EuSANA DE
- . Rev. Cubana Quim.
'T.Lll]fﬂli.‘.".;}il V0l.30, no.1, enero-abril, 2018, pags. 131-142, e-ISSN: 2224-5421

Cuantificacion de los contenidos de nitrato en aguas de pozo y aguas
residuales con el empleo de electrodos selectivos

Quantification of nitrate contents in waters and wastewater with the use of
selective electrodes

MSc. Surey Ramirez-Gonzélez ', Lic. Rujaime Cruzata-Manuel "', Dra. C. Margie Zorrilla-
Velazco ', Ing. Yamell Jiménez-Prieto ', Dra. C. Maira Maria Pérez-Villar ',
Lic. Yennier Cruz-Bermudez ", Lic. Luis Ernesto Morera-Hernandez "

sureyrg@uclv.edu.cu, mairapv@uclv.edu.cu, margiezv@uclv.edu.cu,
yennierc@uclv.edu.cu, yamelljp@uclv.edu.cu

' Centro de Estudio de Quimica Aplicada, Universidad Central de Las Villas, Cuba;
"' Departamento de Licenciatura en Quimica, Universidad Central de Las Villas, Cuba

Recibido: 24 de Abril de 2017 Aceptado: 4 de julio de 2017

Resumen

En este trabajo se realiza la validacion parcial del método potenciométrico empleando
electrodos selectivos, para la cuantificacion del contenido de nitrato en muestras de aguas de
pozo y residuales. Se evaltan los parametros de desempefio: linealidad, sensibilidad, limite
de deteccion (LD), limite de cuantificacion (LC), precisién y efecto matriz. Se obtuvo un
intervalo lineal entre 0,5 y 100 mg/L, un limite de deteccién de 0,367 mg/L y de cuantificacién
de 1,224 mg/L. El coeficiente de variacion se encuentra por debajo de dos, siendo mucho menor
a concentraciones de nitrato por encima de 30 mg/L. Se llevo a cabo ademdas una comparacion
entre la curva de calibracion establecida y el método de adicion del patrén, observandose efecto
matriz. Se realizd la determinacion de nitrato en muestras de agua de pozo y aguas residuales,
no cumpliendo las mismas con las normas cubanas en materia de agua y aguas residuales.
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Abstract

The partial validation of the potentiometric method was conducted by means of selective
electrodes for the nitrate contents quantification in samples of groundwater and wastewaters.
First, the performance parameters were evaluated: linearity, sensitivity, limit of detection (LD),
limit of quantification (LC), precision and matrix effect. A linear range was obtained from 0,5 to
100 mg/L of nitrate, detection limit of 0,367 mg/L and the quantification of 1,224 mg/L.
The coefficient of variation is below two, which is considerably lower at nitrate concentrations
above 30 mg/L. A comparison was also made between the established calibration curve and the
standard addition method, displaying the matrix effect. The determination of nitrate was
performed in samples of drinking water and wastewater, and did not comply with Cuban water
and wastewater standards.
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Introduccion

En la evaluacion de la calidad del agua los compuestos de nitrégeno presentan una gran
importancia debido a su participacion en los procesos biologicos que ocurren en ella,
como también por la toxicidad que pueden presentar para los organismos acuaticos.
Particularmente, en la calidad del agua de abasto reviste gran importancia la
determinacion del ion nitrato, el cual se encuentra presente de forma natural tanto en
aguas superficiales como subterrdneas en bajas concentraciones, pero el
consumo de agua con alta concentracién del mismo puede causar deficiencia en
el transporte de oxigeno en la corriente sanguinea. La contaminacion del agua
subterranea por nitratos producto de la fertilizacion excesiva, practica agricola o
inadecuada disposicién de las aguas residuales, tanto industriales como domésticas
constituye un problema de actualidad. Las consecuencias asociadas a este
deterioro pueden repercutir sobre la salud de las comunidades a corto, mediano o largo
plazo [1-3].

