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— ¢Y como se habituaria usted, por ejemplo?, o mejor, ,cdmo se habitu6 (contra un veneno)?

— Es muy facil. Suponga que usted sabe por adelantado qué veneno van a usar contra usted. Suponga que el veneno
sea... la brucina, por ejemplo, y que usted toma un miligramo el primer dia, dos miligramos el segundo; pues bien,
al cabo de diez dias tendra usted un centigramo; al cabo de veinte dias, aumentando otro miligramo, tendra tres
centigramos, es decir, una dosis que usted soportaria sin inconveniente, y que seria ya muy peligrosa para otra
persona que no hubiera tomado las mismas precauciones que usted; en fin, al cabo de un mes, bebiendo agua de
la misma jarra, usted mataria a la persona que lo bebiera al mismo tiempo que usted, sin que usted notara mas que
un simple malestar como lo sentiria con cualquier otra substancia venenosa mezclada en el agua.

—  ¢Usted no conoce otro contraveneno?

—  No lo conozco.

El conde de Montecristo. (Alexandre Dumas)
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RESUMEN

Se ha logrado desarrollar una metodologia para la determinacion de nitrégeno total en agua de mar
utilizando la técnica de digestion oxidativa con persulfato de potasio alcalino (seguida de una
eliminacion del exceso de oxidante con bisulfito de sodio) y el método de brucina. Dicha
metodologia fue validada con los siguientes pardmetros: Rango lineal de trabajo: 0.20 a
1.33 mg-N/L. Limite de cuantificacion: 0.20 mg-N/L. Selectividad: No se observan interferencias
de iones hipoclorito (hasta 1.111 mg-CI/L), iones fosfato (hasta 15.000 mg-P/L), iones silicato
(hasta 0.700 mg-Si/L), iones cromo hexavalente (hasta 0.500 mg-Cr/L) y iones manganeso (hasta
2.000 mg-Mn/L). Precision: Coeficiente de variacion de 14.4%. Exactitud: Recuperacion relativa
de adicion de 78.5%. Complementariamente, se evalud la capacidad de digestion de la metodologia
(con resultados aceptables para muestras inorganicas y organicas nitrogenadas), se calibraron los
instrumentos de medicion asociados al analisis y se estimé la incertidumbre expandida de la

metodologia.
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INTRODUCCION.,

La conservacion y utilizacion sostenible de los océanos, mares y recursos marinos para el
desarrollo sostenible constituye el Objetivo 14 de la "Agenda 2030", impulsada por las Naciones
Unidas con el objetivo de transformar nuestro mundo en un lugar mejor de aqui a 2030
(ONU, 2015). En la declaratoria titulada "Nuestros océanos, nuestro futuro: llamamiento a la
accion”, la Asamblea General de las Naciones Unidas reconoce la importancia de los océanos
como reguladores del clima, fuente de biodiversidad marina y proveedores clave de alimentos y
nutricion, turismo y servicios de los ecosistemas, y como un motor del desarrollo y el crecimiento

econdmicos sostenibles (ONU, 2017).

Dicho objetivo conlleva a la necesidad de una adecuada gestion de recursos; la cual, es garantizada
a través del monitoreo periddico de los cuerpos de agua existentes. Dicha actividad, nos sirve para
evaluar el estado, en el cual se encuentran los cuerpos de agua, y permite realizar acciones
pertinentes que puedan garantizar la sostenibilidad de los ecosistemas involucrados (US-EPA &
The Ocean Conservancy, 2006). Debido al aumento de la frecuencia de casos de eutrofizacion y
a su alta variabilidad temporal, en intensidad y extension en el medio ambiente marino costero,
surgid la necesidad de desarrollar un indice (TRIX); el cual, considera los siguientes parametros:
transparencia de disco Secchi, concentracion de clorofila a, oxigeno disuelto (como desviacion del
porcentaje de saturacion) y concentracion de nitrégeno y fosforo total (Vollenweider, Giovanardi,
Montanari & Rinaldi, 1998). Dentro de los parametros que incluye el indice TRIX, la
determinacion de nitrégeno total constituye una de las tareas mas dificiles de analisis (Hansen &
Koroleff, 1999).

Tradicionalmente, el nitrogeno total se ha determinado como el resultado de cuantificar -por
separado o de manera combinada- sus componentes: las concentraciones de iones nitrato, amonio,
nitrito y la concentracion de la materia organica nitrogenada (Jenkins, 1968). El analisis de cada
uno de estos componentes supone una alta inversion de recursos y tiempo; lo cual, no es accesible
para laboratorios de bajo presupuesto; razén por la cual, surge la necesidad de desarrollar nuevas

metodologias para este analito en la matriz de agua de mar.
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El uso de persulfato de potasio como agente oxidante logra oxidar todas las especies nitrogenadas
a iones nitrato (D'Elia, Sraudler & Corwin, 1977), reduciendo los métodos analiticos a uno solo.
En el estudio reportado por Smart, Reid y Jones, (1981) los costos requeridos fueron
aproximadamente ocho veces mas grandes para Nitrégeno Total Kjeldahl (un método analitico que
mide la concentracion de iones amonio y materia organica nitrogenada) que para Nitrdgeno Total
por Persulfato (utilizando la determinacion de iones nitrato por reduccién con cadmio metéalico).

Debido a que la metodologia utilizada en la actualidad para Nitrogeno Total por Persulfato utiliza
cadmio metalico granulado, un reactivo quimico altamente toxico y carcinogénico (Sigma-
Aldrich, 2017), se generan las siguientes preguntas: ¢es posible desarrollar y validar una nueva
metodologia manual para determinar nitrogeno total? y ¢es posible combinar dos técnicas como la
digestion por persulfato alcalino y el método de brucina, un reactivo menos toxico que el cadmio

(Sigma-Aldrich 2016), para determinar nitrogeno total?

El presente trabajo de graduacion tiene como objetivo responder a dichas preguntas, por medio del
desarrollo y validacion de una metodologia -de la cual, no se ha encontrado documentacion previa
en la literatura cientifica consultada- para la determinacion de Nitrégeno Total en agua de mar
utilizando la digestion por persulfato alcalino y la determinacién de nitratos por el método de

brucina.
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MARCO TEORICO.

El desarrollo y validacion de un método de anéalisis quimico implica poseer conocimiento de las
propiedades quimicas del analito, el principio fisicoquimico de la metodologia a desarrollar y los
pardmetros de evaluacion a usar para validar el desempefio y estimar, en un cierto nivel de

confianza, la incerteza del método.

