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® Resumen

Lainvestigacion que se presenta, se desarrolld en los laboratorios del Centro de Estudio de Quimica
Aplicada de la Universidad de Granma y del Centro de Estudios Académicos sobre Contaminacion
Ambiental de la Universidad Auténoma de Querétaro, México. Este inicia con un estudio documental
donde se toma como fuentes principales la base de datos Analytical Abstracts de la Royal Society
Chemistry enel periodo 1980-2009y el Manual de Métodos Normalizados paraanélisis de aguas potables
y residuales, que permitio seleccionar los métodos més adecuados para la determinacion de nitrégeno en
formade nitrato (NO ") en muestras de agua del rio Bayamo, tomandose como parametros de referencia:
tecnologiaanaliticarequerida, costos, productividad, propiedades analiticas e impacto ambiental. Unavez
seleccionado el método, se procedio6 a la validacion sobre la base de: intervalo de trabajo, limite de
detecciony cuantificacion, repetibilidad, reproducibilidad y exactitud. Como resultado principal se obtiene
una metodologia analitica confiable para la determinacion de nitrogeno en forma de nitrato (N- NO" )
en cuerpos de agua superficiales, recomendandose su aplicacion en la red de laboratorios de recursos
hidraulicos.

Palabras clave: validacion de métodos analiticos, nitrégeno en forma de nitrato.

® Abstract

The investigation that is presented was developed in the laboratories of the Applied Chemistry of
Study Center of the Granma University and of the Academic Studies Center about Environmental
Contamination of the Querétaro Autonomous University of Mexico. This beginswith adocumental study
where it takes as main sources the database Analytical Abstracts of the Royal Society Chemistry in the
period 1980-2009 and the Manual of Normalized Methods for analysis of drinkable and residual waters
that allowed to select the most appropriate methods for the nitrogen determination in nitrate form
(NO,) in water samples of the Bayamo river, taking as reference parameters: Required analytic
technology, Costs, Productivity, analytic Properties and environmental Impact. Once selected the
method, you proceeded to the validation on the base of: work interval, detection Limitand quantification,
repetibility, reproducibility and accuracy. Asaresultmain areliable analytic methodology is obtained for
the nitrogen determination in nitrate form (N - NO,’) in surface bodies of water, being recommended its
application in the laboratories of Hydraulic Resources.

Keywords: validation of analytic methods, nitrogen in nitrate form.
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® Introduccion

El uso del agua por el hombre ha conllevado a la
degradacion de la misma, hasta el punto de ser
inservible, dafiinae incluso mortal enalgunos lugares.
La contaminacion del agua consiste en una
modificacion de la calidad de la misma, haciéndola
impropia o peligrosa para el consumo humano, la
agricultura, lapesca, actividades recreativas asi como
para los animales o la vida natural. Las fuentes
primarias de contaminacién de las aguas son
producidas por desechos, residuos industriales, riego
y vertidos de aceite /1, 2/.

El fendmeno de la contaminacion de las aguas
se ha convertido en un problema cada vez més
complejo debido al tipo y diversidad de los
contaminantes, de modo que los sistemas
convencionales de evaluacion se fundamentan en
indicadores que no reflejan lacalidad del agua con
la exactitud requerida /3/.

La contaminacion del agua procedente de fuentes
difusas, es el resultado de un amplio grupo de
actividades humanas, donde los contaminantes no
tienen un punto preciso de ingreso en los cursos de
agua gue los reciben; esta se presenta cuando el agua
discurre sobre la superficie del terreno —escorrentia—
yal percolar por el subsuelo, arrastralos contaminantes
y losagregafinalmente aaguas superficiales, costeras
y subterraneas, por lo que son més dificiles de
identificar, medir y controlar /4, 5/.

Enlos dltimos veinte afios, cientificos, gestores
y autoridades publicas, han reconocido que los
ecosistemas acuaticos sufren diferentes problemas
ambientales, que son consecuencia de unacompleja
cadena de eventos que varian de un sitio a otro, y
que pueden en parte, ser atribuidos al
enriquecimiento de los nutrientes nitrégeno y fosforo
, laescorrentia de las tierras agricolas, actividades
de engorde de animales, areas urbanas, vertido de
aguas residuales, precipitacion atmosférica de
compuestos liberados durante la ignicion de
combustibles fosiles, son actividades que entre
otros contaminantes afiaden nutrientes al agua.
Este tipo de contaminacion que altera la calidad del
agua por exceso de nitrogeno y fésforo, se conoce
como el Proceso de eutrofizacion /6-8/.

Diversos trabajos cientificos han documentado la
existencia de los problemas ambientales y la pérdida
de la calidad del agua por el enriquecimiento de
nutrientes, pero en su mayoria refieren a casos
particulares de paises localizados en regiones
tropicales/9/.

