Procedimiento para evatuarr la eficiencia de la columna para 

determinación de nitrato: 

• Se preparó un estándar de concentración conocida nitrato N-NQ3~ y se realizó 

la cuantificación . 

• Se preparó un estándar de concentración conocida nitri1to N-N02· y S€ real izó 

la cuantificación. 

% Eficiencia= [NOJ") · 100 
[NOz] 

(9) 

El criterio de aceptación es que exista uina eficiencia maym o igual al 90% (Yaqoob 

et al., 2013). Se realizaron 6 patrones de concentración conocida (BFL) y se 

determinó un promedio de eficiencia. 

También se evaluó la eficienciia. del procedimiento de digestión de las muestras para 

la determinación de fósforo total. 

b) Procedimiento p1ara1 evaluada eficienc.ia de lla digestión de •as muestras 

para el anaMo fósforo total: 

1. Se prepararon patrones de canceflltración conocida de un compuesto 

fosforado ATP de pureza conocida. 

2. Se lle·vó cabo el proceso de digestión en autoclave, en el ciclo de líquidos 

qlle tomaba alrededor de 2 horas con el oxidante fuerte persulfato de potasio 

de calidad analítica , Este proceso de digestión consistió en añ,adir una 

proporción muestra.-oxidéH1te de 4: 1. Esto aplica tanto para los patrones de la 

curva, las muestras, los BFL y los blancos. Una de las mezclas oxidantes 

evaluadas fue l1a propuesta según el PON del CllMAR, que es 12,50 g de 

persulfato de Potasio más 0,50 g de Tetraborato de sodio dlecahidrato a pH 
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9. Urna segunda var"ación pmbada de este oxidante fue la misma cantidad de 

persulfata de potasio, pero llevando l,a mezcla a pH cercano a 1 con ácido 

sulfúrico 50 % mlm. Un tercer oxidante aipli1cado fue el propuesto por 

Valderrama (1981) en el cual se uniza 50 g de persul,fato de potasio 30,0 g 

de ácido bórico, H3B03 16,8 g de hidróxido de sodio, NaOH, calidad reactivo 

o 350 ml de una disolución de NaOH (1 mol/L) llevá11dol~o a un balón de 1 L 

con agua des.ionizada. 

Se calculó un porcentaje de recuperación de la muestra arñadida. Se definió 

como criterio de aceptación una recuperación de la muestra de fósforo de 80 

a 120 %. (Menzel y Corwin, 1965). 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

5.1 . EVALUACIÓN! DE LA LINEALIDAD Y RANGO DE TRABAJO DEL MÉTODO. 

Especies nitrogenadas. 
Las curvas de calibrado extemo para llos a,nalitos nitrogenados se real izaron 

con 8 patrones y se evaluó su linealidad en un ámbito de 0,00 a 30,00 umol'/l de 

concentración 1 bajo un criterio de aceptación de un coeficiente de- corirelación 

r2~0.998 (Yan, 2009). Esto se puede observar en las figuras 9, 1Oy11. En el anexa 

IV se encuentra una muestra de cálculo de todos los parámetms de las rectas . 
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Figura 9: Recta de calibración con sus respectivas barras de error para cada patrón. Analito 
nitrato por la reacción de Griess a 540 nm. 
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Figura 10: Recta de calibración con sus respectivas barras de error para cada patrón . 
Analito nirtrito por la reacción de Griess a 540 nm. 
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Fig¡ura 11; Recta de cal ibración con sus respectivas barras de error para cada patró111. 
Anallfto Amonio por la reacci.ón de Berthelot 630 nm. 

El coeficiente de correlación r2 ::::0,99'8 significa que el 99,8% de variabilidad en el 

eje "y'; se explica por el modelo de reg.resión lineal, y así se comprueba que os 

resultados son satisfactol'ios para todos los ajustes propuestos para los ~inailitos 

nitrogenados (Johnson y Bhattacharyya, 2006). También se muestran las 

respectivas baHas de error asociadas al porcentaje de desviación con respecto ali 

valor predicho. Las barras de error en el eje ¡:y" son cortas, mostrando que, el valor 

pmmedio trazado es poco disperso (hlosmer y Lamshow. 20091
) . 

Fósforo tot~I. 

Parar este caso se evalúo un rango de concentr-ación de 0,00 a 25,00 umol/L 

y se obtuvo un coeficiente de corre ación r22!0,999. Se prnsenta1 lla recta de 

calibración en la flgur.a 12 can sus respectivas barras de error. 
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Figura 12: Recta de cal ibración con su.s respectívas barras de error para cada patrón. 
Analito Fósforo total pm la reacción de az.ulr de molibdeno a 880 nm. 

Por inspección visual y por el mismo criterio aplicado parra las especies 

nitrogenadas se concluye que elr ajuste lineall obtenido es sa.tisfactoriD. 

Segiún el PON las cuivas se realizan can agua desionizad!a más el analíto de 

pureza conocida, pero esto no tomó en cuenta una posible interferencia en Ja matriz 

de las muestras ambientales (Míller y Miller. 201 O). Es por eso que se realizaran 

también los experimentos de eval1.Jación del efecto de matriz,. presentados en la 

sigruiente sección. También se determinan los limites de detección y cuantificación 

en fas secciones siguientes. 

5.2 EVALUACIÓN DEL EFECTO MATRIZ. ADICl.ONES ESTÁNDAR. 

Especies 111itrogenadas. 

Para cada muestra se realrizaron 2 tratamientos. Un grupo de la muestra sin diluir y 

otra diluida con agua desíorüzada tipo l. De estos g1rupos se extrajeron pares de 

datos: 

(1 O) 
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Donde 52 y 51 son las señales generadas por el equipo y C2 y c1 son las 

concentraciones adicionadas a cada muestra. 

Las medias de estos pares de datos son los que se comparan entre la mue.strn sin 

diluir y diluida , así se propo.nen las hipótesis para este análisis, de varianza en un 

intervalo de co11fia11za al 95%, 

Se inteirpreta la He donde la varianza entre l.as medias no es significati.va y que no 

hay evidencia suficiente para afirmar que las medias de lios. tratamientos sean 

diferentes, y la H1 donde sí existe una diferencia sig1nificativa entre las medias. 

Se extrae del ANOVA para la muestra del estero la siguiente información: 

• Nitrato p-Valor: 0,759. 

• Nitrito p-Valor: 0,403. 

• Amonio p-Valor: 0,252. 

Y para la muestra del lago: 

• Nitrato p-Valor: 1,000 

• Nitrito p=Valor: 0,857 

• Amonio p~Valor: 0,48.0 

Para todos los p-valor > 0,05 calculados, por lo tanto, no se rechaza la hipótesis 

nula y aisí se evidencia que la matri1z de las muestras no contiene interferencias 

despues de ser fi ltradas, que puedan llevar a. un resultado erróneo durainte los 

análisis. 



Fós,fora totat 

Para el caso de fósforo total , se halló que e procedimiento de digestión rno logró 

recuperar la muestra adicionada , dando señales erráticas y sin niinguna tendencia, 

ta11 y como se muestra en la figura 13 y 14. 
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Figura 13: Experimento de AE para la muestra de agua S<3 lobre. Fósforo total. A+, 8-t y 
C+ corresponden a. las réplicas de la muestra sin diluir. A"*'d, B+d y C+d corresponde a las 
réplicas diluiidas. 
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Figura 14: Experimento de AE para la muestra de la laguna Río Cuarto. Fósforo total. A+, 
B+ y C+ corresponden a las réplicas de la muestra sin diluir. A+d, B+d y C+d corresponde 
a las réplicas diluidas. 

Las figuras 13 y 14 muestran que el proceso de oxidación no es homogéneo para 

todas las muestras. En el protocolo aplicado en este trabajo se utilizó una mezcla 

digestiva básica de pH=9. Al observar este comportamiento se decidió realizar dos 

modificaciones al procedimiento de digestión propuesto en el PON. El primero 

según Gales et a/, (1966) la mezcla digestiva se lleva a un pH ácido con el oxidante 

fuerte ácido sulfúrico al 50% en masa y el segundo de acuerdo con Valderrama 
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(1981) donde se prepara la mezcla oxidante con ácido bórico e hidróxido de sodio 

para obtener un pH de 5-6 unidades. Es.tas variaciones fueron aplicadas y los 

resul1tados se muestran en 11a sección 5.6 de este docume·nto. 

5.3 EVAUJACJÓN DEL EFECTO MATRIZ. EFECTO DE LA SALINIDAD. 

Escecies nitrogenadas. 

Para cada espede nitrogenada se realizó una curva de calibradón a distintas 

sal inidades: 35, 25, 15, 1 O, 5 y O ups. Se muestran los gráficos generados a en las 

ffgura:s 15, 16 y 17 donde cada color corresponde a un valor obtenido a la salinidad 

conespondientH. 
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Concentración (±0,30 umol/ l). 