A. Analito: Nitréogeno Total en Agua de Mar.

El nitrégeno, junto al fosforo y el silicio, son tres elementos esenciales para el sostenimiento de la
vida en los ecosistemas marinos. Dichos elementos son referidos con el término de "nutrientes" y
su fijacion en materia organica, a través de organismos autotrofos microscopicos (fitoplancton), es
expresada a través de la ecuacion empirica de Redfield (Ecuacion Quimica 1). La razén C:N:P
para dicha ecuacion es de 106:16:1 (Redfield, 1958). El silicio es utilizado por algunos organismos,
particularmente por los microorganismos diatomeas (fitoplancton) y radiolarias (zooplancton) para
formar esqueletos siliceos (De Mora, 1999). Un Phosphate (ug kg)

perfil de profundidad de los nutrientes inorganicos 03 1 ; AR M|

en el Océano Pacifico Norte es presentado en la
Figura 1. Las concentraciones de los nutrientes 1000
tienden a ser bajas en la capa superficial,

especialmente en la zona fética (la que recibe luz 2000

Depth (m)

solar); asi, se limita la poblacién de organismos

autétrofos microscépicos. Las concentraciones mas 30007

altas de nutrientes estan presentes donde la

. ., . 4000 +——17—2—— P
respiracion y la descomposicién bacteriana del 0 50 100 150 200

material  organico  descendiente  (organismos Nitrate & Silicate (g kg')
Figura 1. Distribucion de nitrato, NOs, (®)
fosfato, PO,*, (M) vy silicato, SiOs*, (A) en el
Océano Pacifico Norte (De Mora, 1999).

muertos) es mas alta, que es donde el oxigeno se

encuentra en su minimo.

106C0, + 16NO3 + HPO2™ + 122H,0 + 18H* - Ecuacién Quimica 1.
C106H263 0110N16P + 13802 (De |V|0I’a, 1999)
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Figura 2. Diagramas de la vista clasica y presente del ciclo del
Nitrégeno en las aguas superficiales de los océanos oligotrdéficos.
La composicién del nitrogeno disuelto es mostrada como un
aproximado de las concentraciones relativas de los constituyentes
inorganicos y organicos indicados por el tamafio de las cajas. Las
lineas punteadas indican las transformaciones y procesos
incluidos en la nueva vista del ciclo del nitrégeno. Detalle de
procesos punteados: (A) Algunas especies de fitoplancton ocupan
compuestos organicos sencillos como fuentes de nitrégeno. (B)
Hay multiples especies de fitoplancton (cianobacterias) en el
océano abierto que fijan N.. (C) Las bacterias pueden competir
por iones nitrato y amonio. (D) Las bacterias pueden excretar urea
y también pueden ser fuente de nitrégeno organico disuelto de alto
peso molecular. (E) Algunos bacterioplancton oceanico parece
que pueden fijar N, (Zehr & Ward, 2002).

Al.Ciclo del Nitrégeno.

Ademas de los iones nitrato, NOsz", las
formas de nitrégeno presentes en el
agua marina son (en orden creciente de
estado de oxidacion) el nitrogeno
organico y los iones amonio, NH4", y
nitrito, NO2. Todas estas especies
como el
(N2),
bioquimicamente interconvertibles y
son del
nitrégeno (APHA, 1999).

nitrogenadas, nitrégeno

gaseoso  elemental son

componentes ciclo del

A primera vista, en el ciclo del
nitrégeno (Figura 2), los iones nitrato
y amonio son tomados en la superficie
por el fitoplancton y posteriormente,
son reciclados de las celulas de
fitoplancton por heterétrofos, tanto por
grandes consumidores de algas
(ejemplo, invertebrados planctonicos)
y descomponedores microbianos. La
muerte, lisis y disminucién de la
poblacion de fitoplancton, ya sea por
ingestion de "herbivoros” o por
factores de estrés fisiologico (como
temperatura, la  limitacion  de

nutrientes, u otro factor), liberan
nitrégeno en la forma de nitrégeno

organico disuelto o los iones amonio;
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el cual es referido como "nitrégeno regenerado”. Los iones nitrato son asimilados después de la
reduccion secuencial a iones nitrito (por accion de la enzima asimiladora nitrato reductasa) y iones
amonio (por accién de la enzima asimiladora nitrito reductasa). Aunque muchos microorganismos
prefieren los iones amonio sobre los iones nitrato, recientemente ha quedado claro que no todo el
fitoplancton usa iones nitrato y que algunas bacterias ocupan iones nitrato y otras no (Zehr &
Ward, 2002).

La existencia de regiones de bajo nivel de nutrientes, (las cuales son llamadas “desiertos de
nutrientes”) en las cuales se pueden encontrar ecosistemas de arrecifes de corales de alta
productividad, y que contienen miles de especies conviviendo en ellos, (razén por la cual, son
considerados las “selvas del mar”) genera dudas sobre la visién tradicional del Ciclo del Nitrégeno.
¢Como una "selva" marina existe en un "desierto” oceénico?, es uno de los grandes
cuestionamientos que enfrentan los investigadores en arrecifes corales, incluyendo Charles
Darwin; razon por la cual, a dicho cuestionamiento se le denomina "la Paradoja de Darwin"
(Hoegh-Guldberg & Dove, 2008).

Dicha paradoja es posible cuantificarla a través de los resultados obtenidos en un estudio realizado
por Raimbault, Garcia y Cerutti (publicado en 2008), quienes evaluaron la distribucion de
nutrientes organicos e inorganicos en el Océano Pacifico Sur. En la Tabla 1, se resumen cuatro
diferentes distribuciones de nitrogeno total; las cuales, se encuentran grandemente influenciadas
por la presencia de la Corriente Pacifico Sur. Es de considerar que, aunque la mayor fuente de
iones nitrato en la superficie oceanica es debido al transporte de agua de las profundidades rica en
iones nitrato hacia la superficie, recientemente se ha demostrado que inclusive este proceso, el cual
puede parecer que es gobernado grandemente por fuerzas fisicas (corrientes marinas), tiene un
importante componente microbioldgico. Muchas diatomeas oceanicas de gran tamafio celular, que
en algunas ocasiones pueden formar grandes conglomerados, migran desde grandes profundidades
para obtener nutrientes de las aguas profundas ricas en nutrientes para solamente regresar a la

superficie llevando con ellas iones nitrato (Zehr & Ward, 2002).
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Tabla 1. Salinidad y distribucion de componentes inorganicos y organicos nitrogenados en diferentes sitios y a

diferentes profundidades del Océano Pacifico Sur.