Las formas de nitrogeno de mayor interés en las
aguasnaturalesy residuales son, por orden decreciente
de su estado de oxidacion, nitrato, nitrito,amoniacoy
nitrégeno orgénico. Todas estas formas del nitrégeno,
lo mismo que el nitrégeno gaseoso (N,), son
interconvertibles bioquimicamente y forman parte del
ciclo del nitrégeno /10/.

Elnitrogeno en formade nitrato enelagua, aparte
de ser el maximos responsables del proceso de
eutrofizacion, también es el causante de diferentes
enfermedades como son lametahemoglobinemia, el
cancer de eso6fago y estdbmago. Ademés produce
cianosis sobre todo en nifios que consumen con
frecuencia aguas contaminadas por este, lo que hace
imprescindible unrigoroso control de lacalidad de las
aguas respecto a este analito /4, 11, 12/.

El manejo y control de la calidad de las aguas,
constituyen uno de los problemas asociados a la
contaminacion ambiental que requiere de la
utilizacion de métodos confiables, que sean capaces
de dar una respuesta rapida y eficaz sobre el
estado del aguay su posible uso, permitiendo tomar
medidas para preservar su calidad y evitar su
deterioro /13/.

Los esfuerzos de la Quimica Analitica
medioambiental deben irencaminados hacialamejora
de los procedimientos ya existentesy al desarrollo de
nuevos procedimientos que permitan adecuar los
avances metodoldgicosy quimicos a las necesidades
del anélisis de la calidad del agua /14/.

En la actualidad se encuentra un gran nimero de
métodos analiticos para determinar nitrégeno en
forma de nitrato en muestras de aguas superficiales,
que si bien es un logro de las ciencias ambientales,
también es un reto la utilizacion correcta de los
mismos, ya que no siempre se aplican ensayos de
actitud, para verificar el buen funcionamiento de
estos, pudiéndose lograr a través de validaciones
analiticas.
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En Cuba, la mayoria de los laboratorios
responsables del andlisis de la calidad del agua, no
validan sus métodos analiticosy, aunque los utilizados
sean aprobados dentro de sus ministerios, esto por si
solo no es suficiente para lograr resultados analiticos
exactosy confiables, existiendo una gran cantidad de
factores que afectan la calidad de los mismos. Por lo
que deben desarrollar programas de control que
aseguren la calidad de los resultados. Es por ello, que
el presente trabajo tiene como objetivo, realizar la
validacion del método de sulfato de brucina para la
determinacion de nitrégeno en forma de nitrato en
muestras de aguas superficiales.

Materiales y métodos

Al no contar con materiales de referencia
certificados, fue necesario la elaboracion de un
material interno preparado en el laboratorio, por
adicion del analito en concentraciones conocidas,
paraesto, se tuvo en cuenta lo planteado en laNorma
Cubana como guia para la validacion de métodos
quimicos de ensayos /15/.

En la preparacion de los materiales internos, se
utiliz6 una muestra natural del rio Bayamo para
aprovechar su matriz y de esta manera conocer c6mo
funciona el método frente a la misma.

El rio Bayamo constituye un recurso natural de
extraordinario valor paralapoblacién de laciudad del
mismo nombre y las comunidades que se encuentran
en el entorno; nace en el Chorrerdn de Guama, en los
altos de Guisa, su cauce recorre un total de 75 km
hasta la presa Cauto el Paso, atravesando la ciudad
de Bayamo por el sur. Posee dos afluentes principales:
El arroyo Manegua y El arroyo Salado.

Su cauce y profundidad fueron rectificados en el
afio 2001 en un tramo de un km para la construccion
de undesvio de la carretera central, ademas no recibe
mantenimiento ni limpiezay esté obstruido enalgunos
tramos por derrumbes de su talud provocados por la
erosion. Este tramo en diferentes épocas del afio esta
cubierto de plantas acuéticas, llamadas cominmente
Jacinto de agua (Eichhornia crassipes) que obstruye
larépidacirculacion de las aguas, extendiéndose a lo
largo del cauce hasta su desembocadura en la presa
Cauto el paso.

De lo anteriormente expuesto se puede tener una
nocion de las condiciones que presenta el rio en todo
su trayecto.

Descripcion de la estacién de muestreo

Se establecio una sola estacion de muestreo en
una zonadel rio (El puente), que esta a unaalturade
45 metros sobre el nivel del mar. Ubicada a la salida
del municipio Bayamo conocido el lugar como El
Lavadero del Puente (20°25’ de latitud norte, 76°39’
de longitud oeste), visitado en época ain de lluviaen
la primera quincena de septiembre del 2006,
realizdndose el muestreo en una zonade profundidad
de 35 cm para el remanso; con fondo caracteristico
fangoso-pedregoso, piedras medianas y pequefias;
vegetacion arbustiva mayoritariamente, arboles
aislados, con mucha vegetacion de fondo (fam.
Cyperaceae y fam. Hydrocoritaceae); la
temperatura fue de 24 °C; velocidad promedio de la
corriente de 0,9 m/s para el rabion y 0,28m/s para el
remanso.