Figura 15: E.valuación del efecto de la salinidad para la especie nitrato. 
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Figura 16: Evaluación del efecto de la salinidad para la especie nitrito. 
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Figura 17: Evaluación del efecto de la salinidad para la especie amonio. 

Para demostrar si las variaciones en la respuesta del equipo para cada valor de 

salinidad son significativas se realizó u1íl anál isis de varianza (ANOVA) de 1..1n factor 

con un nive de significancia de un 5% , calctU lando pares de datos parra las n-1 

réplicas que se rea~izmon tal y como se indica en la ecuacióci 1 O. 

Se extrae del ANOVA la siguie1'11te información: 
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• Nitrato p-Val'or: 0 ,996. 

• Nitrito p-Valor: 0,575. 

• Amonio p-Valoc 0,999. 

Como todos los p-vailor obtenidos > 0,05 no se rechaza la hipótesis nula. Pm llo 

tanto, el efecto de la variación en la salinidad no es s·g1rnificativo y ell equipo tiene ~a 

capacidad de leer muestras de salinidad variable en el rango establecido. Este 

resultado es importante ya que el analista no va a tener que definir un factor de 

corrección por causa de la variación de la salinidad de las muestras. 

Grasshoff (1995) advierte que la variación de la salinidad en las muestras 

puiede tener un efecto significativo en la absorbanci1a del analito, y que podría ser 

más importante e111 la cuantificación del amonio. Estas diferencias en absorbancia 

se deben a que la vel.ocidad de la reacción que genera el compuesto coloreado 

cambia por la presencia de distintas sales además de que puede darse una 

diferencia en ell índice de refracción (E~an L, 2014). Es por eso que Jaromír y 

Hansen (199'4) pmpone que en las metodologí'as espectrofotométricas se utilice 

a,gua de mar artificial parn lla preparación de los patro11es, procura11do que las 

salinidades sean simil'ares a las de las muestras a analizar o que alternativamente 

se obteng1a un factor de corrección de la salinidad real'z.ando varias curvas de 

calibración a distintas salinidades. El equipo FIA al real izar la medición más. rápido 

que un método espectrofotométrico elimina la posibilidad de que exista un efecto 

sig1rnificatirvo de la sali1nidad (Egan L, 2014) y esto fue 1
10 ·que se logró demostrar con 

l1a evaluación del efecto matriz. 

Evalua~ión del lnte.rcepto tb) para fas. especies nitrog.enadas. 

Ad.cionalmente· en el cuadro VI! se muestran los valores de los interceptas 

obtenidos para cada una de las rectas de sal inidad variable. 

37 



Cuadro VII: lnterceptos obtenidos para cada una de las rectas de sal inidad variable 

.•. ·-·-·---·-·--·-··--.. ·-· 

Salinidad (ups) Intercepto nitrato Intercepto nitrito Intercepto 

(±0,01) (±0,01) amonio (±0,01) 

35 0,14 0,05 0,34 

25 0,13 0,03 0,22 

15 0,07 0,07 0,09 

10 0,09 0,05 0,06 

5 0,04 0,05 0,30 

o 0,14 0,05 0,40 

Con estos datos se realizó un ANOVA de un factor para demostrar si las variaciones 

del valor del intercepto para cada recta de salinidad variable son significativas con 

un nivel de significancia de un 5%. 

Se extrae del ANOVA la siguiente información: 

• Nitrato p-Valor: 0,788. 

• Nitrito p-Valor: 0,790. 

• Amonio p-Valor: 0,784. 

Como todos los p-valor obtenidos> 0,05 no se rechaza la hipótesis nula. Por lo 

tanto, el efecto de la variación en la sal inidad no es significativo y el equipo tiene la 

capacidad de leer muestras de salinidad variable en el rango establecido. 
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5.4 EVALUACIÓN DE LA VERACIDAD. 

Especies nitrogenadas. 

Se realizaron l1as recuperaciones por triplicado a cada nivel de concentración 

y se presenta en los cuadros VIII , IX y X el promedio de las determinaciones con 

una de las muestras del estero de Puntarenas y en los cuadros XI , XII y XIII el 

promedio de las determinaciones con una muestra superficial de la Laguna de Río 

Cuarto. El criterio de aceptación es que se obtenga una recuperación del analito en 

un rango de 80 a 120%. 

Cuadro VIII: Porcentajes de recuperación para cada nivel en muestra del estero de 

Puntarenas. Analito nitrato. 

Concentración Concentración Concentración %recuperación. 

Sin fortificar Fortificada. adicionada 

(±0,30 µmol/L). (±0,30 µmol/L). (±0,30 µmol/L). 

Fortificación 1,26 2,57 1,52 86,2 

baja 

Fortificación 1,26 6,21 4,55 108,8 

media 

Fortificación 1,26 11,68 9', 10 114,5 

alta 

Cuadro IX: Porcentajes de recuperación para cada nivel en muestra del estero de 
Puntarenas. Analito nitrito. 

Concentración Concentración Concentración %recuperación. 

sin fortificar Fortificada. Adicionada. 

(±0,20 µmol/L). (±0,20 µmol/L). (±0,20 µmol/L). 

Fortificación 1,96 3,34 1,51 91,0 

baja 

Fortificación 1,96 5,89 4,53 86,7 
media 

Fortificación 1,96 11,28 9,05 91,0 
alta 

39 



Cuadro X: Porcentajes de recuperación para cada nivel en muestra del' Estero de 
Puntarenas. Analito amonio. 

Concentración Concentración Concentración %recuperación. 

sin fortificar Fortificada. Adicionada. 

(±0, 1 O µmol/L). (±0, 1 O µmotil). (±0,10 µmol/L). 

Fortificación 7,78 9,30 1,55 98,5 

baja 

Fortificación 7,78 12,22 4,65 95,6 

media 

Fortificación 7,78 15,62 9,29 84,4 

alta 

Cuadro XI: Porcentajes de recuperación para cada nivel en muestra del Laguna 
Río Cuarto. Analito nitrato. 

Concentración Concentración Concentración %recuperación. 

Sin fortificar Fortificada. Adicionada. 

(±0,32 µmol/L). (±0,32 µmol/L). (±0,32 µmol/L). 

Fortificación 1,05 2,74 1,52 110,0 

baja 

Fortificación 1,05 6,63 4,55 1122,2 

media 

Fortificación 1,05 11 ,07 9,10 111, 1 

alta 
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Cuadro XII: Porcentajes de recuperación para cada nivel en muestra del Laguna 
Río Cuarto. Analito nitrito. 

Concentración Concentración Concentración %recuperación. 

sin fortificar Fortificada. Adicionada. 

(±0,23 µmol/L). (±0,62 µmol/L). (±0,62 µmol/L). 

Fortificación 1,96 1,32 1,51 87,7 

baja 

Fortificación 1,96 5,25 4,53 115,8 

media 

Fortificación 1,96 10,71 9,05 118,4 

alta 

Cuadro XIII: Porcentajes de recuperación para cada nivel en muestra del Laguna 
Río Cuarto. Analito amonio. 

Concentración Concentración Concentración %recuperación. 

Sin fortificar Fortificada. Adicionada. 

(±0, 13 µmol/L). (±0,13 µmol/L). (±0,13 µmol/L). 

Fortificación 1, 12 2,63 1,55 96,9 

baja 

Fortificación 1, 12 6,57 4,65 117,0 

media 

Fortificación 1, 12 9,67 9,29 92,0 

alta 

Para todos los analitos nitrogenados se encuentran recuperaciones dentro del rango 

de aceptación de 80·120%. 

Fósforo total. 

Se realizó lo miismo que en la sección anterior, pero con el método propuesto 

para fósforo total utilizando un patrón de pureza conocida de ATP y se calcula un 
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porcentaje de recuperación. Se muestran las recuperaciones obtenidas en los 

cuadros XIV y XV. 

Cuadro Xl:V: Porcentajes de re.cuperación para cada nivel en muestra de la Laguna 
de Río Cuarto. Analito fósforo total. 

Concentración Concentración Concentración %recuperación. 

sin fortificar. Fortificada. Adicionada. 

(±0,30 µmol/L). (±0,30 µmol/L). (±0,30 µmol/L). 

Fortificación 2,15 6,36 1,20 59,8 

baja 

Fortificación 2,15 10,37 3,60 115,7 

media 

Fortificación 2,15 13,37 7,17 157,5 

alta 

Cuadro XV: Porcentajes de recuperación para cada nivell en muestra del estero 
de Puntarenas. Analito fósforo total. 

Concentración Concentración Concentración %recuperación. 

sin fortificar Fortificada. Adicionada. 

(±0,22 µmol/L). (±0,22 µmol/L). (±0,22 µmol/L). 

