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® Resumen

Este estudio estd dirigido a la validacion parcial de ensayos fisicoquimicos en agua por
espectrofotometria ultravioleta visible (UV). Dicha validacion se realiz usando cubetas de 5 cm de
espesor y un espectofotometro Génesys 10 UV. Los pardmetros de validacion determinados fueron
linealidad, repetibilidad, reproducibilidad, exactitud, limite cuantificacion, incertidumbre e incertidumbre
expandida, expuesto en la Norma Cubana (NC TS-368:2004 Guia para la validacion de métodos de
ensayo quimicos para alimentos). Todos los parametros de validacién evaluados cumplieron con los
requisitos normados, lo que garantiza una mayor confiabilidad en el trabajo analitico del laboratorio.
También se logro disminuir el limite de cuantificacion para todos los ensayos validados, lo cual permite
determinar concentraciones de interés para investigaciones ecolégicas. Elevados limites de cuantificacion
de ensayos para la determinacion de nitrito, nitrato, ortofosfato y cromo hexavalente han impedido la
cuantificacion de estas especies quimicas en cuerpos de agua como la bahia de Cienfuegos y algunos
embalses de la provincia. Este trabajo pretende validar estos ensayos para poder disminuir los limites de
cuantificacion, y entregar unainformacion que facilite la interpretacion ecolégicade los resultados de los
ensayos realizados.
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® Abstract

This study is aimed at the partial validation of physicochemical tests in water for visible ultraviolet
spectrophotometry (UV). This validation was performed using cuvettes of 5 cm thick and a Genesys 10
UV spectrophotometer. Validation parameters determined were linearity, repeatability, reproducibility,
accuracy, quantification limit, uncertainty and expanded uncertainty, as outlined in the International
Standard (TS-368 CN: 2004 Guide for the validation of test methods for food chemicals). All
validation parameters tested met the requirements regulated, ensuring greater reliability in laboratory
analytical work. Also able to reduce the limit of quantification for all validated assays, which allows to
determine concentrations of interest for ecological research. High limits of quantification assays for the
determination of nitrite, nitrate, orthophosphate and hexavalent chromium have prevented the quantification
of chemical species in water bodies such as the Bay of Cienfuegos and some reservoirs in the province.
Thiswork aimsto validate these tests in order to lower the limits of quantification, and deliver information
to facilitate the ecological interpretation of the results of the tests.
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Materiales y métodos

Para la validacion de los métodos de ensayo se
prepararonsoluciones patronestrazables. Las lecturas
se realizaron en un espectofotémetro Génesys 10UV
con cubetas de 5 cm de espesor. Los métodos que se
describen se realizaron segun el Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 1998).

Nitrito: El método para la determinacion del i6n
NO,*se basa en la formacion de un compuesto diazo
altamente coloreado del idn nitrito con lasulfanilamida
yeldiclorurode N-(1-naftil)-etilendiamina, el cual se
mide en un espectrofotometro a 543nm. Se prepard
una solucion patréon de trabajo (1 mg de N-NO-/L):
Setoman 3,3 mL de lasolucién de referenciade nitrito
de concentracion 304,35 mg/L de N-NO-, y se diluye
a1000mL conaguadestiladaa partir de estasolucion
madre se preparan patrones en el rango de
concentraciones desde 0,001 5 hasta 0,08 mg/L,
reportado en la norma.

Nitrato: EI método se basaen el empleo de sulfato
de hidracina como reductor de nitratos a nitrito (enun
medio alcalino en presencia de trazas de cobre como
catalizador de lareduccion)y determinacion del nitrito
mediante la clésica reaccion de Greiss. Se prepard
unasolucion patron de trabajo (7mgde N-NO-/L): Se
toman 3,1 mL de la solucion de referencia de nitrato
de concentracion 1 003 + 5 mg/L de N-NO-, y se
diluye a1 000 mL conaguadestilada. A partir de esta
solucién se prepararon patrones en el rango de
concentraciones desde 0,005 hasta 0,140 mg/L,
reportados en la norma.

Ortofosfato: El ortofosfato presente en la
muestra reacciona con molibdato de amonio y
tartrato de antimonio y potasio para formar un
complejo. Este complejo es reducido por el &cido
ascorbico para formar un complejo altamente
coloreado de azul. Se prepar6 una solucidn patron
de trabajo (2,5 mg de P-PO* /L): Setoman 7,7 mL
de la solucion de referencia de fésforo de
concentracion 326,15 mg/L de P-PO*, y se diluye
a 1 000 mL con agua destilada. A partir de esta
solucion de trabajo se prepararon patrones en el
rango de concentraciones desde 0,005 hasta 0,5
mg/L, reportados en la norma.