La conservacion de las muestras es un problema
de interésanalitico porque lacompleta estabilidad de
cada constituyente nunca puede ser conseguida.

Después de la toma de muestra la conservacion
simplemente retarda los cambios quimicosy bioldgicos
/16/. Cuando las muestras se almacenan sin acidificar
y sin congelar tienen lugar procesos de adsorcion
sobre las paredes de los recipientes, de modo que
parapreservar ladistribucion original de las especies,
las muestras deben almacenarse sin acidificar pero
congeladas /17/.

Para esta determinacion de nitrégeno en forma
de nitrato (NO,- N), las muestras fueron
conservadas en frascos de vidrio de 1000 mL de
capacidad, aciduldndolas con &cido sulfarico
concentrado 98,3 % (Pa) hasta un pH < 2 y
manteniéndolas a 4 °C, con estas condiciones la
muestra puede permanecer estable un periodo de
14 dias.

Analisis y seleccion del método de analisis

Para el andlisis del nitrégeno en forma de nitrato
en muestras de agua existe una gran variedad de
métodos analiticos. Como objeto de estudio de esta
investigacion se tomaron los informados por el Manual
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de métodos normalizados para el anélisis de agua
potabley residuales/10/, sobre labase de los siguientes
aspectos:

a) Tecnologiaanaliticarequerida.
b) Costos.

c) Productividad.

d) Propiedades analiticas.

e) Impactoambiental.

Seleccion del método mads adecuado para
determinar nitrégeno en forma de nitrato

(NO; -N)
Métodos propuestos:
De sulfato de brucina.
Cromatogréfico de iones.
Del electrodo de nitrato.
De reduccion de cadmio.
Automatizado de reduccion de cadmio.

De reduccion de cloruro de titanio (111).

N ok~ w N

Automatizado de reduccion de hidracina.

Tecnologia analitica requerida

Con excepcion del método 1, los demaés
requieren condiciones y tecnologia analitica que
encarecen ladeterminaciony no esta disponible en
el laboratorio. Esto determina que solo sea
considerado el primer método.

Costos

La aplicacion del método colorimétrico, es
relativamente econémico en comparacion con el
resto de los descritos debido aque instrumentalmente
requiere de un espectrofotometro que permitarealizar
lectura a 410 nm, un bafio de agua adecuado para
usarse a 92 °Cyunagitador magnético, sin necesidad
de utilizar alguna cristaleria especifica que no sea la
que se utiliza normalmente para métodos
colorimétricos.

Productividad

Ladeterminacion de nitrégeno en formade nitrato
(NO,- N) es dificil debido a los procedimientos
relativamente complejos que se precisan, alaelevada
probabilidad de que existan sustancias interferentesy
a los rangos limitados de concentracion de las
diferentes técnicas. Es por esto que el método de
sulfato de brucina requiere de una serie de pasos que
le da mayor confiabilidad a sus resultados, hacen un
tanto lenta su determinacién, disminuyendo asi su
nivel de productividad, aunque se llega a analizar un
gran numero de muestras en una jornada de trabajo,
pues permite su manipulacién de forma paralela.

Propiedades analiticas

El método de sulfato de brucina, ha sido al que se
le ha realizado modificaciones en las diferentes
ediciones del manual de métodos normalizados para
aguas potables y residuales, con el objetivo de lograr
una mayor confiabilidad de los resultados hasta este
con el cual se trabaja, que es muy selectivo y capaz
de generar resultados confiables, llegando a una
sensibilidad de 0,03 mg/L.

Impacto ambiental

En este método se generan residuales muy
peligrosos por su alto contenido de acido sulfurico,
maés la presenciade arseniato de sodio y del reactivo
desarrollador de color que contiene sulfato de brucina
que son sustancias tdxicas con las cuales hay que
tener bastante cuidado al trabajar con ellas.

Conclusién parcial

Dada la complejidad de la determinacion del
nitrégeno en forma de nitrato, se considerd que el
método de sulfato de brucina es el apropiado para su
determinacion.

Disefio metodoldgico para la validacién del
método de sulfato de brucina

Paralavalidacion de lametodologias analiticas se
siguid el procedimiento descrito enlaNorma Cubana
como guia de validacién de métodos quimicos de
ensayos /18/, cuyo objetivo es obtener de forma
experimental y para las condiciones particulares del

@ Vol. XXI1V, N° 2, mayo-agosto, 2012



Revista Cubana de Quimica, pags. 155-165

laboratorio, pardmetros que serviran como criterios
de confianza de los métodos analiticos; estos
pardmetros son: exactitud, precision, limite de
deteccion, limite de cuantificaciony zona de minimo
error del método.