Fortificación 2,07 11,99 1,20 27,7 

baja 

Fortificación 2,07 7,43 3,60 74,7 

media 

Fortificación 2,07 5,18 7,17 138,2 

alta 

Para el caso de fósforo total no se obtuvieron porcentajes de recuperación 

en el ámbi,to de aceptación a excepción de una de fortificación media para la 

muestra de la laguna Río Cuarto. Es por eso que se evaluó también una 

modificación al procedimiento con una mezcla digestiva ácida, de pH=1 con H2SÜ4 

al 50%, aun así, los resultados fueron similares, y no se logró una buena 

recuperación de la muestra. Hay que resaltar de que existe un histórico de muestras 

analizadas de fósforo total en el CIMAR, con datos de curvas de calibración con 
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linealídad aceptabl:e y determinaciones en muestras ambientales, pern 110 se había 

evaluado una recuperación de un analito como el ATP ya que no se contaba con 

este pa.trón. 

5.5 ANÁLISIS DE MUESTRAS AMBIENTALES. CQNTROl DE CALIDAD DEL 
MÉTODO. 

Con todas las muestras recolectadas del estera de Puntarenas y lla Laguna 

de Río Cuarto se realizó la cuantificación de las especies njtrog.enada1s y el fósforo 

total. Se construyeron las cartas de control del promedio, y desvi.ación estándar de 

los blancos fortjficados de laboratorio para determinar si durante los análisis ell 

equipo cumplió con la cua.nbficación correcta de los anali1tos. los subgrupos de 

datos se componen de 6 blancos fortificados de laboratorio leidos es.e mismo día 

que se dividen en 2 subgrupos de 3 blancos fortificados cada uno. En el Anexo 111 

se muestra un cuadro die resumen de las muestras analizadas como referencia. 

Nitrato. Control de calid~a_d. 

la cuantificación de nitrato debe considerar la eficiencia de reducción de la 
co'lumna de cadmio, los rendimientos de este proceso se muestran en el cuadro 
XVI. 

Cuadro XVI: Rendimiento de reducción de la columna de cadmio para distintos días 
de análisis de muestras ambientale·s 

--------------------·----·----
Fecha anális.is. % rendimiento. 

13 de abril . 99,7 

20 de abril. 100,4 

26 de abril. 99,5 

4 de mayo. 95,0 

24 de mayo. 102, 1 

30 de mayo. 99,4 

08 de junio. 99,7. 

15 de junio. 101,3 
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Estos porcentajes de rendimiento se calcularon a partir de los promedios de las 

recuperaciones de los mismos BFL para N-NQ3- y N-N02- en una razón de eficiencia 

según la ecuación (9). En todos los días de análisis se obtuvo un porcentaje de 

rendimiento mayor al 80%, el cual, bajo recomendación del fabricante del equipo es 

lo ideal para la cuantificación de nitrato (QuickChem training manual, 2008). 

Se generaron entonces las cartas de control' mostradas en las figuras 18 y 19. 
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Figura 18: Carta de control del promedio X para los BFL de nitrato. Se indica un límite de 
Control Superior (LCS), límite de Advertencia Superior (LAS), Promedio central , límite de 
Advertencia Inferior (LAI) y límite de Control Inferior (LCI). 
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Figura 19,: Carta de contrnl de la desviación estándalí S para los BFL de nitrato. Se indica 
un límite de Control Superior (LCS), límite de Advertencia Superior (LAS), Promedio 
central, Limite de Advertencia Inferior (LAI) y Límite de Control Inferior (LCI) que en este 
caso es igual que el LAI. 

Para todos los s.ubgrupos de daitos no se encontró ning1.Jno que sobrepasara los 

límites de control tanto en la fig11.Jra 1B como en la 19 aunque se recomienda revisar 

l'as tendencias observadas. En la figura 118 se encontró que el 24 die mayo uno de 

los subgrupos se acerca ail límite de adverte11ci1a inferior, se obtuvo u11 porcentaje 

de recuperación del BFL de 96,3% y no ex¡sfió una desviación estándar que 

sobrepasara alg1uno de los límites según la figura 19. El 30 de mayo se obseNa que 

una de los subgrupos sobrepasa el LAS, se revisa el porcentaje de recuperación del 

BFL y se obtuvo un 106,3%, y en lla figura 18 se deterrmina q1ue l1a 1Fecuperecíón es 

muy cercana al prnmedio central. Se determina entonces que ell proceso de 

cuantificación de nitrato se encuentra bajo contro l estadístico en el período de 

tiempo evaluado. 

Nitrito. Control de ca~idad. 

Para el' analito nitrito se generaron las cartas de control que se muestran en las 
figuras 20 y 21 . 
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Figura 20: Carta de control del promedio X para los BFL de nitrito. Se indica un Límite de 
Control Superior (LCS), Límite de Advertencia Superior (LAS), Promedio central , Límite de 
Advertencia Inferior (LAI) y Límite de Control Inferior (LCI). 
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Figura 21: Carta de control de la desviación estándar S para los BFL de nitrito. Se indica 
un Límite de Control Superior (LCS), Límite de Advertencia Superior (LAS), Promedio 
central , Límite de Advertencia Inferior (LAI) y Límite de Control Inferior (LCI) que en este 
caso es igual que el lAI. 
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En la figura 20 no se muestra nirngún punto fuera de los límites de control ni de 

adlvertenda para el promedio de los BFl. Sollamente en la figura 21 se encuentra 

un subgrupo del1 8 de junio q1ue supera ell LAS. En la bitácora para ese día no existe 

ninguna anotación sobre algún problema con el equipo por lo que la desviación sol10 

podría atribuirse a un error de carácte r determinado a ~ ser una pequeña desviación 

entre todas ~as observaciones real'izadas ese día (Valcárcel y Ríos, 1995). Se 

determina entonces que el proceso de cuanfüicación de nitrito se encuentra baj,o 

control estadísti,co en el período de tiempo evaluado. 

Amoni10. Control de calidad. 

Para el analito amonio se generan las cartas de control que se: muestran en las 
figuras 22 y 23. 
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Figura 22: Carta de control del promedio X para los BFL de amonio. Se indica un Limite 
de Control Superior (LCS), Límite de. Advertencia Superior (LAS), Promed io central, Lím ite 
de Advertencia Inferior (LAI) y urn¡te de Control Inferior {LCI). . 
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Figura 23: Carta de control de la desviación estándar S para los BFL de amonio. Se indica 
un Límite de Control Superior {LCS), Límite de Advertencia Superior (LAS), Promedio 
centlia1l, Límite de Advertencia Inferior (LAI) y Límite de Control Inferior (LCI} que en este 
caso es lgl!Jal que el LAI. 

Para este canal sí existieron prob lemas de línea base errática que fuemn 

debidamente anotados en la bitácora para llos días 20 de abri1I, 4 de mayo y 1 O de 

mayo. Esto tiene como consecuencia de que se dio una variación muy amplia en la 

desviación estándar promedia y que se observó u11 punto fue.ra dlel LCS el 4 de 

mayo tal y como se muestra. la figura 23. Se ejemplifica ei comportamiento errático 

de la línea base con el diagrama de los patrones mostrnido en la figura 24. 
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figura 24: Diagrama para la corrida de control de callidad del día 4! de mayo. Analito amonio. 
Se sefia la el grupo de muestras D (Muestra de 50 m de profundidad de la Laguna de Río 
Cuarto) las cuales debieron de ser diluidas en un análisis posterior. 

Las señal'es debieron de ser integradas manualmente y se observó también 

que el grupo D de repeticiones de la muestra de 50 m de profundidad de la Laguna1 

de Río Cuarto tiene una señal muy girande tal y como se muestra en la figura 24, 

como consecuencia de que es una muestra que contiene concentración alta de 

amonio por 110 que tuvo que ser dilluida en otro día de aná1lisis . 



Cuando se observó una línea base inestable se procedió a realizar una 

limpieza del canal con agua desionizada durante un período de tiempo prudencial 

hasta obseNar una mejoría. 

Con los datos obtenidos se detelimina que el método para' la cuantificación 

de amonio no se encontró bajo control! estadístico durante los días 20 de abril, 4 de 

mayo y 1 O de mayo. 

Fósforo total. Estabilidad del mét_odo con respecto al tiempo. 

Para el analito fósforo total se generan las cartas de control que se muestran en 
las figuras 25 y 26. 
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Figura 25 : Carta de contml del promedio X para los BFL de fósforo total. Se indica un 
Límite de Control Superior (LCS), Límite de Advertencia Superior (LAS), Promedio central, 
Límite de Advertencia Inferior (LAI) y Límite de Control Inferior (LCI). 
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Figiura 26: Carta de control de la desviación estándar S para los BFL de fósforo total. Se 
indica un Lím ite de Control Superior (LCS). L'rnite de Advertencia Superior {LAS}, Promed io 
central , Lími,te de Advertencia Inferior ( Al) y límite de Control Inferior (LCI). 