Sitio Costero Borde CPS?
Profundidad (m) Profundidad (m)
Variables 0 50 100 150 Om 50m 100m  150m
Salinidad 34.25 34.25 34.50 34.75 34.75 34.75 34.75 34.75
Nitrato 10.00 15.00 20.00 25.00 0.05 0.10 0.50 1.00
Nitrito 0.50 0.20 0.05 0.01 0.01 0.05 0.10 0.30
Amonio 0.50 0.10 0.05 0.01 0.05 0.05 0.25 0.30
DONP 8.00 5.00 5.0 4.00 6.00 7.00 6.00 5.50
N Total 19.00  20.00 25  29.00 6.10 7.20 6.90 7.10
Sitio Centro CPS? Coral
Profundidad (m) Profundidad (m)
Variables 0 50 100 150 0 50 100 150
Salinidad 36.00 36.00 3575 3575 | 3550 3550 3575 36.25
Nitrato 0.01 0.01 0.01 0.01 1.00 1.00 1.00 3.00
Nitrito 0.01 0.01 0.01 0.01 0.05 0.05 0.50 0.20
Amonio 0.05 0.01 0.05 0.01 0.05 0.10 1.00 0.05
DONP 6.00 7.00 7.00 5.00 5.00 6.00 6.50 4.00
N Total 6.10 7.00 7.10 5.00 6.10 7.20 9.00 7.30

Notas: Datos tomados de las gréaficas publicadas por Raimbault, et al. (2008). Variables expresadas en umol/L;

a

excepcion de salinidad, expresada en psu. Coordenadas de los sitios de muestreo: Costero 73°W -34°S. Borde CPS
91.4°W, 31.8°S. Centro CPS 114°W, 8.4°S. Coral (Archipiélago de las Marquesas) 141.3°W, 8.4°S.

3CPS = Corriente Pacifico Sur. PDON = Nitrogeno Organico Disuelto.

Una de las hipotesis centrales alrededor de los arrecifes de corales es que la alta produccion de

simbiosis mutualisticas (sello distintivo de este ecosistema y que se cuenta en el orden de los miles)

se han desarrollado debido a la condicion de bajos nutrientes que dicta las ventajas de una

asociacion cercana entre un productor primario y un consumidor. El resultado final de esa

asociacion cercana es que los nutrientes inorganicos requeridos para el productor primario

provienen directamente del animal consumidor. Esto evita la dilucién que podria de otra manera

suceder si los nutrientes y la materia organica tuvieran que entrar a la columna de agua (Hoegh-
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Guldberg & Dove, 2008). Dichos procesos de adaptacion (tanto en este tipo de ecosistema como
en otros) generan nuevas rutas que dan diversidad y complejidad a la asimilacion y uso de las

especies nitrogenadas en el ecosistema marino.

A2.Nitrégeno Gaseoso.

En los océanos, el nitrégeno elemental disuelto es la forma mas abundante de nitrogeno (cerca de
22 x 10% veces mas grande que las otras formas). El potencial redox del agua de mar (pE)
determina la forma que tiene una estabilidad dominante. Nitrégeno elemental prevalece en valores
de pE entre -4 a +12. Valores de pE abajo de -4, el ion amonio prevalece, mientras que valores de
pE arriba de +12 y a un pH de aproximadamente 7, el ion nitrato es la especie més estable (Hansen
& Koroleff, 1999). El potencial efectivo para el agua de mar en sistemas de importancia biolégica
puede estar entre 0.43 a 0.75 V (Cooper, 1937). Razon por la cual, todos los otros niveles de
oxidacion son productos de procesos bioldgicos, tal y como fue descrito previamente en el Ciclo
del Nitrégeno.

A3.Nitrégeno Inorgéanico Disuelto.

El Nitrégeno Inorganico Disuelto (DIN, por sus siglas en inglés) esta compuesto por los iones
nitrato, nitrito y amonio. EIl ion nitrato es el producto final de oxidacién de los compuestos
nitrogenados en agua de mar. Los niveles normales de nitrato se encuentran en el orden de los
6 umol/L a nivel superficial, (con excepcidn de las regiones polares, donde los niveles tienden a
ser hasta cuatro veces mas altos) aumentando paulatinamente, conforme aumenta la profundidad

hasta niveles entre los 30 a 40 umol/L en profundidades arriba de los 1000 m (Levitus et al., 1993).

El nitrito existe en el agua de mar como un producto intermediario en los procesos de redox del
nitrato (desnitrificacion) a bajos niveles de oxigeno y a escala microbiana. Los niveles naturales
de nitrito en agua de mar son usualmente muy bajos (menor a 0.1 umol/L), pero en zonas de
transicion entre las capas aerdbicas y anaerobicas, pequefias capas de nitrito pueden llegar hasta
2 umol/L (Hansen & Koroleff, 1999).

Las concentraciones de los iones amonio en el mar muestran considerables variaciones y pueden

cambiar rapidamente. Las cantidades raramente exceden los 5 umol/L en aguas oxigenadas y no
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contaminadas, pero en aguas profundas estancadas y anoxicas, como en el Mar Negro, la
concentracion de iones amonio puede ser tan grande como 100 umol/L. Debido al par 4cido base
entre iones amonio y amoniaco, el cual tiene un pKa de aproximadamente 9.3, el ion amonio es la
especie mas dominante en aguas naturales con un pH de 8.2 0 menos. Debe tenerse en mente que
el amoniaco es tdxico para los peces y para otros organismos marinos, pero no lo es el ion amonio
(Hansen & Koroleff, 1999).

A4.Nitrogeno Organico Disuelto.

El nitrégeno orgénico esta definido funcionalmente como el &tomo de nitrégeno unido a 4&tomos
de carbono en el estado de oxidacion tri-negativo (APHA, 1999). En ambientes oceanicos, costeros
y estuarinos, un promedio entre el 25 al 41% del DIN, tomado por el fitoplancton
(microorganismos autotrofos), es liberado como Nitrégeno Orgénico Disuelto (DON, por sus
siglas en inglés). Dicho DON puede ser reabsorbido o liberado como material particulado
sedimentable, dependiendo de su composicion quimica (Bronk, Glibert & Ward, 1994).

Aunque es complicado determinar con exactitud la concentracion de cada uno de los componentes
organicos nitrogenados de los cuales se compone el nitrégeno organico total disuelto, es posible
caracterizarlos por sus grupos funcionales, a través del analisis del DON por la técnica de
Espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear por Polarizacién Cruzada con Giro al Angulo
Magico de Nitrégeno-15 (*N CPMAS RMN, por sus siglas en inglés). Resultados obtenidos por
McCarthy, Pratum, Hedges y Benner (publicados en 1997) mostraron que la mayor parte del DON
de alto peso molecular presente en los océanos existe en la forma de amidas, en vez de una
coleccidn de heterociclos nitrogenados, como era pensado previamente. La distribucion de dichos

compuestos organicos por sus grupos funcionales es apreciable en la Figura 3.

Aunque el 60-80% del nitrégeno organico en biomasa o particulas marinas es recuperable como
aminodcidos hidrolizables, este solamente representa un pequefio porcentaje (menor al 10%) del
DON disponible; esto se debe al rapido reciclaje de los compuestos orgéanicos, fundamental para
el crecimiento plancténico; el cual, junto con los iones amonio, constituye el 90% de la demanda

de nitrogeno para organismos planctonicos heterotrofos (Keil & Kirchman, 1991).
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Figura 3. Formas nitrogenadas de DON en el Océano
Pacifico, el perfil de profundidad entre 2-375m fue
realizado a partir de la muestra tomada en el punto 12°S,
140°W y la muestra de agua marina profunda (4,000 m)
fue tomada en el punto 2°S, 140°W (McCarthy, Pratum,
Hedges & Benner, 1997).