Es importante destacar que el método validado es
colorimétricos, por lo que laetapainicial parallevara
cabo dicho proceso fue larealizacion de unacurva de
calibracion.

Intervalo de trabajo del método

Con el objetivo de seleccionar la zona de minimo
error del métodoy con ello determinar el intervalo de
trabajo de este, que garantice unamayor confianzade
los resultados que se generan, fue necesario el
desarrollo de la Curva de Ringbom /18/.

Lacurvade Ringbom, se lograa partir de los datos
experimentales que se obtuvieron para la curva de
calibracion, graficando por ciento de absorbancia
calculado (%ADb) Vslogaritmo de las concentraciones
(Log C).

%Ab P% 100-% T
donde % T: por ciento de transmitancia.

Esta curva, segin plantea P. Bermejo /18/, es
practicamente una recta en la zona central,
comprendida por el intervalo de 20-60 %T, y
desviandose de esta recta para valores por encimay
por debajo de este intervalo. Es decir, los valores
Optimos de absorcion para realizar medidas se
encuentran situados hacia lazona media de la escala,
y el intervalo 6ptimo de concentraciones para
conseguirlo esta limitado por los valores de Log C
correspondientesaloslimitesde lazonade larectade
la gréfica.

Limite de deteccién y de cuantificacién

Una de las ventajas de utilizar métodos
instrumentales de analisis es que son capaces de
detectar y determinar cantidades del analito mucho
mas pequefias que en los métodos de analisis clsicos.

Ellimite de deteccion L, es laconcentracion del
analito que daunasefial que estres veces ladesviacion
tipica del blanco y puede expresarse como:

L,=3S,/m
donde m: pendiente de la curva de calibracion
S, : desviacion tipica del blanco.

Cientificamente es cuestionable la determinacion
de S, por la gran pérdida de tiempo que esto
implicay el gasto de reactivos enrealizar maltiples
determinaciones del blanco /19/. Es més idoneo el
calculo del L, usando los resultados obtenidos de
la curva de calibracion y teniendo en cuenta una
suposiciéon basica del método de los minimos
cuadrados no ponderados, donde cada punto en la
representacion gréfica (incluido el punto que
representa el blanco o fondo) tiene una variacion
distribuidanormalmente (s6loenladirecciondey)
con una desviacion estandar estimada por S . Es,
por tanto, adecuado utilizar S en lugar de S, en
la estimacion del limite de deteccidn.

Por tanto, el limite de deteccion se calculateniendo
en cuenta la siguiente expresion analitica:

L,=3S,/m

S, © estima los errores en la direccion de las

absorbancias y se calcula por la siguiente expresion.

p

z(‘ 'E_T;'}-‘

N=—=
donde:

y.: esel valor de absorbancia obtenido para cada
punto de concentracién de los patrones para la
obtencion de la curva de calibracion.

o . . .
{'.:eselvalordeabsorbanciacorregido apartir de
| -7 - -7
laecuacion de larectaen lacurvade calibracion para
cada patron.

n-2:esel grado de libertad, conociendo que nen
este caso, es el niUmero de determinaciones, es decir
la cantidad de puntos de concentraciones tenidas en
cuenta para la curva de calibracion.

El limite de cuantificacion (o limite de
determinacion), es considerado como el limite méas
bajo para mediciones cuantitativamente precisas, y
se define como la concentracion del analito que da
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una sefial que es diez veces la desviacion tipica del
blanco.

L.=10S,/m

Lo anteriormente planteado para el limite de
deteccion, es también vélido para el limite de
cuantificacion, por lo que este se calculé a través de
lasiguiente expresion analitica:

L=10S,,/m

A laregion de concentracion comprendida entre
LcyLseledenominaregiondedetecciony laregion
de determinacion, o cuantificacién comienza con el
valor de L.

Precisiéon del método analitico

Teniendo en cuenta que la precision depende
solamente de ladistribucion de los errores aleatorios,
que no estd asociada con el valor verdadero y se
expresa generalmente como la desviacion tipica del
resultado analitico. Fue necesario determinar esta,
segun plantea la Norma Cubana como guia de
validacion de métodos quimicos de ensayo/15/,enel
que se tiene en cuenta la repetibilidad y la
reproducibilidad de los métodos.

Unaestimacionde larepetibilidad de un método
se obtiene cuando los resultados analiticos
provienen de idénticas porciones de ensayo, en el
mismo laboratorio, obtenidos por el mismo analista,
utilizando el mismo equipo y dentro de un corto
intervalo de tiempo /15/.

La reproducibilidad del método puede estimarse
bajo las mismas condiciones que larepetibilidad, pero
variando al menos una de las condiciones de trabajo,
en este caso se hizo variando el momento de ejecucion,
es decir desarrollandolo en dias diferentes.