Cromo hexavalente: El cromo hexavalente
reacciona en medio ligeramente acido con la 1,5
difenilcarbazida formando un compuesto soluble
de colorrojizo-purpura, el cual es susceptible auna
medicion espectrofotométricaa 540 nm. Se prepard
una solucion patrén de trabajo a partir de una
solucion de dicromato de potasio (0,05 mg de Cr*¢/
mL) de aqui se toman 20 mL en 1 L de agua
destilada para dar una concentracion patron de
Cr "¢ de (0,0lmg de Cr**/mL. A partir de esta
solucion se prepararon patrones en el rango de
concentraciones desde 0,005 hasta 0,5 mg/L en
dos rectas diferentes.

Las pesadas se realizaron enunabalanzaanalitica
Sartorius (0,1 de precision) y laabsorbanciase midié
con un espectrofotémetro con cubetas de 5 cm de
espesor Genesys 10 UV.

Los parametros de validacion determinados fueron
linealidad, repetibilidad, reproducibilidad, exactitud,
limite cuantificacion, incertidumbre e incertidumbre
expandida, expuesto en la Norma Cubana (NC TS-
368:2004 Guia para la validacion de métodos de
ensayo quimicos para alimentos).

Linealidad: El estudio de linealidad fue realizado
sobre el rango de concentraciones descritas
anteriormente para cada uno de los analitos. Se
realizo la recta de regresion con la cual se completd
el estudio de linealidad.

Repetibilidad: En el estudio de repetibilidad se
analizaron 10 réplicas de solucién patrén de nitrito,
nitrato, ortofosfato y cromo hexavalente de
concentraciones 0,02 mg/L, 0,042 mg/L, 0,2 mg/Ly
para un rango bajo de concentraciéon 0,025 mg/L y
para un rango alto de concentracion 0,200 mg/L
respectivamente se realizaron por el mismo analista,
en las mismas condiciones del laboratorio y con los
Mismos reactivos.

Reproducibilidad: En el presente estudio
participaron 2 analistas, el analista 1 ensay6 5 réplicas
de solucién patron de nitrito, nitrato, ortofosfato y
cromo hexavalente de concentraciones 0,02mg/L,
0,042 mg/L, 0,2 mg/L, para un rango bajo de
concentracion 0,025 mg/L y para un rango alto de
concentracion 0,200 mg/L respectivamente en una
jornadade trabajo, y el analista 2 ensayo 5 réplicas de
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la misma solucién en otra jornada de trabajo, en las
mismas condiciones del laboratorio con los mismos
reactivos y en el mismo equipo.

Exactitud: Para el estudio de exactitud se utilizd
una solucion patron de nitrito, nitrato, ortofosfato y
cromo hexavalente de concentracién conocida y se
realizo 5 replicas por cada analito.

Limite de cuantificacion: Las determinaciones de
estos valores se realizaron utilizando 10 blancos
reactivosy calculando 10 veces su SD / pendiente de
la recta

® Resultados

En la figuras 1-3 se presentan las rectas de
regresion donde los coeficientes de correlacion lineal
para todos estos ensayos son altos y estan entre
0,095-0,098 %, lo cual significaque lalinealidad de la
recta es satisfactoria.
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Fig.1Curvadecalibraciondel nitrito.
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Fig.2 Curvadecalibraciondel nitrato.
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Fig.3Curvade calibracion del ortofosfato.

En la tabla 1 se muestran los valores de los
diferentes parametros para cada analito dando un CV
% para la linealidad entre 4,70-4,92% dando por
debajo del 5% establecido lo cual indica que en todos
loscasosel métodoeslineal, el CV %de larepetibilidad
yelde lareproducibilidad estan entre (0,49-1,75 %)y
(0,71-1,75 %) respectivamente dando por debajo del
3 % y el 5 % establecido, lo que significa que los
métodos son repetibles y reproducibles bajo estas
condiciones de validacion.