En este sentido, el desarrollo de técnicas de analisis fisico-quimico para este
contaminante en las aguas constituye una herramienta para su monitoreo y control,
evitando el consumo de agua contaminada por la poblacion. La dificultad de la
determinacion de nitratos en aguas estd dada por la gran posibilidad de encontrar
sustancias interferentes, amplios intervalos de concentracion y la complejidad que
presentan las diferentes técnicas analiticas, por lo que la validacion de métodos
de ensayos constituye una garantia de la calidad de los resultados que se reportan [4].

Entre las técnicas mas empleadas para la cuantificacién de aniones se encuentra la
potenciometria directa con el empleo de electrodos selectivos, la cual permite realizar
mediciones en las muestras o en diluciones de estas, constituyendo un método rapido,
preciso y con bajo consumo de reactivos. Cuando se aplica esta técnica, la veracidad
depende en lo fundamental del medio en el cual se encuentran los iones, es decir la
matriz, dada la capacidad de cada electrodo para discriminar entre varias especies
presentes. Las técnicas potenciométricas tienen como ventaja que utilizando un menor
volumen tanto de muestra como de reactivos, es posible cuantificar elementos de interes
dando como resultado una disminucion en el costo de la determinacion, residuos
generados y ademas se optimizan los recursos en el trabajo experimental [5-8], por lo
que el presente trabajo tiene como objetivo determinar el contenido de nitrato en aguas

de pozo y aguas residuales con el empleo de electrodos selectivos.
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Materiales y métodos

Se utilizaron reactivos de grado analitico y agua desionizada (ultrapura) con una
conductividad por debajo de 2 puS/cm para todos los ensayos. Se empled un electrodo de
ion selectivo (ISE) a iones nitrato (NO3z") NO 501 (marca: WTW) y un Electrodo (ISE)
(NO3) R 503 (Referencia) (marca: WTW) con solucion de llenado (ELY/BR/503/N)
(solucion de (NH4)2SOs4). Para las medidas se utiliz6 un potenciometro inoLab pH ION
735 (WTW). Como solucion patron se empled NaNOs (ES/NOz3") y para el ajuste de la
fuerza idnica un Buffer (TISAB/NO3) (solucion de Al2(SOs)3). La cristaleria utilizada en
las determinaciones, estd debidamente verificada por la Oficina Territorial de
Normalizacion (OTN) en Villa Clara, Cuba.

Criterios de verificacion aplicados al método desarrollado

La verificacion del método se llevd a cabo segun lo establecido en las normas de
validacién [9-11]. Se evaluaron los siguientes parametros de verificacion: especificidad,
intervalo lineal, limite de deteccidn, limite de cuantificacion, precision y efecto matriz.
Todos los célculos realizados durante el procesamiento de los datos experimentales se

realizaron con el programa Microsoft Office Excel 2010.

Intervalo de respuesta lineal

Se realizaron tres réplicas de curvas de calibracion (serie A, serie B y serie C) con
concentraciones del patron de NaNOs comprendido entre 0,5 y 100 mg/L y solucion de
ajuste de fuerza ionica 1, 3 y 5 mL respectivamente. Cada punto de las tres curvas se
ley6 10 veces y luego se construyd la curva promedio de cada serie de datos. La
linealidad de los datos se evalu6 a través de los test de Tiley [9], Falta de Ajuste (LOF)
[12, 13], analisis del Coeficiente de Calidad (QC) [13, 14] y de los residuos de la

regresion lineal [9].

Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Se determind el limite de deteccién y de cuantificacion de acuerdo con la definicion
recomendada por la IUPAC [15]. Para ello se prepararon diez réplicas de soluciones
blanco para cada ion y se realizo la medicion de los valores de potencial.

Precision

Repetibilidad: Se realizo la lectura de las soluciones patron de nitrato en tres niveles de
concentracion diferentes, comprendidos dentro del rango de estudio (n=10).
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Las soluciones fueron preparadas en un mismo dia y con el mismo analista. Se calculd
la media de la concentracion, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de la

repetibilidad (CVy) de los resultados obtenidos.