En la figura 25 se muestra que ambos subgrupos dell 6 de julio se encuentran 

cerca dell LAI y estos muestran una tendencia de rncuperación baja para los BFL. 

El porcentaje de recuperación para el primer subgrupa fiue de 46,8% y del segundo 

de 45,0%. Se. determina que el proceso de aná,lisis se encuentra bajo control 

estadístico, exceptuando el día 6 de julio. Como las recuperaciones de los BFL no 

cumplieron co11 el criterio de aceptación establecido, el valor promedio no puede ser 

tomado como referencia1 para una carta de contml, por lo tanto la figura 25 y 26 se 

refieren a la estabilidad del método con respecto al ti'empo. 

L'mite, de Cuantificación y De,tección. 

En tos cuadros XVII y XVIII se muestran los LC y LO determinados para la 

cuantificación de las especies rnitrogienadas y fósforo tota l, segiún el criteri10 de Meiir 

y Zünd (2014). Se reportan los promedios de los LC y LO para todas las 

cuantificaciones die control de callid'ad de las especies nitrogenadas que se 
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realiizaron durante el período del 13 de abril al 15 de junio y para fósforo total en el 

período del 28 de junio al 3 de agosto. 

Cuadro XVII: LC y LO para las especies nitrogenadas en los distintos días de 
análisis de las especies de las muestras ambientales. 

Fecha de Nitrato (µmol/L). Nitrito Amonio 

análisis. (µmol/L). (µmol/L). 

LC. LD. LC. LO. LC. LD. 

13 de abril. 2,4 1,2 2,1 1,1 0,3 0,2 

20 de abril. 2,5 1,3 1,9 1,0 0,9 0,5 

26 de abril. 2,4 1,2 2,2 1,1 0,4 0,2 

04 de mayo. 2,0 1,0 2,3 1,2 1,7 0,9 

24 de mayo. 11,9 1,0 0,4 0,2 2,1 1,1 

30 de mayo. 2,3 1,2 2,8 11,5 1,0 0,5 

08 de junio. 0,7 0,4 0,4 0,2 0,3 0,1 

15 de junio. 2,7 1,4 2,2 1,1 0,4 0,2 

Valor 2,7 1,4 2,8 1,5 2, 1 1,1 

mayor. 

Cuadro XVIII: LC y LO para distintos días de anál,isis de fósforo total en las muestras 
ambientales. 

Fecha de Fósforo total (µmol/L). 

análisis. LC. LD. 

28 de junio. 2, 11 1,1 

06 de julio. 2,8 1,5 

13 de julio. 1,6 0,8 

20 de julio. 2,0 1,0 

26 de julio. 1,6 0,8 

03 de agosto. 2,0 1,0 

Valor mayor. 2,8 1,5 
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Aquellas muestras que quedaron por debajo del límite de cuantificación se 

definieron como no cuantificables, y las que quedaron por debajo del límite de 

detección como no detectables. 

Coeficiente de variación para el análisis de muestras. Evaluación de la 
precisión. 

La cuantificación de la concentración de todas las muestras recolectadas en 

el muestreo de la Laguna Río Cuarto y el estero de Puntarenas se realizó con 5 

réplicas independientes y se calculó un coeficiente de variación, el cual no debe 

superar un 20% según el criterio de aceptación establecido. 

En el cuadro XIX se muestran los porcentajes del CV obtenidos para la especie 

amonio. 

Cuadro XIX: Coeficiente de variación para la cuantificación de la especie amonio. 

Fecha análisis. %CV %CV %CV %CV 

muestra A muestra B muestra C muestra D 

13 de abril- 20,0 18,7 0,2 9,9 

20 de abril. 22,1 41,4 0,3 41,8 

26 de abril. 11, 1 18,0 O, 1 3,7 

04 de mayo. 19,4 97,5 O, 1 0,6 

24 de mayo. 2,6 2,6 1,7 55,7 

30 de mayo. 19,3 20,0 0,6 13,8 

08 de junio. 5,5 20,6 0,1 8,2 

15 de junio. 20,5 8,0 O, 1 11 ,6 

Para el análisis de amonio se encontraron coeficientes de variación de más de 20 

% en l1os días 20 de abril , 04 de mayo y 24 de mayo. Esto coincide con el 

comportamiento problemático de la línea base, indicado en la bitácora. 

En el cuadro XX se muestran los porcentajes del CV obtenidos para la especie 
nitrato. 
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Cuadro XX: Coeficiente de variación para la cuantificación de la especie nitrato. 

Fecha análisis. %CV %CV %CV %CV 

muestra A muestra B muestra C muestra D 

13 de abril- No No No 12,8 

detectable. detectable. detectable. 

20 de abril. No No No No 

detectable. detectable. detectable. detectable. 

26 de abril. 6,7 17,3 0,3 2,7 

04 de mayo. 12,7 No No No 

detectable. detectable. detectable. 

24 de mayo. No No 0,05 13,7 

detectable. detectable. 

30 de mayo. 13,2 6,0 O, 1 10,6 

08 de junio. 3,4 35,6* 0,7 52,0* 

15 de junio. 12,8 20,0 No No 

detectable. detectable. 

*Valores que superan el 20% de CV. 

Se observó únicamente que el día 8 de junio se obtuvieron porcentajes de CV 

superiores a 20%. La muestra B era del Lago Río Cuarto de profundidad 1 O m, esta 

fue analizada también el día 4 de mayo, y no fue detectable. La muestra D era la de 

30 m de profundidad del Lago Río Cuarto, la cual ya había sido analizada el 4 de 

mayo y que igiualmente no fue detectable. 

En el cuadro XXI se muestran los porcentajes del CV obtenidos para la especie 

nitrito. 
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Cuadro XXI: Coeficiente de variación para la cuantificación de la especie nitrito. 

Fecha %CV %CV %CV %CV 

análisis. muestra A muestra B muestra e muestra D 

13 de abril- 32, 1* 19,6 1,4 No 

Detectable 
---- ·---··-" .. ....,.. ___ . 

20 de abril. 6,8 4,3 0,03 No 

Detectable 

26 de abril. 5,7 2,8 0,04 4,6 

04 de mayo. 17,2 No No No 

Detectable Detectable Detectable 

24 de mayo. No 19,4 0,03 2,0 

Detectable 

30 de mayo. 17,3 No No No 

Detectable Detectable Detectable 

08 de juni,o. 6,5 22,0* 0,46 No 

Detectable 

15 de junio. 4,5 2,6 No No 

Detectable Detectable 

*Valores que superan el 20% de CV. 

Para la cuantificación de nitrito se encuentran dos CV por encima del 20%. 

El 13 de abril para la muestra A que fue una superficial del estero de Puntarenas, 

esta fue analizada también el día 24 de mayo, y se obtuvo un CV de 0,03%. El 8 de 

junio la muestra de la laguna de Río Cuarto de 1 O m de profundidad obtuvo un CV 

de 22,0% pero está ya había sido analizada el 4 de mayo y tuvo un CV de 19,4%. 
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En el cuadro XXII se muestra el CV para el analito fósforo total. 

Cuadro XXII: Coeficiente de variación para la cuantificación de la especie fósforo 
tota l. 

Fecha %CV %CV %CV %CV 

análisis. muestra A muestra B muestra e muestra D 

28 de 5,9 63,6 1,1 No 

junio. Detectable 

06 de No No No No 

julio. Detectable Detectable Detectable Detectable 

13 de 1,4 1,6 3,5 82,1 

julio. 

20 de 105,5 No 42,1 457,5 

julio. Detectable 

26 de 45,3 14, 1 14,8 54,9 

julio. 

03 de 81 ,9 115,9 35,3 36,3 

agosto. 

Se hallaron variaciones muy grandes y fuera de los límites para la cuantificación de 

fósforo total , por causa de la misma problemática que se observó en los 

experimentos de adiciones estándar, veracidad y control de calidad de los BFL para 

este analito. 

En los cuadros XXVII y XXVIII se encuentran las concentraciones de cada una de 

las muestras cuantificadas en este trabajo. 

56 



5.6 ALTERNATIVA AL PROCESO DE DIGESTIÓN PARA LA DETERMINACIÓN 
DE FÓSFORO TOTAL. 

Mezcla ádda. 

Se realizaron d0<s modificadones al procedimiento de digesti1ón propuesto en 

el PON basado en las observaciones de dos autores. 

l o propuesto por Gales et ali, (1966) es llevar la mezcla digestiva de 

persulfato de potasio a un pH de 1 con ácido sulfú rico 1-+ 1, junto con la muestra y 

someterla al proceso de autoclave. Se real izó un experimento rápido de veracidad, 

donde la curva tuvo buena linealidad, pero en la mayoria de las réplicas no se 

obtuvieron recuperaciones dentro del ran90 de aceptación establecido. Además, la 

señal de los blancos fue alta, indicando así , una pasible contaminación u oclusión 

debida al proceso de digestión. Los porcentajes de recuperación se presentan en el 

cuadro XXIII para una muestra de la Laguna de Rlo Cuarto y en el cuadro XXIV para 

una muestra del estero de Puntarenas. 