Laveracidad entodos los casos estuvo en el rango
establecido < 5 % dando entre (0,27-0,94 %)
demostrando la buena exactitud de los métodos
descritos. Los limites de cuantificacion paratodos los
métodos bajaron en comparacion con los existentes,
ayudando asi la determinacion de concentraciones
pequefias de dichos analitos en diferentes cuerpos de
agua.

Ladisminucion del L.C en especies nitrogenadas
puede favorecer la cuantificacion de nitrégeno en
ecosistemas que presentan bajos valores de los
mismos. Ejemplo la bahia de Cienfuegos.

Para realizar estudios ecoldgicos es necesario
poder determinar concentraciones méas bajas de P-
PO,” que las calculadas segun el LC usando
anteriormente. Por ejemplo segun la OECD (1982)
cuando la clasificacion trépica de un cuerpo de agua
es la mesotrofica los valores de fésforo se ubican en
elrango 10-35 ug/L. Comose observael limite inferior
de este intervalo es menor que el LC anterior, lo cual
dificultaba la determinacion del estado tréfico de los
cuerpos de agua cuando las concentraciones de
fésforo eran bajas.
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TABLA1.DATOS DE LOSPARAMETROS DE VALIDACION DE NITRITO, NITRATO Y ORTOFOSFATO

Analito | Linel. | Repetib. | Reprod. | Veracid. | L.Cx | L.Cy Incert. Incertid
=5% |[=3% =5 % =5 % Exp.
N-NOy | 4,22 1,75 2.37 0,54 0,000 2| 0001 0048 82 | E=2.57
0.14926
N-NOsy | 4,93 0,49 0.7 0,70 0,001 7| 0,040 005042 | E=2.57
0.12959
P-PO4~ | 4,70 0,68 1,12 0,27 0004 4| 0016 0048 82 | E=2.45
0.11961
® Cromo hexavalente Fue necesario buscar una solucion para que el

Inicialmente se comenzé lavalidacién del método
siguiendo el procedimiento propuesto por el LEA,
al realizar la curva de calibracion con dichos datos
el pardmetro de la linealidad fue evaluado pero no
cumpliaconlonormado dando unvalorde 15,85 >5 %.
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método no incumpliera con la norma, para lo cual
se hizo una recta de regresién en un intervalo bajo
de concentraciones (0,005-0,06 mg/L) y otraenun
intervalo masalto (0,08-0,5mg/L) con cubetasde 5
y 3 cm de espesor respectivamente. En la figura 4
se muestra las rectas de regresion obtenidas.
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Fig. 4 Curvasde calibracion del cromo hexavalente.

En latabla 2 y 3 se presentan los resultados de los
parametros de validacién del cromo hexavalente dando
una linealidad en ambos casos menor que el 5 %
establecido, la repetibilidad, reproducibilidad y
exactitud también dieron menor del 3%, 5%, y 5 %
respectivamente.

En lafigura 5 se expone la comparacion realizada
entre los limites de cuantificacién existentes y los
nuevos calculados, donde se muestra que para el
nitrito el limite de cuantificacion fue 5 veces menor
que el existente, 24 veces parael nitrato, 4 veces para
el ortofosfato y 2 veces para el cromo hexavalente.

TABLA 2. DATOS DE LOSPARAMETROS DE VALIDACION DEL CROMO HEXAVALENTE PARA
BAJAS CONCENTRACIONES

Linealid. | Repetib. | Reprod. | Veracidad. | L.C Invertid. | Invertid.
Cubetas | =5 % =3 % = 5% =5 % Exp.
de Scm | 0,87 0,98 1,50 2,04 00012 | 0,03054 | KE=3,18
0,057 11
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TABLA 3. DATOS DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION DEL CROMO HEXAVALENTE
PARACONCENTRACIONESALTAS

Lineahd. | Repetib. | Reprod. | Veracidad. | Invertid. | Invertid.
Cubetas [ =5 %6 =3 %% = 5% =5 % Exp.
de 3 cm 2,15 1.44 1.60 1,02 0,031 51 | E=2.78
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Fig.5 Comparacidnentre los limites de cuantificacion existentes y los nuevos calculados.

Conclusiones

El proceso de validacion de los ensayos
de nitrito, nitrato, ortofosfato y cromo
hexavalente cumplié con los pardmetros
establecidos en la Norma Cubana (NC
TS-368:2004 Guia para la validacién
de métodos de ensayo quimicos para
alimentos) y permitié la disminucidn
de los limites de cuantificacion de los
ensayos validados.
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