Existe un alto porcentaje de compuestos con
grupos funcionales amidas, los cuales no
provienen de aminodcidos hidrolizables; esto
indica otra fuente bioquimica comin vy
abundante, resistente a la degradacion
bioldgica. Dichos compuestos, se asume que
corresponden a los amino azUcares acetilados;
los cuales, son el segundo mayor constituyente
de grupos funcionales amidas en
biomacromoléculas, los que se encuentran
ampliamente en polimeros estructurales de
plantas, animales y bacterias. Tal es el caso de
la quitina, un polisacarido que existe en los
exoesqueletos y paredes celulares de los
artropodos, copepodos, crustaceos, muchos
hongos y algunas algas verdes. La quitina es
insoluble en agua y en muchos solventes
organicos, sin embargo, una variedad de
bacterias pueden descomponerla usando las
enzimas quitinasa y quitiobiasa, llevando a la
formacién del mondmero 2-amino-2-deoxy-p-
también  conocida

D-glucosa, como

glucosamina (De Leeuw & Largeau, 1993).

Aunque los compuestos nitrogenados con grupos funcionales amida claramente dominan la

composicion del DON, hay una pequefia contribucion de otras formas nitrogenadas, especialmente

en muestras de aguas marinas profundas con un DON bajo. Esta contribucién probablemente

corresponde a grupos funcionales similares al indol y pirrol. Dichas estructuras se encuentran entre

las formas nitrogenadas mas estables de la geosfera, ya que representan gran parte del nitrogeno

organico observado en petrdleos, carbon y algunos sedimentos marinos (McCarthy et al., 1997).
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B. Principio del Método.

B1.Métodos de Andlisis de Especies Nitrogenadas.
Segun Hansen y Koroleff (1999) hay tres grupos principales de métodos analiticos para la
determinacion de nutrientes:
e Métodos manuales, donde cada muestra es tratada individual y manualmente para cada
variable.
e Métodos automatizados, los cuales son versiones automatizadas de los métodos manuales
los cuales pueden ser combinados para realizar simultdneamente analisis multivariables.
e Sensores, los cuales proveen una sefial fisica que representa la concentracion del analito
en contacto con la muestra de agua de mar, preferiblemente sin un tratamiento quimico

previo.

Los métodos generales para el analisis de nutrientes -manuales o automatizados- utilizan el
principio de la técnica Espectroscopia UV/Visible; en la cual, se convierte el nutriente deseado en
un compuesto coloreado con una alta absortividad molar para un rango adecuado en el espectro
visible (Hansen & Koroleff, 1999).

Analiticamente, el DON vy los iones amonio pueden ser determinados juntos y son referidos como
"Nitrégeno Kjeldahl”, un término que refleja la técnica usada para su determinacion (APHA,
1999). El método 351.2 de la US-EPA, "Determinacion de Nitrogeno Total Kjeldahl por
Colorimetria Semi-Automatica™, consiste (en resumen) en el calentamiento de la muestra en
presencia de acido sulfurico por 2 h 30 min (digestion); posteriormente, se enfria el residuo, se
diluye y se realiza la determinacién de iones amonio. En la digestion, se convierte los componentes
nitrogenados de origen bioldgico como aminoacidos, proteinas y péptidos a iones amonio, pero no
puede convertir los compuestos nitrogenados de algunos desechos industriales como aminas,
compuestos nitro, hidrazonas, oximas, semicarbazonas y algunas aminas ternarias (US-EPA,
1993).

En la vigésima edicion de los “Métodos Estandares para la Evaluacion de Agua y Aguas

Residuales”, publicados por la Asociacion de Salud Publica de los Estados Unidos de América
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(APHA, por sus siglas en inglés) en 1999, se presentan metodologias para determinar nitrogeno
total en agua. El nitrogeno total puede ser determinado a través de la oxidacion digestiva,
utilizando iones persulfato, de todas las formas digeribles de nitr6geno a nitrato, seguido de la
cuantificacion de los iones nitrato. Dicha metodologia coincide con la determinacion de nitrogeno
Kjeldahl en las siguientes caracteristicas: el nitrdgeno molecular no es determinado y la
recuperacion de algunos compuestos organicos industriales que contienen nitrégeno es bajo. Entre
sus diferencias, las especies quimicas nitrogenadas obtenidas son diferentes y, por ende, sus
procesos de cuantificacion son diferentes; ademas, en los procesos de digestion, la metodologia
por oxidacién digestiva tiene la capacidad de cuantificar algunos compuestos aromaticos que
contienen nitrégeno (APHA, 1999).

Se han empleado cinco diferentes métodos para la determinacion de iones nitrato en aguas
naturales. Muchos de ellos no son lo suficientemente sensibles para permitir la determinacion de
bajas concentraciones o sufren de serias interferencias por otros constituyentes presentes en agua
de mar, o poseen un paso lento que consume mucho tiempo involucrado en el método (Hansen &

Koroleff, 1999). Dichos métodos se detallan a continuacion:

e La determinacion de la nitracion de un compuesto organico como el 2,6-xilenol. Dicho
método esta sujeto a interferencias por iones cloruros.

e EIl método polarimétrico basado en la reduccion catalitica del nitrato en presencia de iones
uranilo.

e Algun compuesto organico que forme productos coloreados si son oxidados con iones
nitrato en solucién acida como la brucina, difenilamina, difenilbenzidina y resorcinol.

e Electrodos de iones especificos para la determinacion de iones nitrato en agua dulce. Su
aplicacion en agua de mar esta limitada por las interferencias de muchos de los aniones
comunes, especialmente por el cloruro.

e La reduccidn de nitrato en un sistema heterogéneo usando ya sea zinc metalico o cadmio

en granulos, polvo o limaduras.

La metodologia a utilizar, en el presente trabajo de graduacion, es un consolidado de tres técnicas

empleadas en otros métodos de analisis de especies nitrogenadas: la conversion de todas las
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especies nitrogenadas a iones nitratos, por medio de una digestion-oxidacién por accién de los
iones persulfato; la formacién de un compuesto coloreado, producto de la reaccion de los iones
nitrato con la brucina; y, el anélisis del compuesto coloreado mediante espectroscopia en la
regiones ultravioleta y visibles (UV-VIS) del espectro electromagnético (la combinacion de las

ultimas dos técnicas son conocidas como método de brucina).

B2.Espectroscopia UV-VIS.

La espectroscopia, en especial en la region visible del espectro electromagnético, tal vez sea uno
de los métodos de analisis mas usados. Se utiliza mucho en quimica clinica y en las
determinaciones ambientales porque hay muchas sustancias que pueden convertirse en derivados
coloridos en forma selectiva (Christian, 2009). La espectroscopia utiliza las interacciones de la
radiacion con la materia para obtener informacion sobre una muestra. En la region visible del
espectro electromagnético, la muestra se estimula aplicandole energia en la forma de luz. Antes de
aplicar el estimulo, el analito estd predominantemente en su estado energético mas bajo, es decir,
en el estado basal. Entonces, el estimulo hace que algunas de las especies del analito transiten hacia

un estado energético superior o estado excitado (Skoog, Holler & Crouch, 2008).