Cuadro XXIU: Porcentajes de recuperación para cada nivel en muestra del Estero 
de Puntarenas. Analito fósforo total, oxidante ácido. 

Concentración Concentración Coneentradón %recuperación. 

Sin fortif car Fortificada. Adicionada. 

(±0,30 JJM}. (±0,20 µM). (!0,20 µM}. 

Fortificación 1,61 5,05' 8,34 41 ,3 

baja 

Fortifü:aci:án 1,61 3,73 4,32 49',0 

media 
. ·-

Fortificación 1,61 3,71 1,48 141 ,6 

alta 
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Cuadro XXIV: Porcentajes de recuperación para cada nivel en muestra del Lago 
Río Cuarto. Analito fósforo total, oxidante ácido. 

Concentración Concentración Concentración %recuperación. 

sin fortificar Fortificada. Adicionada. 

(±0,20 (±0,20 µmol/L). (±0,20 µmol/L). 

µmol/L). 

Fortificación 1,89 7,20 8,34 63,6 

baja 

Fortificación 1,89 4,71 4,32 65,2 

media 

Fortificación 1,89 4,60 1,48 183,2 

alta 

La otra modificación que se llevó acabo fue la propuesto por Valderrama 

(1981 ), en donde la mezcla oxidante se preparó con persulfato de potasio, ácido 

bórico e hidróxido de sodio 1 mol/L. Esta metodologfa da la posibilidad de realizar 

el análisis simultáneo de nitrógeno total (NT) y fósforo total (PT) en la misma 

muestra, por eso en este proceso de digestión se agrega un analito de pureza 

conocida de Urea, para evaluar la posibil'idad de una recuperación del nitrógeno 

total. En el proceso de oxidación simultánea la reacción comienza a pH 9 y termina 

a pH 5-6. Estas condiciones son obtenidas por un sistema de ácido bórico -

hidróxido de sodio. Se muestran los resultados de recuperaciones de ATP en el 

cuadro XXV y de Urea en el cuadro XXVI. 

Cuadro XXV: Porcentajes de recuperación para cada nivel en muestra del Estero 
de Puntarenas. Analito fósforo total, proceso de. oxidación según Valderrama. 

Fortificación baja 

Fortificación media 

Fortificación alta 

%recuperación. 

Con NaOH 1 M 

3,3 

5,9 

15,5 

58 

% recuperación 

Con NaOH Sólido. 

61,2 

15,8 

14,2 



Cuadro XXVI: Porcentajes de recuperación para cada nivel de la Laguna de Río 
Cuarto. Analito nitrógeno total , proceso de oxidación segiún Valderrama. 

Fortificación baja 

Fortificación media 

Fortificación alta 

%recuperación. 

Con NaOH 1 M 

15,3 

0,9 

12,9 

% recuperación 

Con NaOH Sólido. 

45,5 

21,3 

11 ,4 

Las recuperaciones fueron de nuevo muy bajas, por lo que no se prosiguió a realizar 

más pruebas de acuerdo a esta modificación. 

5.6 OBSERVACIONES SOBRE LAS CONCENTRACIONES DE ESPECIES 
NITROGENADAS CUANTIFICADAS EN LOS MUESTREOS. 

De acuerdo con los muestreos realizados en el estero de Puntarenas y la 

Laguna de Río Cuarto, se obtuvieron los valores de las concentraciones de cada 

especie nitrogenada. Con estos datos se puede realizar una dasificación de cada 

punto de muestreo según el criterio descrito por Vollenweider (1968) y expuesto en 

el cuadro l. En el cuadro XXVII se presentan las concentraciones obtenidas en el 

muestreo del estero de Puntarenas. 

Cuadro XXVII: Concentraciones de las especies nitrogenadas de cada estación 
de muestreo del estero de Puntarenas. 

Muestra Amonio (±0,20 Nitrato Nitrito 

µmol1/L) (±0,30 µmol/L) (±0, 18 µmol/L) 

St 1 10,07 ND 4,36 

Superficie 

St 2 7,72 0,87 14,21 

Superficie 
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St 3 5,82 0,54 10,96 

Supeñicie 

St4 17,42 NO 1,65 

Supeñicie 

St 5 12,85 NO NO 

Supeñicie 

St6 17,42 2,03 NO 

Supeñlcie 

St 1 9,01 NO 9,99 

Fondo 

St2 14,10 NO 13,92 

Fondo 

St 3 13,33 NO 9,68 

Fondo 

St4 115,42 NO NO 

Fondo 

St 5 8,94 0,89 6,76 

Fondo 

St 6 14,49 3,4 5, 11 

Fondo 

Según el muestreo (Ver figura 8) la estación 6 (St 6) fue la que se encontraba 

más cerca del estuario y la estación 1 (St 1) la que se encontraba más alejada. Se 

observa que en la St 6 tanto en la superficie como en el fondo, existe la mayor 

concentración de amonio con respecto a las otras estaciones, esto puede deberse 

a l'a cercanía con alguna fuente de contaminación de alguna fuente puntual de 

contaminación orgánica que se va diluyendo conforme se aleja del estuario 
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(Camargo, 2006). En la fig urn 27 se puede revisar que no existe ninguna otra 

tendencia parai la concentración del analito amonio. 
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Estaciones del estero de Puntarenas. 

St6 

• Superficie. 

• Fondo. 

Figura 27:Tendencta de a concentración del analito amon io en los distintos puntos de 
muestreo del estero de Puntarenas. 

Tanto paira. nitrato y ílitrito, en varios puntos no fue posible de,tectair estos analirtos. 

La St 2 presenta la mayor concentración de nitrito, lo cual podría tener como 

consecuencia una acidificación superior en ese punto de muestrea (Baker et al., 

1991 ). De acuerdo con el criterio descrito por Voll'enweider {cuadro 1) ningún punto 

de muestreo se define corno eutrófico. 

En el cuadro XXVIII se muestran las concentraciones obte11ídas de las 

especies nitrogenadas en el muestreo de la laguna de Río Cuarto . 
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Cuadro XXVIII: Concentraciones de las especies nitrogenadas en cada punto de 
muestreo de la Laguna de Río Cuarto. 

Muestra Amonio Nitrato Nitrito 

(±0,20 µmol/L) (±0,30 µmol/L) (±0, 18 µmol/L) 

RCOm 10,81 3,71 3,19 

RC 10 m 4,12 0,40 0,61 

RC20m 8,89 0,43 0,55 

RC30m 23,84 0,45 NO 

RC40m 76,58 ND NO 

RC50m 388,10 NO NO 

La tendencia marcada de la concentración de amonio se puede observar en 

la figura 28. 
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Figura 28: Tendencia de la concentración del analito amonio en los distintos puntos de 
muestreo de la Laguna de Río Cuarto. 
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Aql!Ji se denota el aumento de la concentración de amonio a1 ma1ym profundidad, y 

una disminución de las otras dos especies más oxidadas. Esto es por consecuencia 

de la presencia de materia orgá11ica en descomposición y la disminución de la 

disponibilidad de oxígeno en el· fondo (Schindler, 19'88). De acuerdo con el criterio 

descrito por Vollenweider (cuadm 1) el1 punto de muestreo RC 40 m se define con 

mesotrófíca y el punta RC 50 mes eutrófico. 

5.7 OBSERVACIONES SOBRE LA METODOlOGÍA PARA LA DETERMINACIÓN 
DE FÓSFORO TOTAL. 

Debido a que el método de, cuanfüicación de fósforo total no cumplió con los 

criterios de aceptación establecidos, fue necesario real izar un análisis de las 

posibles causas die esto. La finalidad de utilizar este método de dig,estión era poder 

cuantificar las formas de fósforo disueltas orgánicas, ortofosfatos, particuladas, y 

aquellas asociadas a coloides, provenientes de fuentes bióticas y abióticas {Toy y 

Walsh , 1987). En el proceso de aná1lisis. la parte primordial es la digestión compl'eta 

de todas estas formas de fósforo (Benson et al., 1996). Los procedimientos que se 

aplicaron fUiero 11 una adaptación de metodologías 110 automatizadas al equ ipo FllA. 

Este equipo cuenta con una unidad de digestión en línea con lámparas UV que, al 

momento de real'izar el trabajo, na estaba instalada. Por este motivo se decidió 

evaluar los procesos de digestión fuera de línea , los cuales llan demostrado su 

capacidad de cuantificación del analito en trabajos anteriores (Burton, 19'73; 

Valderrama, 1981; Gales et al,, 1966). 