Precision intermedia: Se realiz6 en condiciones de repetibilidad pero en tres dias
diferentes y con diferentes analistas. Los valores obtenidos se analizaron en un solo

grupo y se calculd la media (Xm); la desviacion estandar (Sh) y el coeficiente de

variacion (CV %) de las determinaciones efectuadas.

Efecto matriz

Se llevaron a cabo estudios de comparacion de dos funciones de calibracion [12], una
con patrones y otra obtenida por adicion de estandar, para todas las muestras analizadas.
Se comparan las varianzas de los calibrados mediante un test de F de Snedecor [12].
Para este test se consideran las siguientes hipétesis: HO: Varianzas iguales =; Fexp <

Fcritico y H1: Varianzas distintas #; Fexp > F critico.

Se realiza un t-Student [7]. Las hipdtesis a tener en cuenta son las siguientes: HO:
Pendientes iguales b1l = b2; t exp<t critico y H1: Pendientes distintas bl # b2; t exp >t
critico. Y por ultimo, se comparan los términos independientes para los que se considera
HO: ordenadas iguales al = a2; z exp < z critico y H1: ordenadas distintas al # a2;

Z exp = z critico.

Resultados y discusion

Linealidad
Las curvas de calibracion para la determinacién de nitrato de cada serie, luego de

eliminar los datos andmalos, se muestran en la figura 1.
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Fig. 1. Curvas de calibracion para las tres series de patrones de nitrato

Los resultados de los test de linealidad realizados a los datos se muestran en la tabla 1,

obteniéndose que para el test de Tiley Fcalculado < Fcritico, 10 que reporta la existencia

de linealidad en las tres curvas de calibracion segun establece [11].

El mismo comportamiento se observo para el analisis del coeficiente de calidad, pues en

todos los casos presenta un valor menor que el 3 % [15].

En los resultados del test de falta de ajuste, se encontro que Fexp<Fcritico para la
serie A. La varianza de falta de ajuste no sera estadisticamente mayor que la del error
puro, por lo que no existe un error debido a la falta de ajuste del modelo que no pueda
ser atribuido al propiamente aleatorio, por lo tanto, el modelo lineal se ajusta
perfectamente a los datos experimentales. Sin embargo, para la Serie B y Serie C,
Fexp > Fcritico; lo que indica que los valores de estas curvas de calibracion no se
ajustan al modelo lineal seleccionado [13]. El coeficiente de correlacion de la curva de
calibracion de la serie A y serie B indica que existe una correlacion aceptable entre las
variables analizadas, al ser mayor que el valor critico reportado; no siendo asi para el

caso de la curva de calibracién de la serie C, donde se evidencia la falta de correlacién,
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ya que rexp (0,998) < reritico (0,999) criterio de aceptacion establecido en [11] para este

parametro.

TABLA 1. VALORES DE LOS TEST DE LINEALIDAD REALIZADA
A LAS CURVAS DE CALIBRACION

Tilev LOF QC R
Calculado| Critico| Calculado| Critico| Calculado| Critico| Caleulado| Criterio
Serie A 0 000 524 |43l 1338TIS | 016% 0.999 753
Serie B| 0,002 172 | 7 2925231 |7 031 % 39 |[0.999019| 0,999
Serie C| (0,000327 |1,429 8| 30,51943 (2,1278| 046 % (0,997 882

En las series B y C se observa una pérdida progresiva de la linealidad, lo que puede ser
debido a la elevacién del porciento de solucién de ajuste de fuerza idnica afiadido a
estos patrones, con relacion a los afadidos a la serie A [17]. La evaluacion de la
condicion de homocedasticidad se realizd mediante el andlisis de los residuos (figura 2),
observandose la distribucién homogénea de los mismos, por lo que se considera que el
modelo presenta un buen ajuste a los datos [18]. Estos resultados evidencian la
linealidad de los datos obtenidos de la serie A, por lo que el analisis del resto de los

parametros de desempefio del método se realiz6 sobre la curva de calibracion de la serie A.