Es importante sefialar, que tanto para la
repetibilidad como paralareproducibilidad del método,
no se usaron materiales de referencia, por sus elevados
costos, por lo que fue necesario preparar materiales
de control interno, a partir de muestras naturales del
rio Bayamoy por adiciones de unacantidad conocida
del analito a determinar.

Para cada método, la precision se determin6 por
medio de diez repeticiones en los tres niveles de
concentracionen estudio bajo, medioy alto. Luego se

calcul6 el coeficiente de variacion por medio de la
expresion analitica que aparece a continuacion:

(V= = 10

donde: b

S: desviacion estandar

x . media de las determinaciones.

Exactitud de los métodos analiticos

Al no disponer de un material de referencia
certificado, se procedio a la obtencién de un material
interno preparado de formamuy cuidadosaen nuestro
laboratorio, afladiendo cantidades conocidas de la
especie de nitrogenoaestudiar, utilizando unamuestra
natural del rio Bayamo, para aprovechar su matriz.

Este estudio, al igual que el de precision se realizd
haciendo diez repeticiones a tres niveles de
concentracion, bajo, medio y alto. Para estos niveles
se calculd el por ciento de recuperaciony se compard
estadisticamente con el 100 % para ver si existian
diferenciassignificativas.

El por ciento de recuperacion del analito afiadido
se calcula como cien veces la diferencia entre las
medias de las series dividida entre la cantidad del
analito afiadida:

er

% recuperacién = [— J*] 00

oa

donde:

cr: cantidad recuperada del analito

ca: cantidad de analito afiadido.

Determinacién de nitrégeno de nitrato
(NO,- N) en aguas supetficiales

Este método se basa en la reaccion de los iones
nitrato presentes en una muestra de agua, con sulfato
debrucinaen presenciade &cido sulfurico, forméandose
uncomplejo de coloramarillo medible aunalongitud
de onda de 410 nm en un espectrofotémetro visible-
ultravioleta. La medida de la intensidad de color es
proporcional alaconcentraciondel ién nitrato presente
en la muestra.
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Técnica analitica

Procedimiento:

-Colocar el nimero suficiente de tubos de reaccion
en la gradilla metélica cuidando que cada tubo esté
rodeado por espacios libres. El calentamiento de los
tubos debe ser uniforme.

- Si es necesario, correjir el color debido a la
materia organica disuelta, la cual causa color en el
calentamiento, es necesario correr duplicados de
muestras con todos los reactivos, pero sin agregar el
reactivo desarrollador de color acido sulfanilico-
brucina.

- Tomar una alicuota de 10 mL de la muestra en
un tubo de ensayo.

- Vertir de forma independiente, en diferentes
tubos de ensayo, 10 mL de los patrones preparados,
siempre llevando un blanco de reactivo, obtenido a
partir de agua destilada.

- Colocar los tubos en un bafio de agua fria (0 -
10 °C).
- Afadir 2 mL de cloruro de sodio al 30 % (m/v)

al blanco de reactivos, estandaresy muestras. Mezcle
el contenido de los tubos.

- Afiadir 10 mL de ladisolucion de acido sulfurico
98,3 % en cada tubo y mezcle. Permitir que los tubos
alcancen el equilibrio térmico en el bafio frio.
Asegurarse que las temperaturas de todos los tubos
estan en equilibrio antes de continuar.

- Afiair 0,5 mL del reactivo desarrollador de color
acido sulfanilico-brucina a cada tubo (excepto a los
tubos de control de interferencias).

- Mezclar cuidadosamente. Si al mezclar se
observa una coloracion rosa o amarilla, hacer una
dilucion mayor de la muestra antes de continuar.

- Calentar los tubos, en Bafio Maria a 92 °C,
exactamente 20 min.

- Remover los tubos del Bafio Maria,
sumerjirlos en un bafio de agua fria, y esperar a
que alcancen el equilibrio térmico a temperatura
ambiente.

- Transferir una alicuota de cada patron en la
celda de 1.0 cmy mida la absorbanciaa 410 nm
con un espectrofotometro.

Cilculo
[ = .ﬂ.-I[
Tm
donde:
C- concentracion de la muestra
A.- Absorbancia de la muestra
N- intercepto de la curva de calibracion

m- pendiente de la curva de calibracion.

Los resultados se expresan en mg NO, -N /L.

Reactivos utilizados

Latabla 1 muestra los reactivos utilizados para el
desarrollo de esta investigacion asi como las casas
comerciales que los suministran y los riesgos que
estos pueden provocar.

Instrumentacion

Espectrofotometro uv-visible Lambda 2 Perkin
Elmer. Recorrido de luz de 1 cm.