La luz monocromatica, ya sea emitida por un LED o una lampara y un filtro dptico, pasa a traves
de una cubeta, con un camino dptico (d) fijo, conteniendo la muestra. El logaritmo de la relacion
de las intensidades de luz (P) antes y después de pasar a través de la solucion es llamada
absorbancia (A), y se encuentra en una proporcion directa a la concentracion (c) del componente
absorbente de acuerdo con la Ley de Beer-Lambert, Ecuacion 1. A la constante ¢ se le llama
absortividad molar, y depende de la longitud de onda y de la naturaleza del material absorbente
(Hansen & Koroleff, 1999).

A= P, J Ecuacion 1.
=log—=¢"c-
g P (Hansen & Koroleff, 1999)

Es posible hacer calculos cuantitativos cuando dos o mas especies absorbentes en solucidn tienen
espectros que se sobreponen. De acuerdo con la Ley de Beer-Lambert, la absorbancia total A, a

determinada longitud de onda, es igual a la suma de las absorbancias totales de todas las especies
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absorbentes. Cuando hay dos especies absorbentes, dicho comportamiento se describe en la
Ecuacion 2.

Ecuacion 2.
(Christian, 2009)

A=A, +A, =¢&cd+e,c,d
Como muchas leyes fisicas, la Ley de Beer-Lambert es una formulacion idealizada de un proceso
natural. De hecho, la relacion entre la absorbancia y la concentracion solamente es linear hasta un
valor cercano a 1.0-1.5 unidades de absorbancia (dependiendo del compuesto quimico). Una
absorbancia de 1.5 indica que solamente el 3% de la luz incidente pasa a través de la cubeta
(Hansen & Koroleff, 1999).

Las transiciones, que ocurren en la region UV-VIS, son de tipo electronicas (donde los electrones
de la molécula ascienden a un nivel mayor de energia electrénica) y se deben a la absorcion de
radiacion por tipos especificos de grupos, enlaces y grupos funcionales en la molécula. La longitud
de onda de absorcion, y su intensidad, depende de esos tipos. La longitud de onda de absorcion es
una medida de la energia (4v) que se requiere en la transicion. A los grupos que absorben radiacion
en una molécula se les llama cromoforos. Una molécula que contiene un cromoforo se llama
cromogeno. Un auxocromo no absorbe radiacion por si mismo, pero si esta presente en una
molécula, puede aumentar la absorcion de un croméforo o desplazar la longitud de onda de
absorcion cuando se une al cromoforo. Los cambios espectrales se pueden clasificar como sigue:
desplazamiento batocromico, el maximo de la absorcion se desplaza a longitudes de onda mayores;
desplazamiento hipsocromico, el maximo de la absorcion se desplaza a longitudes de onda
menores; hipercromia, aumento en absortividad molar (¢); e, hipocromia, disminucion en
absortividad molar (¢). Cuando hay enlaces multiples (dobles o triples) separados s6lo por un
enlace sencillo se dice que estan conjugados. Los orbitales m en ellos se traslapan, con lo que
disminuye la brecha de energia entre los orbitales adyacentes. El resultado es un desplazamiento
batocromico en el espectro de absorcion, y en general, un aumento de la intensidad (Christian,
2009).

El equipo utilizado para dicha técnica es un espectrometro o espectrofotémetro; el cual,

descompone la radiacion policromatica en distintas longitudes de onda. Todos los espectrometros
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deben contener: una fuente de radiacion continua en las longitudes de onda que interesan; un
monocromador para seleccionar una banda angosta de longitudes de onda del espectro de la fuente;
una celda para la muestra; un detector o transductor, para convertir energia radiante en energia
eléctrica, y un instrumento para interpretar la respuesta del detector. La muestra puede estar antes
0 después del monocromador. Entre los tipos de espectrémetro, se encuentra el espectrometro de
haz doble (Figura 4); el cual, tiene dos trayectorias de luz: una para la muestra y otra para el testigo
o la referencia. En una distribucion comun, el haz procedente de la fuente llega a un espejo
vibracional o rotatorio que en forma alternada hace pasar el rayo a través de la celda de referencia
y la celda de muestra, y desde cada una hasta el detector. De hecho, el detector ve alternativamente
el haz de referencia y el de la muestra, y su salida es proporcional a la relacién de las intensidades
de los dos haces, Po/P (Christian, 2009).

Fotodetector
Celda de 1
Obturador referencia P,
IH Y Sistema de lectura
Fuente ) o - 0.2 100
h Filtro o ; Divisor Fotode- (;tlgjl}hﬁca@r - (7\
(_~9 | monocromador de haces tector 2 erencias
A
P
Espejo
Celda de
la muestra

Figura 4. Disefio instrumental para un espectrémetro de doble haz para la region UV-VIS. La radiacion
proveniente del filtro o monocromador se divide en dos haces que atraviesan de manera simultanea las celdas de
referencia y de la muestra antes de chocar con los fotodetectores que se han hecho corresponder (Skoog et al.,
2008).

B3. Digestion Oxidativa Usando lones Persulfato.
La oxidacién de compuestos organicos nitrogenados con persulfato de potasio, K2S,0s, fue
introducida por Koroleff en 1969 (D'Elia et al., 1977). En la reaccion, hay tres procesos que ocurren

simultdneamente: La descomposicion térmica del persulfato, la remocion de persulfato por la
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reaccion con el material orgénico y la remocién del material organico hasta que es oxidado a sus

componentes inorganicos (Goulden & Anthony, 1978).

Descomposicion Térmica del Persulfato.

Kolthoff y Miller (1951) estudiaron la cinética de descomposicion del persulfato de potasio
en medio acuoso (Ecuacién Quimica 2) en detalle en un rango de pH amplio (0-13) en
soluciones acuosas enriquecidas con H,O® entre 50 y 90 °C. La descomposicion es de
primer orden para persulfato y es catalizado por iones hidrégeno (Ecuacion 3). El valor de
la constante de la ecuacion cinética de descomposicion ko, es 6.0 x 10° min
(t2= 11552 min) y 2.1 x 102 mint (t12 = 33 min) para 50 y 90 °C respectivamente en una

solucién de hidréxido de sodio al 0.1 M.
Ecuacién Quimica 2.

25,05 + 2H,0 - 4HSO, + 0, (Medio Bésico) .
(Kolthoff & Miller, 1951)

d
1520871 = Ky [5,087] + ko [H* (5,01

Ecuacion 3.

ky =k, +k,[HT
0 = Ky +lea[H7] (Kolthoff & Miller, 1951)

d
It [S,057] = ko[S,057]

Reaccion del Persulfato con los Compuestos Nitrogenados.