Residuales Serie A

R I S ;
. ¢ s {%

In(c)

Fig. 2. Grafica de residuales de la curva de calibracion de la serie A

Sensibilidad

El valor de la pendiente de esta ecuacion es igual 0,128 3; el cual se corresponde con el
valor del coeficiente angular (¢). Se calcula la sensibilidad del método a partir
del intercepto de la ecuacion de regresion ajustada para la curva logaritmica y la misma
tiene un valor de 0,019 2 lo que indica que el método es sensible y que pequefias

variaciones en la concentracion producen grandes cambios en la diferencia de potencial.
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Limite de deteccion y Ilimite de cuantificacion

Los valores del limite de deteccion y el limite de cuantificacion para el método de
determinacion de iones nitrato se muestran en la tabla 2. El limite de deteccion obtenido

es inferior al reportado por Murray et al. y Wang, Q. et al. [19, 20].

TABLA 2. VALORES DE LOS LIMITES DE DETECCION
Y CUANTIFICACION PARA EL METODO EN ESTUDIO

c({NO3) mg/L
Limite de Deteccion=3*5D 0.367
Limite de Cuantificacion=10*5D 1.224
Precision
Repetibilidad

En la tabla 3 se muestran los resultados de la concentracion de nitrato, obtenidos
para el estudio de repetibilidad sobre la base de 20 determinaciones realizadas en tres
niveles de concentracion: 0,5 (bajo); 50,0 (medio) y 100,0 (alto) mg/L; bajo condicion
de repetibilidad. Se determina el coeficiente de variacion, obteniendo valores menores
que el 11 % para los tres niveles analizados, lo que se corresponde con el criterio de

aceptacion utilizado para este parametro [11].

TABLA 3. VALORES DE CONCENTRACION DE NITRATO EN
MUESTRAS PATRONES EN CONDICIONES DE REPETIBILIDAD

< Nivel bajo | Nivel medio Nivel Alto
Parametro
(0,5 mg/L) | (50,0 mg/L) | (100,0 mg/L)
Promedio 0,50 49,55 101,30
SD 0,007 0,936 2,670
C.V Repetibilidad (%) 1,49 1,89 2,64

Precision intermedia

Los resultados de la concentracion de nitrato, obtenidos para el estudio de
reproducibilidad (tabla 4), muestran que el coeficiente de variacion (%) para cada
dia fue menor que 11 %, lo que indica que hay buena reproducibilidad en los
analisis [21, 22].

(¥4 Rev. Cubana Quim., vol. 30, no. 1 enero-abril, 2018. e-1ISSN 2224-5421



Cuantificacién de los contenidos de nitrato en aguas de pozo y aguas residuales
con el empleo de electrodos selectivos

TABLA 4. VALORES DE UNA MUESTRA ESTANDAR
EN DIFERENTES DIAS POR DISTINTOS ANALISTAS

Media 0,50 0,51 0,50
Desviacion Estandar (SD) 0,008 0,006 0,009
Coeficiente de Variacion (%) 1,51 1,26 1,79

Los calculos realizados para los coeficientes de variacion entre los dias y de Horwitz
[23], confirman que CV % entre dias/analistas (1,054) << CV % Horwitz (11 %), por
tanto se considera este criterio como de precision aceptable para el método.
La comparacion por ANOVA de los valores de F obtenidos evidencian que
Fexp (2,317) < Fcritico (3,68). Criterio que demuestra que los resultados obtenidos en
los diferentes dias y utilizando analistas diferentes, no difieren entre si y que el método

€s preciso.

La comparacion del valor de la C de Cochram calculado con el tabulado, muestra que
C calculado (0,488) < C tabulado (0,707); por lo que la variacién del método se

considera igual para los tres dias y los analistas bajo estudio.

Como el estudio de la precisién, evaluado a través de los resultados de los ensayos de
repetibilidad y precision intermedia, cumple con los criterios de aceptacion establecidos,
se considera que el método estudiado es capaz de dar resultados semejantes de

concentracion de nitrato en agua cuando se aplica varias veces a una muestra.