Existen otras metodolog ías de digestión que podrían ser pmbadas a fl.Jturo, 

para no descartar la idea inicial de este trabajo. Una vari,ación interesante. es la 

prop1.Jesta por Benson (11996}, donde a la mezcla de oxidante de persulfato de 

amonio se le agrega ácido perclórico di1luido, esto implica ell uso de un oxidante 

fuierte mduciendo su peligrosidad para después. someterl10 a cond iciones de presión 

altas en la autoclave, de la misma forma se podría utiilizar ácido nítrico según 

Jenkins (1968). El uso de distintos ácidos fuertes se mantiene en pmcura de obtener 

el pH ideal para dar la formación del complejo de molibdato fKoroleff, 1977). 
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Hardwood et al (1969), sugieren además la aplicación de peróxido de hidrógeno 

para asegurar la digestión completa. Según Gales et al. (1966) la hidrólisis ácida 

junto con la presión alta aplicada ha demostrado ser útil para descomponer 

totalmente fosfatos inorgánicos condensados, incluyendo metafosfato de sodio, 

glucosa-1-fosfato, pero con este tratamiento no fue posible obtener porcentajes de 

recuperación aceptables para adenosina-5-monofosfato. Vogler (1966) obtuvo 

buena recuperación de glucosa-1-fosfato con digestión ácida con ácido sulfúrico, 

pero obtuvo nula recuperación del compuesto fosfocolina. 

Para futuros trabajos con digestiones ácidas, se debe tomar como 

sugerencia, los compuestos que trabajó Gales, que fueron lecitina, triptona, 

fosfocolina, y ácido fenilfosfónico, además de algún compuesto inorgánico como 

metafos~ato de sodio, para probar una eficiencia de digestión con un rango más 

amplio de compuestos. Si se toma en cuenta que estos procesos de digestión 

propuestos podrían ser aplicados también para la cuantificación de nitrógeno total 

de forma simultánea, se podrían utilizar patrones que contengan analitos con 

nitrógeno orgánico como la urea. 

Armstrong (1965) propuso que para lograr una oxidación completa se puede 

apl1icar la foto-oxidación de la muestra con lámparas de mercurio que emiten 

radiación UV. La idea de este autor era la de encontrar el orden de las reacciones 

de descomposición de distintos compuestos orgánicos utiilizando la radiación UV y 

distintas mezclas oxidantes, con los cuales obtuvo buenas recuperaciones para 

distintos compuestos orgánicos. Este principio de foto-oxidación es el que se aplica 

en el digestor en línea del equipo, pero al no tener la posibilidad de utilizarlo se 

podría aplicar el proceso de digestión propuesto por Benson (1994) el cual es una 

digestión con un microondas doméstico junto con distintas mezclas oxidantes como: 

1) Sulfato de amoni10 y cerio (IV) y ácido perclórico; 11) Persulfato de amonio y ácido 

perclórico; 111) Persulfato de sodio y ácido perclórico y IV) Persulfato de sodio en 

medio ácido. 
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5.8 RECOMENDACIONES PARA LAS METODOLOGÍAS DE DETERMINACIÓN 
DE AMONIO, NITRATO Y NITRITO. 

De acuerdo con la bitácora llevada durante el desarrollo de este trabajo en 

los experimentos de control de calidad del analito amonio, existió el problema de no 

obtener una línea base constante durante los días 13 de abril, 04 de mayo y 10 de 

mayo. Este comportamiento se dio al inicio de los análisis, en apariencia debido a 

alguna oclusión o suciedad en este canal. Por tal motivo, se proced ió a revisar la 

preparación de los reactivos y a realizar una limpieza rápida con agua desionizada 

a través de los canales. En caso de ser necesario, se realizó una nueva limpieza, 

con una solución cáustica de NaOH. A pesar de los problemas con la línea base al 

cuantificar amonio, en los experimentos de veracidad se obtuvieron buenos 

resultados , también al realizar las evaluaciones del efecto matriz , no se encontró 

problema. En el caso de los analitos ni,trato y nitrito no se halló un problema mayor 

en los experimentos de control de cal'idad y se cumpl ieron los criterios de aceptación 

en el coeficiente de variación y en las recuperaciones de veracidad. 

Se debe entonces de buscar alguna explicación para los resultados 

obtenidos en el canal de amonio. Una posibilidad es que el equ ipo FIA al trabajar 

un método de análisis continuo, se podría dar un problema de "Carry Over". Este 

efecto consiste en una contaminación cruzada durante el anál isis de dos muestras 

sucesivas (Valcárcel y Castro, 1988). El equipo FIA Lachat Qu ick Chem 8500 cuenta 

con un sistema de colección de muestra, donde esta se aspira , y recorre todo el 

sistema de reacción hasta llegar al detector. Este colector es lavado con agua 

desionizada mientras la muestra recorre el sistema. Este efecto de "Carry Over" 

puede ser cuantificado al introducir en la secuencia de análisis cuatro estándares 

de concentración conocida: dos que contengan una concentración alta en el ámbito 

de concentración del método y otros dos de baja concentración ; ·así se tendrán 

cuatro señales, que se pueden identificar como a1, a2, b1 y bz. Entonces el efecto de 

"Carry Over" puede ser denotado como sigue: 

(11) 
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Esta operación se debe de llevar acabo, cada vez que se encuentra algún valor 

fuera de lo esperado, y se debe de repetir en varios días sucesivos. Si el valor de K 

se encuentra entre un 0,5 y un 2, se dice que el efecto de "Carry Over" no influencia 

el resultado de forma significativa. Más allá de este ámbito, se recomienda realizar 

una revisión a las condiciones del equipo en el momento del análisis (Boneno et al., 

2005). 

5.9 RESUMEN DE LOS CRITERIOS DE ACEPTACIÓN PARA LAS 
METODOLOGÍAS EVALUADAS. 

En los cuadros XXIX, XXX y XXXI se resumen los parámetros de evaluación 

junto con su respectivo criterio de aceptación y si este se cumplió al final de este 

trabajo. 

Cuadro XXIX: Resumen de los parámetros de evaluación con su respectivo criterio 
de aceptación obtenidos. Especie nitrato. 

Parámetro. Criterio Cumpl,imiento 

Linealidad Coeficiente de Sí 

Correlación r2 ~0,998 

LC (µmol/L) 2,7 NA 

LD (µmol/L) 1,4 NA 

Veracidad Recuperaciones de los Sí 
niveles fortificados (80-

120) % 

Precisión en términos Desviación estándar Sí 

de repetitividad 
relativa de las muestras 

(DERR) ~ 20% 

Precisión en términos Criterio según las cartas Sí 

de de control 
Recuperaciones de los 

reproducibilidad BFL (80- 120) % 
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Cuadro XXX: Resumen de los parámetros de evaluación con su respectivo criterio 
de aceptación obtenidos. Especie nitrito. 

Parámetro. 

Linealidad 

LC (µmol/L) 

LO (µmol/L) 

Veracidad 

Precisión en términos 

de repetitividad 

Precisión en términos de 

reproducibilidad 

Criterio 

Coeficiente de 

Correlación r2 2::0,998 

2,8 

1,4 

Recuperaciones de los 
niveles fortificados (80-

120) % 

Desviación estándar 
relativa de las muestras 

(DERR)::; 20% 

Criterio según las cartas 
de control 

Recuperaciones de los 
BFL (80- 120) % 
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Cumplimiento 

Sí 

NA 

NA 

Sí 

Sí 

Sí 



Cuadro XXXI: Resumen de los parámetros de evaluación con su respectivo 
criterio de aceptación obtenidos. Especie amonio. 

Parámetro. 

Linealidad 

LC (µmol/L) 

LD (µmol/L) 

Veracidad 

Precisión en términos 

de repefüividad 

Precisión en términos de 

reproducibilidad 

Criterio 

Coeficiente de 

Correlación r2 2!0,998 

2,1 

1,1 

Recuperaciones de los 
niveles fortificados (80-

120) % 

Desviación estándar 
relativa de las muestras 

(DERR) ~ 20% 

Criterio según las cartas 
de control 

Recuperaciones de los 
BFL (80- 120) % 

Cumplimiento 

Sí 

NA 

NA 

Sí 

Sí 

Sí 

En el caso de fósforo total , ning'uno de los criterios se cumplió aun con las 

modificaciones realizadas durante este trabajo. 
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6 CONCLUSIONES. 