Koroleff encontrd que se obtiene mas de un producto en la oxidacién de la materia organica
nitrogenada con persulfato en medio acido; mientras que, bajo condiciones alcalinas, se
produce Unicamente nitrato (citado en D'Elia et al., 1977). Dicho comportamiento contrasta
con los compuestos organicos fosforados, que pueden facilmente romperse a compuestos
inorganicos al calentar a ebullicidn la muestra en una solucién &cida de persulfato
(Valderrama, 1981).

Koroleff estudié la oxidacion en un medio alcalino y obtuvo recuperaciones cuantitativas
como iones nitrato de una gran variedad de compuestos organicos nitrogenados, en
muestras que incluyen aguas residuales con alto contenido de nitrégeno organico; los

resultados son comparables favorablemente con la digestion Kjeldahl. En algunos casos,
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los anillos heterociclicos de cinco miembros no son liberados; sin embargo, las cantidades
de dichos compuestos en aguas naturales son tan pequefios que esto puede ser despreciado
(citado en Hansen & Koroleff, 1999). Nydahl, (1978) estimd la recuperacion para varios
compuestos nitrogenados; siendo para la mayoria cuantitativos (mayor a 90%),
exceptuando compuestos que poseen un doble enlace carbono nitrégeno; tales como: la
antipirina, con una recuperacion del 45%, y el sulfato de hidracina, 0.1%.

En lo que respecta a aspectos cinéticos, Goulden y Anthony (1978) reportan el tiempo de
digestion para &cido nicotinico (un reactivo reportado previamente como lentamente
oxidable) en un maximo de 367 segundos a un pH de 12 y una temperatura de 90 °C para
un sistema autoclave de flujo continuo haciendo pasar espiras de borosilicato a través de
un bafo de calentamiento, preparado con una mezcla acuosa de 90% v/v de etilenglicol.
La oxidacion completa del material organico con persulfato necesita alrededor de un
exceso de diez veces de oxigeno. Usando 10 mL de la solucién oxidante (100 mg de
K2S20s) y 10 mL de la muestra, el contenido total de carbono de la muestra no debe exceder
20 mg/L o una Demanda Quimica de Oxigeno (COD, por sus siglas en inglés) de 50 mg/L
(Hansen & Koroleff, 1999).

Condiciones de digestion.

El tiempo de calentamiento debe ser suficiente para descomponer el exceso de iones
persulfato. De otra manera, para el caso de la determinacidn de iones nitrato por reduccion
con cadmio metalico -método mas usado para la determinacion de iones nitratos- el exceso
de iones persulfato puede oxidar el cadmio metalico en el paso reductor de los iones nitrato,
dando concentraciones de iones cadmio, Cd?*, lo suficientemente grandes para precipitar
como hidroxido y dejar la superficie de cadmio sin efecto. Koroleff traté de desarrollar la
digestién a 100 °C por 20 min en un recipiente abierto; sin embargo, no fue posible
descomponer todos los iones persulfato y tuvo que reducirlo con yodo o iones sulfito
(citado en Nydahl, 1978). D'Elia et al. (1977) realizaron pequefias modificaciones con
respecto a Koroleff: Las condiciones de temperatura fueron de 120 °C y se realizaron en
una autoclave; la cual, es posible sustituir por una olla de presion. Por su parte, Nydahl

(1978) determind el tiempo minimo requerido para la auto descomposicion completa de
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los iones persulfato, siendo 90 min a 100 °C -en un bafio de agua a ebullicion- y 15 min a

120 °C -en una olla de presion-.

Huang y Zhang (2009) realizaron la determinacion de fésforo disuelto total en aguas
naturales (usando matrices de agua destilada y agua de mar artificial) utilizando la digestion
de persulfato neutro a temperaturas inferiores al punto de ebullicién en un horno; siendo la
temperatura y tiempo 6ptimo de 90 °C y 16 h. El uso de temperaturas abajo del punto de
ebullicién también minimiza la pérdida de muestra debido a la ebullicion y se pueden dejar

un mayor nimero de muestras sin monitoreo constante.

B4.Método de la Brucina.

Propiedades Quimicas de la Brucina.

La brucina, Bru, C23H2604N2 (Figura 5, 1a), es un alcaloide, el derivado 9,10-dimetoxi
de la estricnina, Str, C21H2202N> (Figura 5, 1b), que se encuentran en las semillas de
Strychnos nuxvomica, L. y Strychnos ignatti, Berg. Estructuralmente, la brucina es una

amina ternaria que contiene una amida ciclica (lactama).

la Ib

Figura 5. Férmulas estructurales de la brucina (la) y la estricnina (Ib). Formulas estructurales

fueron elaboradas, a partir de las disponibles en Lide (2005), utilizando el software
ACD/ChemSketch 2017.1.2 (https://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/).

La hidrélisis de la estricnina con hidroxido de sodio alcohdlico rompe el grupo lactama
formando un aminoacido (Ecuacién Quimica 3). El grupo amina ternaria de la brucina
puede formar sales cuaternarias al reaccionar con proporciones molares de haluros de
alquilo. La oxidacién con permanganato de potasio de la estricnina para formar el acido
N-oxalilantranilico (Ecuacion Quimica 4), sugiere un enlace directo de un atomo de

nitrégeno a un nucleo bencénico. Al reducir el grupo amida a amina, el producto de
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reduccion tiene solamente un atomo de oxigeno; el cual, es pasivo a la reaccion con
reactivos con grupos carbonilo y tricloruro de fosforo, lo que sustenta la conclusion

que dicho atomo de oxigeno pertenece a un éter ciclico (Holmes, 1950).

NaOH
- ., .
EtOH Ecuacion Quimica 3.
(Holmes, 1950)
@]
KMnO4 OH
_— Ecuacién Quimica 4.
base NH (Holmes, 1950)
O;S(OH

Nota: Las férmulas estructurales de las Ecuaciones Quimicas 3 y 4 fueron elaboradas utilizando el
software ACD/ChemSketch 2017.1.2 (https://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/).

Reaccion de Formacion del Croméforo.

Una de las reacciones caracteristicas de la brucina es la formacion de una coloracion
intensa naranja-roja con trazas de acido nitrico (Holmes, 1950). Dicha reaccion es
utilizada como prueba de identificacion de iones nitrato y se reporta que pueden
detectarse hasta 6 x 102 g de &cido nitrico en acido sulfirico concentrado (Cheronis,
Entrikin & Hodnett, 1965).