Efecto matriz

Se realiz6 un test de comparacién de dos rectas, para conocer si las curvas de
calibracion con patrones y con adicion de estandar difieren significativamente. Se
comprobd la igualdad de las varianzas de ambos calibrados mediante la prueba F de
Fisher, seguidamente se analizo la igualdad de las pendientes, mediante el estadistico
t-Student. De forma anéaloga se comprobo la igualdad de los términos independientes
(tabla 5).
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TABLA 5. PARAMETROS ESTADISTICOS DEL ESTUDIO DE COMPARACION
DE LAS CURVAS DE CALIBRACION

Pendientes Términos independientes
Muestras Fexp | F critico texp t Fexp | F critico texp | tcritica
Pozo 1 41915 472032 0,024 1 288158
Pozo 2 482217 690331 0,025 4 241631
Pozo3 25081 386199 00233 24372
Fertilizantes| 66887 | 202981 12861 19| 2.12| gos0g| 0573 8| 43353| 1.984
Saladero 444272 359947 0.024 5 20932473
de pieles

Como F calculado es mayor que F critico (contraste de dos colas) para todas las
muestras analizadas, la hipotesis alternativa se toma como cierta y las varianzas de los
calibrados difieren significativamente. [24]. Se comprobd ademés que el estadistico t
calculado result6 mayor que el valor tabulado, lo que permite aceptar la hipotesis

alternativa, demostrando que las pendientes son estadisticamente diferentes.

Para los términos independientes los valores de F obtenidos de la comparacion
de las varianzas de los residuos del analisis de regresion realizado a los calibrados con
patrones y con adiciobn de estandar sobre las muestras reales, muestran que
Fexp < Fcritico (varianzas estadisticamente iguales), por lo que se acepta la hipotesis
nula. El estadistico t-Student calculado presenta valores para los cuales se cumple que
texp > tcritico. Se acepta la hipdtesis alternativa, concluyéndose que los términos
independientes son estadisticamente diferentes. Se demostré que las pendientes de los
calibrados con patrones y con adiciébn de patron sobre muestras reales son
estadisticamente diferentes, lo que permite afirmar que existe efecto matriz en las

muestras analizadas.

Los resultados de concentracion de nitrato obtenidos en muestras de agua de diferente
procedencia se presentan en la tabla 6, observandose que las aguas de pozo analizadas
no cumplen con los requisitos para consumo humano, observandose una concentracion
de nitrato en las muestras de agua de pozo por encima del Limite Maximo Admisible
(LMA), segin NC: 827/2010 [25]. Estos resultados pueden deberse a la cercania de
dichos pozos a grandes asentamientos poblacionales con ausencia de alcantarillado.
En el caso de las aguas residuales también son elevados los valores de concentracion
de nitratos lo que puede estar relacionado con la presencia de compuestos nitrogenados

en los procesos.
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TABLA 6. CONCENTRACION DE NITRATO EN MUESTRAS DE AGUA
DE POZO Y AGUAS RESIDUALES

Muestras C NO;(mg/L) LN;,;;/ezg(l)TONC
Pozo 1 141,8 £0,88 45
Pozo 2 82,1+0,15 45
Pozo 3 362,5+0,41 45
Aguas residuales de la fabrica de fertilizantes 261,9+0,23 -
Aguas residuales de saladero de pieles 246,8+0,28 -

Conclusiones

El método de determinacion de nitrato mediante electrodos selectivos cumple con los
parametros de desempefio linealidad, sensibilidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion y precisién, demostrandose que se puede emplear para la
determinacion de este parametro en aguas de pozo y aguas residuales. Se comprobé
la existencia de efecto matriz sobre las muestras analizadas. El estudio comparativo
de los andlisis realizados en muestras de aguas de pozo con respecto a las normas
cubanas, arrojé que no cumplen con este parametro por lo que no estan aptas para el

consumo humano.
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