- Balanza analitica SARTORIUS.CP2250.
Germany 14209551.CE. Con precision de d= 0,01
mg/L (80 g) 0,1 mg/L (220G).

pH-metro 220 ATC."3 en 1" combinacion de
electrodo con compensacion automética de
temperatura. Rango de pH: 0-14: rango de
temperatura: 0 — 100 °C: punto cero: pH=7,0 £ 0,5:
temperatura + 0,2 °C hasta 25 °C.

Tubos Nessler, de 50 mL. P.K y forma alta.
Termostato
Termoémetro.

Toda la cristaleria utilizada es calibrada de
clase A.
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TABLA1.LISTADOS DE REACTIVOS UTILIZADOS

=
4]
v Eﬂ =| | &
: : 2l gl | 8| £| 9| §
Rearctivos Casa comercial Pureza E S| 8| g ﬁ ] I
O 2| =2 5 = E .E
Bl Al =|o| 8|l o] d
Acido clorhidrico Fanreac 371 % H
.L";";.Cido sulfiirico FEEMOMNT 98,3 % Pa i
Acido sulfanilico EBEAEEE Q8 % Pa
monohidratado
Arsenito de sodio BAEEE 949 % Pa H
Cloroforme Burdick v Jackson mat HFLC X
Clorure de sodio EAKEER. 996 %
Hidrdzido de sodio MEECE 7.8 % Pa e
Hitrate de potasio Pantreac 29% Pa
culfato de brucina BAEEE Gk % Pa s

e Resultados y discusion Intervalo de trabajo del método

Con el objetivo de identificar la zona de
trabajo de mayor exactitud del método, se
desarrollé una curva de calibracién que tomara
en cuentael intervalo de concentracién segin la

Validacion del método de sulfato de

brucina para la determinacién de nitrégeno
en forma de nitrato (NO, - N)

El anélisis de los resultados obtenidos en la
validacion del método quimicos analiticos
seleccionado, para la determinacion del nitrégeno
forma de nitrato en aguas superficiales, a partir de
datos primarios que fueron procesados por el programa
estadistico Minitab, version 13.2 /20/.

20 edicion del manual de métodos normalizados
para analisis de agua y aguas residuales (0,1 —
1,0 mg/L). Ademas se incluyen valores de
concentracidn por encima y por debajo de este
intervalo, obteniéndose la curva representada
en el grafico 1.

0.500 —,

O.+00 —

Foeorbanciaa 410m
=]
i
g
|

= 0ZZ22E 0 i+ 0051242
Humber cfdak ponks w=ed = 13

yerage = 0DAZATT

Luerage = 0153552

Aegresskon sum of muewes = 0T

Resdun =m ofsqueves = OO0 a3

CoeTofde emiralon. Rsquered = 0552 1952

Fesdua mean mueye. gma@akbm'd = 421 5EDS
R= 05551

ooo o0 o.20 1.20 150 200

. _Goncentracian (masL) .
Gréfico 1. Curvadecalibracionampliadaparadeterminar

nitrogenoen formade nitrato.
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Como se puede apreciar, esta curva de
calibracion presenta un alto coeficiente de
correlacion r = 0,999 1, lo que se corresponderse
conunaaltalinealidad, aun cuando se hatrabajado

20.00 —

a0.00 —]

0.00 —

%% de absorbanda

Z0.00 —

o.oo :

un intervalo de concentracién mayor al
recomendado. Con el propdsito de tener mas
elementos confirmatorios, se recurrié al desarrollo
de la curva de Ringbom /18/ (ver gréfico 2).

-Z.000 -1 500

-1000

-0.500 0.o0o00 0.500

Logantmo de Ias concentracines

Grafico2. Curvade Ringbom. Zonade minimoerrorenla
determinacion de nitrogenoen formade nitrato.

En este gréafico se observa, que en la zona de
altas y bajas absorciones existe una desviacion
de la linea recta que deberia esperarse,
manteniéndose practicamente recta en la zona
central del mismo, lo que significaque el intervalo
de trabajo mas confiable del método se encuentra
entre 0,3y 1,2 mg/L de nitrégeno en forma de
nitrato (NO,- N), que seria a su vez el intervalo
donde se comete el minimo de error.

Limite de deteccién y cuantificacion

Por medio de las expresiones analiticas referidas
enmaterialesy métodosy alos resultados obtenidos
para la curva de calibracién, se pudo hacer la
determinacion del limite de deteccion (L) y limite
de cuantificacion (L) del procedimiento analitico,
a partir del calculo de los errores aleatorios en el
eje de las absorbancias (Sylx), el cual fue de
5,8232-10°3

L,=0,076 mg/L
L= 0,255 mg/L

Por tanto, las muestras que se analicen por este
método, deben presentar una concentracion de
nitrogeno en forma de nitrato superior a 0,255 mg/L,
que es la minima concentracion de este analito que
puede llegar a ser cuantificada de manera confiable
por el mismo.