En un intento por interpretar la reaccion entre la brucina y los iones nitrato, Piccardi y
Legittimo (1976) examinaron el comportamiento de la brucina con algunos agentes
oxidantes: La brucina es parcialmente oxidada en acido sulfurico al 60% por una
solucion de sulfato de cerio (IV), dando primero un compuesto naranja y luego un
amarillo. Al realizar un estudio potenciométrico con sulfato de cerio (IV) o dicromato
de potasio, la relacion molar entre la brucina y el agente oxidante, en el salto de
potencial, es de 1:2. El permanganato de potasio, clorato de potasio y el agua de cloro

también oxidan la brucina con la formacién de un compuesto amarillo; esta reaccion
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no es cuantitativa, debido a que inclusive en bajas concentraciones, comienza la
degradacion oxidativa. Masini, Aragon y Nyasulu (1997) burbujearon diéxido de
nitrégeno a traves de una solucion de brucina en acido sulfdrico y la reaccidén ocurre
rapidamente. Al colocar una solucidn de nitrato al 0.1 M en &cido sulfurico al 7 M en
agua a ebullicion por 20 min, enfriar a temperatura ambiente y afiadir una solucién de
brucina, la velocidad de reaccion fue mas rapida que a temperatura ambiente; razén por
la cual, ellos supusieron que las condiciones de acidez y temperatura permiten la

conversion de iones nitrato a dioxido de nitrégeno (Ecuacién Quimica 5).

Ecuacién Quimica 5.

ANO;,, y+4H' = 4NO, .y + O,y + 2H,0
3(ac) (ac) 2(9) 2(9) 27 (Masini et al., 1997)

Masini et al. (1997) estudiaron a detalle la electroquimica de la brucina involucrada en
la formacion del complejo coloreado cuando reacciona con los iones nitrato en acido

sulfarico concentrado (Figura 6):

+4H,0
-4e” -4e -4H" p)
. - =
Ep = 1.00V +4e +4H"
E°®' = 0.54V
-4e” -4H"
+4e” +4H"
E*' =0.39V

Bru-HDm

Figura 6. Diagrama de las ecuaciones quimicas que describen el comportamiento 6xido-reduccion de la
brucina involucrada en la reaccién con iones nitrato en &cido sulfurico concentrado (Masini et al., 1997).
Formulas estructurales elaboradas utilizando el software ACD/ChemSketch 2017.1.2

(https://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/).
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Siguiendo una oxidacion, con una solucion de Ce (1V), a una razon de dos electrones
por mol (Ep = 1.00 vs Ag/AgCl), la brucina, Bru, reacciona para formar un aminocromo
de color rojo, Bru-Q, (bruciquinona) y metanol. Dicho intermediario posee absorciones
maximas en 513 y 537 nm (caracteristico de muchos aminocromos) y es mejor
representado por la forma zwitteribnica por las siguientes observaciones
experimentales: La falta de extraccion por solventes organicos, la extraccion pobre en
un electrodo "orgéanico™ (carbono méas hexadecano) y la similitud del espectro visible
con otros aminocromos. La bruciquinona se reduce, a una razén de dos electrones por
mol (E°' = 0.54 V), para formar una hidroquinona, Bru-HQ, y también dimeriza, para
formar un dimero de color amarillo, Bru-Dm. En un intento por aislar dicho dimero, se
probaron extracciones con distintos solventes organicos. No se observd extraccion
alguna en un rango de pH de 0 a 13; lo cual, soporta la suposicion de que el dimero es

también un aminocromo.

pH=0
+0.79 _# +1.07 40983 2 +1.59 41 4177 —3.09, -13-056 +141 2, —1.275
I N204 H NO —I N20 I I HNg H N2H5+ I
+0.71
+5 +3 +1 +0 _ -1 -3
NOs- +0.94 HNO, +0.86 H,NJ0, +2.65 N, 1.87 NH;OH* +1.35 NH,*
| | +1.45 | | +0.278 |

Figura 7. Diagrama de Latimer de las especies nitrogenadas en medio acuoso, los valores corresponden

a los potenciales estandares de reduccién, en V (Hammerl & Klapétke, 2011).

Holty y Potworowski (1972) realizaron un estudio detallado de estequiometria de la
brucina con el nitrato y encontraron absorbancias maximas cercanas al consumo del
exceso de la brucina (equivalente a 7 mg-N/L), si se asume una relacion
estequiométrica de 1:1. Basado en las observaciones recopiladas previamente y a los
potenciales estandares de reduccion de las especies quimicas nitrogenadas a un pH de 0
(Figura 7), es posible proponer una reaccion que describa la reaccién entre la brucina

y los iones nitrato (Ecuacion Quimica 6).

- +
2B1U(ac) + 2N 03¢y + H2 00y + 6H(g¢) = Ecuacion Quimica 6.

Bru — Dmge) + 2NO(g) + 1/5 054 + 4CH30H g (Autorfa propia)
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Observaciones Experimentales del Método.

Noll (1945) desarroll6 el método de brucina para la determinacion de contenido de
nitrato de sodio en agua de caldera (usado para reducir el fendmeno de corrosion). El
meétodo utiliza 5 mL de muestra, 0.2 mL del reactivo de brucina al 5% (volumen total
del andlisis de 15.2 mL). El rango utilizado, en dicho método, se encuentra entre
0-50 mg-NOs/L (equivalente a un rango entre 0-11 mg-N/L) y se reportaron
porcentajes de recuperacion de hasta 100%. Ademas, se evaluaron interferencias en
temperatura de las soluciones (no observables entre 20-80 °C), iones nitrito (hasta
10.0 mg-NO,7/L), iones ortofosfato (hasta 200 mg-PO4>/L), iones cloruro (hasta
1000 mg-CI/L) y otros iones presentes en la matriz como iones ferroso y férrico (hasta
20 mg-Fe/L), iones amonio (hasta 50 mg-N/L), iones calcio y magnesio (hasta
250 mg-CaCOs/L) vy silicato de sodio (hasta 200 mg-SiO2/L). Se presentaron

interferencias en materia organica, en particular, la que aporta color a la solucion.

Fisher, Ibert y Beckman (1958) desarrollaron una metodologia para determinar iones
nitrato, iones nitrito o la mezcla de ambos, en matrices acuosas, utilizando el reactivo
de brucina. Entre sus resultados, indicaron que en una solucion de &cido sulfurico al
20%, en presencia de una mezcla de iones nitrato y nitrito, se generé un cambio de
color debido a la presencia de iones nitrito, los iones nitrato no reaccionaron. Al
incrementar la concentracion del &cido sulfurico al 50% se observa un cambio de

coloracion debido a la presencia de ambos iones.

Jenkins y Medsker (1964) desarrollaron el método de brucina para matrices de agua
dulce, estuarina y oceanica. En dicho método, se utiliza un reactivo mixto de &acido
sulfanilico y brucina con posterior calentamiento en agua a ebullicion por 20 min para
desarrollar el color y eliminar los iones nitrito por diazotizacion y posterior hidrolisis.
Posteriormente, se enfria las muestras a temperaturas entre 15 a 25 °C para inhibir el
cambio de color y realizar la posterior medicién. EI método utiliza 10 mL de muestra,
0.5 mL del reactivo mixto de brucina al 1% (volumen total del andlisis de 22.5 mL). El

rango utilizado fue entre 0.05-0.8 mg-N/L, el coeficiente de variacion reportado para
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una muestra estuarina con concentracion media de 0.287 mg-N/L fue de 1.7%. y se
obtuvieron porcentajes de recuperacion arriba del 95%. Se evaluaron interferencias en
iones nitrito (hasta 0.5 mg-NO27/L), iones ferroso y férrico (hasta 1 mg/L), iones calcio
(hasta 100 mg/L) y magnesio (hasta 100 mg/L). Dicha metodologia es la base del
metodo 352.1 aprobado por la US-EPA (1971).