Según la evaluación de las metodologías de determinación de nitrato, nitrito 

y amon,ia en las dos matrices estudiadas se co11cluye que estas son idóneas para 

el alcance que fueron definidas en e,I Protocolo Operativo Normalizado del 

Laboratorio de Oceanografía 01!.Jimnca. Aun así, se propone adicionar dos 

procedimientos de verificación rnti1naria semanal; el primero, la evaluación de al 

menos 6 blancos fortificados de laboratorio para poder construir la carta de control 

y !llevar un historial de comprobación . La construcción de estas cartas se puede 

lleva1r en la misma plantílila del software Excel®, 1.1ti1lizada en este proyecto, el cual 

se le entregó al usuario analista die este equipo. También, para el caso del analito 

amonio se debe de integrar en el PON, el procedimiento para la evaluación del 

efecto de "Carry Over" que podría ser significativo seg1ún las ob.servaciones en las 

cartas de contrrol que se construyeron en este trabajo . 

Para el caso de la cuantificación del anal ito fósforo total, se recomienda 

evaluar alguna otra sustancia fosforada como patrón para así descartar que el 

proceso de dig1estión propuesta en este trabajo no es el adecuado. En caso del 

patrón de ATP utihzado, se evidencia que se debe integrar el proceso de digestión 

UV que no está conectado actualmente al sistema en línea. Una vez integirado este 

módulo de digestión, se debe de realizar lai evaluación de todos los parámetros, de 

mérito propuestos en este trabajo y extender el alcance del método a la 

cuantificaCÍlón de nitrógeno total. 

Con la cuantificación de las especies nitrogenadas en ambos puntos de 

muestreo se pudieron observar tendencias en la concentración de acuerdo con la 

variación de la profundidad de la columna de agua para el caso de la laguna de ria 

Cuarto y la posición en el estuario según !las muestras recolectadas del estero de 

Puntarenas. Esto es importante a la hora de desarrollar u11 modelo bio9eoquí1mico 

en un sitio especifico. 

Se aporta un anexo con sugerenci1as para realizar modificaciones al 

Protocolo Normali,zado de Operación (PON NUTRIS FIA, 2014), donde se indica el 
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procedimiento para integrar el control de calidad del método por medio cartas de 

control a partir de los datos obtenidos de una serie de blancos fortificados de 

Laboratorio, también se muestra el procedimiento para la evaluación del efecto del 

Carry Over. Estos dos procedimientos se deben de aplicar cuando el usuario 

analista observe: comportamientos erráticos de la línea base, recuperaciones bajas 

de muestras o después de aplicar un procedimiento de limpieza de los canales del 

equipo. 
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ANEXO l. INFORME DE LA INCERTIDUMBRE 
P'ara reahzar este anexo se sig,ue lo establecido en la gl!Jía CG 4 

EURACHEMl/CITAC. Cuantificación de la incertid1Jmbre en medidas analíUcas 2012. 

Determinación de nutrimentos en las matrices de agiua salobre· y du~ce por el 

equ1ipo FIA Lachat QuickChem 8500. 

Resumen. Determ~nación de nutrime·ntos. nitrato, nitrito y· amonio. 

Objetivo. 

Se cuantifican estos nutrimentos utilizando el equipo de aná1lisis por inyección en 

flujo. Procedimiento normalizado en el laboratorio de Oceanografia Quínnica, 

CIMAR-UCR. 

Procedimiento de medición. 

En ell diagrama de flujo de l1a Figura 29 se indican las distintas etapas para realizar 

la cuantificación de nutrimentos (nitrato, nitrito y amonio) en la matriz de agiua dulce 

y salada. 

Preparación de re·actiivos para el equipo. Prepa rac íón de pa1tronies de callibración. 

Figura 29: Diagrama del procedimiento para la determinación de nutrimentos, nitrato, 
nitri1to, amonio y fósforo totall. 

81 



Mensurando. 

Es la concentración de cada nutrimento determinado en ambas matrices 

según la recta de calibración externa y la señal transitoria dada por el equipo, 

tomando en cuenta algún factor de dilución que haya sido necesario realizar. 

La concentración de los nutrimentos amonio, nitrito y fósforo total está dada 

por la siguiente relación. 

(12) 

Donde: 

C11 : Concentración del nutrimento. 

A0 : Área integrada de la señal generada por el fotodetector restando la señal del 

blanco. 

b0 : Ordenada en el origen de la curva de calibración. 

m1 : Pendiente de la curva de calibración. 

fd: Factor de dilución (si aplica). 

Para el caso de la cuantificación de nitrato, el canal del equipo determina la señal 

de nitrato + nitrito, ya que la muestra en su totalidad pasa por la columna de Cadmio 

para que el nitrato sea reducido a nitrito. Por lo tanto, se agrega un factor más que 

es la señal de nitrito. 

(13) 
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Identificación de lías fue111tes de incertidumbre. 

Con eJ fin de encontrar llas contribuciones más significativas para la 

incertidumbre se construyó un di1agrama de causa~efecto que se muestra en la figura 

30. 

Repelibllirlad 

Ana s 

Repet1biliílad 

asva. 
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(U ~I 

Figura 30: Diagrama de causa efecto para lai cuantificación de la incertidumbre . 

.Cuantific.achin de la ln~ettidumbre. 

Se determina directamente la con!ribució11 combinada a la incertidumbre de 

las resultados de todas la1s fuentes indicadas eni la figura 28, usando datos del 

desempeño del método. Se presenta a continuación un ejemplo del cálb.Jlo de 

incertidurnblie para una de. las muestras analízadas. 

Ejemplo: Análisis del 04 de mayo de un blanco fortrucado de taboratorio 1, analito 

nirtrito. 
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Cuadro XXXII: Variables y valores obtenidos para la pipeta aforada. 

Variable. Tolerancia. Repetibilidad. 

Volumen 5,00 mi. 0,03 0,0005 

Cuadro XXXl'll: Variables y valores obtenidos para la curva y la repetibilidad . 

Variable. Incertidumbre. 

Repetibilidad. 0,053 

Sm. 0,0017 

0,022 

(
tolerancia)

2 

u(Cn) :::: Cnx {6 + (rep) 2 + (temperatura) 2 + (repanalista) 2 + Sm 2 + Sb 2 

u(Cn) = 11,lOuMx (º'J:t + (0,0005) 2 + (5x3xz~xio-")
2 

+ (0,053) 2 + (0,0017)2 + (0,022) 2 

u(Cn) = 11,lOuMx0,060 

u(Cn) = 0,070 

Incertidumbre expandida asociada a la concentración de nitrito a un 95% de 

confianza y un factor de cobertura K = 2u(cn) = u(concentración)x2 

u(Cn) = 0,14 

Cn = 11,10 ± 0,14 uM. 
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ANEXO 11. MODIFICACIONES SUGERIDAS AL PROTOCOLO DE OPERACIÓN 
NORMAUZADO (PON NUTRIS FIA 2014, CIMAR LOO) PARA LA 
CUANTIF ICACIÓN DE LOS ANALITOS NITRATO, NITRITO Y AMONl:O EN 
AGUAS DULCES Y SALOBRES. 

• Se sugiiere agregar en las secciones tituladas como: 

H.1 Procedi1mientos. (Página 4 sección número 5 del PON}: 

Se debe mantener en el !laboratorio y en un archivo de Excel accesfül:e y 

titulada como "carta de control de blancos fortificados" y que sea del conocimiento 

del usuario analista, un gráfico de control de Shewhart actualizado, para los Blancos 

Fortificados de laboratorio {bla11cos control) de cada nutrimento·. Se deben de leef 

un mínimo de 3 blancos contro l (hasta 6) preparados a partir de patrones 

certificados de cada analito. Estos contienen una concentración que coincide con el 

patrón intermedio de la curva y con todos analitos que se deseen evaluar. 

P'ara las cartas de control se plantea una hipótesis nula r.a cual es que e 

proceso está bajo contra estadístico. Los puntos que queden fuera de los límites 

serán evidencia suficiente para, rechazar la hipótesis nula. 

Para definir los límites para S se asume que todas las muestras arializ.adas 

vienen de una población con media µ y desviación estándar a, entonces existen dos 

cantidades: µs ± 3a5 así se puede estimar una cantidad con constantes cuyos 

valores depe.nden del tamaño de la muestra. Dichos valores están tab1.J lados y se 

aplican para generar los limites estadísticos (Na1\iidi, 2015). Para el caso de la carta 

de control X, se aplica lo mismo que en las cartas 5, solamente que se trabaja con 

µ:r. ± 3ax. 

La frecuencia de evaluación de los blancos control queda a criterio del 

usuario analista., segú1n se considere necesario al observarse: comportamientos 

erráticos de la linea base, recuperaciones bajas de muestras o después de aplicar 

un procedimiento de !limpieza de los canales dell eq uipo. 
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J. Control y evaluación de la técnica. (Página 23 del PON): 

J.1 Evaluación del efecto de Carry Over. 