Lazonade deteccion del método estd comprendida
entre los valores del limite de deteccion y limite de
cuantificacion, es decir entre 0,076 y 0,255 mg/L.

Precisiéon del método

La precision del método se analiz6 a través de la
determinacion del coeficiente de variacion (CV) para
tres niveles de concentracion (bajo, medioy alto) que
abarcaron el intervalo de trabajo de este, en
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad tal y
como aparecen en las tablas 2 y 3, respectivamente.
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Repetibilidad

TABLA2.EVALUACION DE LA REPETIBILIDAD PARADETERMINAR

NITROGENO EN FORMA DENITRATO (NO,-N)

Niveles de Concentracion ; s CV (%) | Sesgo
concentracion | tedrica (mg/L) (mg/L)
Mivel bajo 0,400 0,393 5,762 9103 1,45 -0,002
Mivel medio 0,700 0,696 8,822 3107 1,27 -0,004
Mivel alto 0,900 0,897 1,204 7 - 102 1,34 -0,003

En la tabla 2 se percibe una baja dispersién
de los datos generados por este método en los
tres niveles de concentracién, a través de los
pequefios valores de la desviacién estandar;
ademas, lo mas significativo esta en que los
coeficientes de variacion son inferiores al 3 %
establecido como valor critico para los métodos

espectrofotométricos /21/, lo que corrobora la
adecuada precision del mismo.

Reproducibilidad

Para comprobar la reproducibilidad del método,
este se aplicé en dias diferentes, desarrollando diez
mediciones para cada uno de los tres niveles de
concentracion.

TABLA 3. EVALUACION DE REPRODUCIBILIDAD EN LADETERMINACION

DE NITROGENO EN FORMA DE NITRATO (NO,-N)

HNiveles de Concentracion ; 5 CV Sesgo
concentracion | tedrica (mg/L) (mg/L) (%)

Mivel bajo 0,400 0,397 74791103 1,88 -0,003

Mivel medio 0,700 0,697 9,144 5 102 1,31 -0,003

Mivel alto 0,200 0,897 12716102 1,42 -0,003

Lavariable estadistica mas significativa con
la que se debe evaluar la precision teniendo en
cuenta la reproducibilidad, es el coeficiente de
variacion de la mezcla de todos los resultados
en los tres niveles de concentracién, que como
puede observarse en la tabla 3, presenta valores
muy pequefios al ser comparados con el 3 %
como valor critico para este tipo de método
121/, 1o que demuestra su alta reproducibilidad
que es corroborado ademas por los pequefios

valores de sesgo calculado para cada grupo de
datos.

Exactitud del método

Paraevaluar laexactitud del método, se realizé un
ensayo de recuperacion a tres niveles de
concentracion, por adicion de cantidades conocidas
del analito en cuestion, sobre una muestra natural del
rio Bayamo, obteniéndose datos que fueron procesados
tal y como se muestra en la tabla 4.

TABLA4.RESULTADO DELESTUDIO DE EXACTITUD DELMETODO

DE SULFATO DE BRUCINA
Cantidad Cantidad Recuperado Resultado del fesz de
Anadida (mg/L) Recuperada {%0) Studernt
(mg/L)
0,400 0,395 58,83 taxp. = 1,64 = g = 2,10
0,700 0,698 99 &7 texp, =10, 75 < g, = 2,10
(0,900 0,857 59,70 taxp. =061 = g, = 2,10

Losresultados expresados como por ciento de recuperaciony cantidad recuperada sonlas medias de diez determinaciones

realizadas en cadanivel de concentracion.
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Paralosvalores obtenidos de formaindependiente,
sedesarroll6 untest de Student (t) con datos pareados,
donde se compararon las medias de recobrado para
cada nivel de concentracién con respecto al 100 % de
recobrado (tedrico), teniendo como resultado la no
existencia de diferencias significativas paraun 95 %
de confianza como aparece en la tabla 4, lo que
demuestra su alta exactitud. Ademas, la media de los
porcentajes de recuperacion esté dentro del intervalo
establecido como criterio de aceptacion de buena
exactitud para métodos espectrofotométricos
(98 %-102 %), segun M. Herrera, et al. /22/.

Conclusiones

v"  Se identificaron los métodos de mayor
reconocimiento cientifico para la determinacién
de nitrégeno en forma de nitrato en muestras de
aguas superficiales, a través de una investigacion
bibliogréfica.

v"  Se seleccion6 el método de sulfato de
brucina como méas adecuados para la
determinacion de nitrégeno en forma de nitrato en
aguas superficiales, a través de un analisis tedrico
bibliografico.

v"  El método de sulfato de brucina, fue
validado, obteniéndose una metodologia analitica
confiable en la determinacién de nitrégeno en
forma de nitrato en aguas superficiales.

L!!' Bibliografias

1.NICKSON, R. T.;J. M. MCARTHUR; B. SHRESTHA; T.
O. K MYINT; D. LOWRY. Applied Geochemistry 20,
2005, 55p.

2. CHEEVAPON, V.; P. MENASUETA. Marine Pollution
Bulletin 47, 2003, 43p.

3.MOLINER, Y.; C. Molins; P. CAMPINS. Talanta, 62 (2004)
373p.

4. DE JONGE, V. C.; M. ELLIOTT ORIVE; E. CAUSES.
Historical Development, Effects and Future Challenges of a

Common Environmental Problem: Eutrophication.
Hydrobiologia. (2002) 475/476p.

5.ONGLEY,E.D. Lucha Contrala Contaminacion Agricolade
los Recursos Hidricos. FAO. Canada Centre for Inland Waters.
Burlington Canada. (1997) 55,68pp.

6. NRC (National Research Council). Clean Coastal Waters.
Understanding and Reducing the Effects of Nutrient Pollution.
National Academy of Science. National Academic Press.
Washington, D. C. USA. (2000), 405p.

7. VALIELA, 1.; M. GEIST; J. MCCLELLAND; G. P.
TOMASKY . Nitrogen Loading from Watersheds to Estuaries:
Verification of the Waquoit Bay Nitrogen Loading Model.
Biogeochemistry, 49 (2000) 277-293pp.

8. US-EPA. Nutrient Criteria Technical Guidance Manual.
Estuarine and Coastal Marine Waters. InU.S. Environmental
Protection Agency. Office of Water 4304. EPA-822-B-01-
003, 2001.

9.TETT,P.;L.GILPIN; H.SVENDSEN; C.P.ERLANDSSON;
U.LARSSON;S.KRATZER; E.FOUILLAND; C.JANZEN;
J.LEE; C. GRENZ; A.NEWTON; J. GOMES FERREIRA,;
T. FERNANDES; S. SCORY. Eutrophication and some
European waters of restricted exchange. Continental Shelf
Research, 23 (2003) 1635-1671pp.

10. APHA, A. WWA, WPCF.1997. Manual de métodos
normalizados para analisis de aguas potables y residuales.
20th ed, Madrid, Espafia. (1997) 4-126 - 4-167 pp.

11. LOVEJQY, F. H.; C. H. LINDEN. Intoxicacion aguda y
sobredosis medicamentosa. A Harrison. Principios de
Medicina Interna. McGraw-Hill-Interamericana de Espafa.
12 ediciones. Vol Il Problemas ambientales y profesionales
(1991).

12. MAYER, R. J. Neoplasias del es6fago y del estdbmago. A
Harrison. Principios de Medicina Interna. McGraw-Hill-
Interamericana de Espafia. 12 edicion. Vol 11. Enfermedades
del aparato gastrointestinal. 1991.

13. PEREZ, N. B.; L. CREACH; A. MARARNON; A.
FERNANDEZ; H. I. GUERRA DIAZ. Evaluacion de la
calidad de las aguas del rio los Guaos de la provincia de
Santiago de Cuaba. Revista Cubana de Quimica. Vol.XI, No
1(1999).

14. MOLINER, Y. Aportaciones de la quimica analitica a la
resolucion de diversos problemas medioambientales. TESIS
DOCTORAL. Universidad de valencia. Espafa. (2005) 33-
72 pp.

15.NC TS 368: 04. Guiaparalavalidacion de métodos de ensayos
quimicos. Vigente desde 2004.

16. BURKE, P.M.; S. HILL; N. IRICANIN; C. DOUGLAS; P.
ESSEX; D. THARIN. Evaluation of Preservation Methods
for Nutrient Species Collected by Automatic Samplers.
Environmental Monitoring and Assessment, 80 (2002) 149-
173 pp.

17.STOEPPLER, M. Sampling and Sample Preparation. Elsevier.
Berlin, (1997) 34-142 pp.

18. BERMEJO, P. Los Calculos Numéricos en la Quimica
Analitica. 6% edicion. TORCULO. (1998) 418- 423 pp.

19. MILLER JAMES, N.; C. MILLER JANES. Estadistica y
Quimiometria para Quimica Analitica. Editorial Prentice
Hall, 42 Edicion, (2002) 119 -126 pp.

20. MINITAB, versién 13.2. 2009.

21.GARCIA, A.;E.SOBERON; M. CORTES; R.RODRIGUEZ;
J. HERRERA; A. ALARCON. Guia de validacion. Colegio
Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos. (2002).

22. HERRERA, S, M, T.; P, C, M. GARCIA; J, G. MENDEZ.
"Desarrolloy validacion de un método analitico aplicable al
control de lacalidad de gotas orales del picosulfato de sodio™.
Revista Cubana Farmacia. VVol. 42, nim. 2. Ciudad de la
Habana. Mayo-agosto, (2008).

Vol. XX1V, N° 2, mayo-agosto, 2012 m