Se preparan cuatro estándares de concentración conocida: dos que contengan una 

concentración alta en el rango de concentración del método y otros dos de baja 

concentración; así se tendrán cuatro señales, que se pueden identificar como a1, a2, 

b1 y b2. Entonces el efecto de "Carry Over'' puede ser denotado como sigue: 

(14) 

Si el valor de K se encuentra entre un 0,5 y un 2,0%, se dice que el efecto de "Carry 

Over'' no influencia el resultado de forma significativa. Más allá de este rang10, se 

recomienda realizar una revisión a las condiciones del equipo en el momento del 

análisis 

La frecuencia de evaluación del1 Efecto de Carry Over queda a criterio dell usuari10 

analista, según se considere necesario al observarse: comportamientos erráticos de 

la línea base, recuperaciones bajas de muestras o después de aplicar un 

procedimiento de limpieza de los canales del equipo. 
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ANEXO 111. RESUMEN DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS EN LOS 
EXPERIMENTOS DE CONTROL DE CALIDAD DEL MÉTODO. 

Cuadro XXXIV: Resumen de muestras analizadas durante los experimentos de 
control de ca1~idad. Analito: Especies nitrogenadas. 

Muestra Fecha 

(A) Estero Estadón 1 13/04/18 

Superficie 

(B) Estero. Estación 4 13/04/18 

Superficie 

(C) Estero. Estación 13/04/18 

5. Superficie. 

(D) Estero. Estación 13/04/18 

6. Superficie. 

(A) Estero Estación 1 20/04/18 

Fondo. 

(B) Estero Estación 2 20/04/18 

Fondo. 

(C) Estero Estación 3 20/04/18 

Fondo. 

(D) Estero Estación 4 20/04/18 

fondo. 

(A) Estero Estación 2 26/04/18 

Superficie. 

(B) Estero Estación 3 26/04/18 

Superficie. 
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Hora inicio Hora finalización 

9:32 am 12:54 pm 

9:32 am 12:54 pm 

9:32 am 12:54 pm 

9:32 am 12:54 pm 

9:15 am 12:16 pm 

9:15 am 12:16 pm 

9:15 am 12:16 pm 

9:15 am 12:16 pm 

10: 33 am 1:43 pm 

10: 33 am 1:43 pm 



Muestra Fecha Hora inicio Hora finalización 

(C) Estero Estación 5 26/04/18 10: 33 am 1:43 pm 

Superficie. 

(O) Estero Estación 6 26/04/18 10: 33 am 1:43 pm 

Fondo. 

Fallo del equipo 10/05/18 Fallo del equipo Fallo del equipo 

(A) Estero Estación 2 30/05/18 9:10 am 12:55 pm 

Superficie. 

(8) Estero Estación 1 30/05/18 9:10 am 12:55 pm 

fondo. 

(C) Estero Estación 4 30/05/18 9:10 am 12:55 pm 

Fondo. 

(O) Estero Estación 3 30/05/18 9:10 am 12:55 pm 

Fondo. 

(A) Río Cuarto 40 m 24/05/18 10:30 am 1:30 pm 

(8) Río Cuarto 50 m 24/05/18 10:30 am 1:30 pm 

(C) Estero Estación 1 24/05/18 10:30 am 1:30 pm 

Superficie 

(O) Estero Estación 2 24/05/18 10:30 am 1:30 pm 

Superficie 

(A) Río Cuarto O m 08/06/18 11:14 am 4:30 pm 

(8) Río Cuarto 1 O m 08/06/18 11:14 am 4:30 pm 

(C) Río Cuarto 20 m 08/06/18 11:14 am 4:30 pm 

(D) Río Cuarto 30 m 08/06/18 11:14am 4:30 pm 
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Muestra Fecha Hora inicio Hora finalización 

(A) Estero Estación 2 15/06/18 10: 45 am 2:15 pm 

Superfide. 

(B) Estero Estación 3 15/06/18 10: 45 am 2:15 pm 

Superficie. 

(C) Río Cuarto 40 m 15/06/18 10: 45 am 2:15 pm 

(O) Río Cuarto 50 m 15/06/1'8 10: 45 am 2:15 pm 

Cuadro XXXV: Resumen de muestras analizadas durante los experimentos de 
control de calidad. Analito: Fósforo total. 

Muestra Fecha Hora inició Hora finalización 

(A) Estero Estación 1 28/06/18 9:32 am 12:54 pm 

Superficie. 

(B) Estero Estación 5 28/06/18 9:32 am 12:54 pm 

Fondo. 

(C) Estero Estación 2 28/06/18 9:32 am 12:54 pm 

Fondo. 

(D) Estero Estación 6 28/06/18 9:32 am 12:54 pm 

Superficie. 

(A) Estero Estación 1' 06/07/18 10:32 am 1:50 pm 

fondo. 

(B) Estero Estación 2 06/07/18 10:32 am 1:50 pm 

Superficie. 

(C) Estero Estación 3 06/07/18 10:32 am 1:50 pm 

Fondo. 
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Muestra Fecha Hora inicio Hora finalización 

(O) Estero Estación 4 06/07/18 10:32 am 1:50 pm 

Fondo 

(A) Estero Estación 3 13/07/18 10:35 am 1:52 pm 

Superficie. 

(B) Estero Estación 4 13/07/18 10:35 am 1:52 pm 

Fondo. 

(C) Estero Estación 5 13/07/18 10:35 am 1:52 pm 

Fondo. 

(O) Estero Estación 6 13/07/18 10:35 am 1:52 pm 

fondo. 

(A) Estero Estación 1 20/07/18 10:12 am 1:40 pm 

Fondo. 

(8) Estero Estación 2 20/07/18 10:12 am 1:40 pm 

Superficie. 

(C) Estero Estación 3 20/07/18 10:12 am 1:40 pm 

Fondo. 

(O) Estero Estación 4 20/07/18 10:12 am 1:40 pm 

Superficie. 

(A) Río Cuarto 20 m 26/07/18 10:36 am 2:12 pm 

(B) Río Cuarto 40 m 26/07/18 10:36 am 2:12 pm 

(C) Río Cuarto 50 m 26/07/18 10:36 am 2:12 pm 

(O) Lago Gonzáles O 26/07/18 10:36 am 2:12 pm 

m 

(A) Río Cuarto O m 03/08/18 10:29 am 1:49 pm 
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--·~-·-·--- --·-···----·-·-

Muestra Fecha Hora inicio Hora finalización 

Río Cuarto 1 O m 03/08/18 10:29 am 1:49 pm 

Río Cuarto 30 m 03/08/18 10:29' am 1:49 pm 

L Gonzáles Fondo 03/08/18 10:29 am 1 :49 pm 

ANEXO IV. EJEMPLO DE CÁLCULO PARA LA EVALUACIÓN DE LA LINEALIDAD 
CON RECTAS DE CALIBRADO EXTERNO. 

Se muestra un ejemplo de cálculo para la evaluación de la linealidad del 

analito nitrato. En el cuadro XXXVI se muestran los valores de la superficie 

generados por el software Omnion® para la curva realizada por triplicado. 

Cuadro XXXVI: Datos de la curva para la evaluación de la linealidad mostrada en 
la Figura 9. 

Patrón Volumen Concentración Sup Sup Supe Promedio Desvest 

alícuota uM A B 

(mi) 

1 15,00 36,92 4,24 4,23 4,20 4,22 0,023 

2 12,50 30,77 3,55 3,57 3,56 3,56 0,010 

3 10,00 24,62 2,86 2,84 2,84 2,85 0,012 

-·--··-·-.. --·····-·----·-· ... ···· - -·--·--·----
4 7,50 18,46 2,12 2, 11 2,12 2,12 0,006 

5 5,00 12,31 1,39 1,39 1,39 1,39 0,000 

6 2,50 6,1 5 0,68 0,68 0,68 0,68 0,000 

7 1,30 3,20 0,33 0,33 0,33 0,33 0,000 

8 0,50 1,23 0,14 O, 15 0, 13 0,14 0,010 
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0,30 0,74 0,06 0,05 0,07 0,06 0,010 

*Superficie del blanco fue igual a O. Este es el 1 Orno patrón. 

A partir de estos datos se procede a calcular los parámetros necesarios para realizar 

el cálculo del LC y LO segün Meir y Zund (Método de cálculo fue referenciado en la 

propuesta de este proyecto). Los resultados se muestran en el cuadro XXXVII. 

Cuadro XXXVII: Resultados de los parámetros calculados a partir del criterio de 
Meiry Zund. 

Número 10 
de datos 
SumX 134,40 
SumY 15,37 
SumX2 3458,63 
SumY2 45,80 
SumXY 397,97 
PromX 13,44 
PromY 1,54 
Sxx 1652,20 
Syy 22,17 
Sxy 191,37 
Sy 0,02 
r 1,00 
Desvest 0,02 
l_!endiente 
Desvest 0,01 
interce~to 
T student 2,31 
95% {N-2} 

Así se determina un LO de 0,00 y un LQ de 3,9 µmol/L. 
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