Petriconi y Papee (1971) determinaron que los efectos de la temperatura en las
soluciones analizadas son la mayor causa de inconsistencias con el desarrollo del
método; por lo cual, su control debe ser riguroso. Holty y Potworowski (1972)
encontraron discrepancias en la linealidad entre la absorbancia y la concentracion de
iones nitrato fuera del rango de trabajo de 0.1-2 mg-N/L (US-EPA, 1971). Se evalud
una curva de calibracion hasta 100 mg-N/L a diferentes tiempos de desarrollo del color
y con una temperatura de 100 °C (Figura 8), logrando apreciar que el corto tiempo de
desarrollo del color puede minimizar la posibilidad de que dichas anomalias ocurran

hasta un cierto nivel.
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Figura 8. Absorbancia vs concentracion de nitrato (mg-N/L), en funcién del tiempo de desarrollo del

color. Todas las curvas fueron desarrolladas con soluciones a 100 °C (Holty & Potworowski, 1972).
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Ante tal situacion, Holty y Potworowski (1972) sugieren tres alternativas; de las cuales,
la alternativa que consume menos tiempo es afiadir suficiente brucina extra para
prevenir el decrecimiento de la curva de absorbancia en altas concentraciones de

nitrato.

B5.El Efecto Matriz.

La matriz de la muestra puede influenciar en la sefial analitica (absorbancia). Si las matrices del
estandar de referencia y la muestra difieren, la calibracion puede ser imprecisa. La razon se puede
deber a que existan constituyentes en la muestra que aumenten o disminuyan la sefial analitica o
que puedan interferir con la reaccion quimica formada en la produccién de la sefial. La sal de mar
también puede causar errores en la sefial espectrofotométrica. Estos "efectos de sal" generan ya
sea una disminucién en la absorbancia analitica por los iones del agua de mar o un efecto de
capacidad buffer del agua de mar que interfiera con la reaccion de determinacion. Los efectos de
sal pueden ser ignorados si los estandares y blancos son preparados con agua de mar libre de
nutrientes o agua de mar baja en nutrientes (LNSW por sus siglas en inglés) o agua de mar artificial
(ASW, por sus siglas en inglés). La salinidad debe ser igual o similar a la de las muestras. Esta es
la mejor solucién para muchos analisis de aguas cuando las variaciones de salinidad son pequefias

y una LNSW no puede ser encontrada o preparada (Hansen & Koroleff, 1999).

La salinidad es una medida del contenido de sales en el agua de mar. El concepto actual de
salinidad estéa intrinsicamente relacionado con la metodologia de medida de dicha variable, siendo
la conductimetria la mas utilizada (De Mora, 1999). La conductividad de una muestra se mide en
relacion con un material de referencia, Agua Marina Estandar, y es convertida a salinidad -a través
de una formula empirica- en unidades préacticas de salinidad (psu, por sus iniciales en inglés). La
salinidad del agua de mar estandar es de 35 psu; mientras que, la del agua dulce, tiene un maximo
de 1 psu (Muller, 1999).

El Agua de Laboratorio Grado 3, es usualmente lo suficientemente pura para utilizarla en el analisis
de nutrientes. Se define como la adecuada para la mayor parte del trabajo del laboratorio en

quimica en medio acuoso y para la preparacion de soluciones de reactivos; debe ser producida, por
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ejemplo, por destilacion simple, por deionizacién o por osmosis inversa. A menos sea especificado
lo contrario, esta debe ser usada para el trabajo analitico ordinario (1ISO 3696:1987).

Tanto como para la matriz de estandares y blancos en andlisis de nutrientes, tres propiedades del
agua de mar artificial son importantes, ya que pueden afectar con el resultado analitico: fuerza
ionica, salinidad y capacidad amortiguadora. Una solucién de cloruro de sodio de una
concentracion equivalente a la salinidad de la muestra usualmente satisface el primer y segundo
requerimiento. Los problemas encontrados con las potenciales impurezas usados para la
preparacion de la ASW pueden introducir errores que pueden afectar en el analisis (Hansen &
Koroleff, 1999).

El ASW se prepara a partir de la formulacion se resumida en la Tabla 2. Las sales gravimétricas
se secan a 100 °C previo a su uso y se preparan soluciones de las sales volumétricas cuyas
concentraciones son confirmadas por titulacion Mohr. El pH de la solucion es ajustado a 8.2; el
cual, también puede lograrse al equilibrar dicha solucion con el contenido de didxido de carbono

del medio ambiente, tres dias posteriores a su preparacion (Kester et al., 1967).

Tabla 2. Composicidn para 1 kg de Agua de Mar Artificial. Salinidad 35.00 psu. pH 8.2 (Kester et al., 1967).

A. Sales gravimétricas.
sal Mas(agfr"n%'ﬁf)“'ar g-Sallkg

NaCl 58.44 23.926
Na2SO4 142.04 4.008
KCI 74.56 0.677
NaHCO3 84.00 0.196
KBr 119.01 0.098
H3BO3 61.83 0.026
NaF 41.99 0.003

B. Sales Volumétricas.

Sal Mas(Z.nr:]%Iﬁlc)ular mol/kg
MgCl. - 6H20 203.33 0.05327
CaClz - 6H.0 147.03 0.01033
SrClz- 6H20 266.64 0.00009

C. Agua destilada hasta 1,000.00 g.
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C. Validacion del Método.

Segun la normativa 1ISO 9000:2015, se define validacién como: "la confirmacion, a través de la
disposicién de evidencia objetiva que los requerimientos para un uso especifico previsto o
aplicacion han sido cumplidos. La evidencia objetiva necesaria para una validacion es el resultado
de una prueba u otra forma de determinacién como calculos de desempefio alternativos o la
revision de documentos”. Los métodos de analisis validados son necesarios para muchos
propositos: fortalecimiento de regulaciones, control de importacién-exportacién, en laboratorios
acreditados, intuiciones académicas. Desde sus inicios en 1884, AOAC International se ha
dedicado a la validacion de métodos analiticos a través de ensayos en maltiples laboratorios
(Lauwaars, 1998). Entre los métodos de validacion que AOAC Internacional ofrece, se encuentra
el Programa de Métodos Oficiales regido por los Requerimientos de Rendimiento de un Método
Estandar (SMPRs, por sus siglas en inglés); dichos requerimientos son un consenso de estandares
desarrollado por las partes interesadas en un proceso muy controlado que asegure que los usuarios,
organizaciones de investigacion, departamentos gubernamentales y consumidores trabajen juntos
para crear un estandar que cumpla con las demandas de la comunidad analitica y tecnolégica. Los
SMPRs, son voluntarios, la AOAC International no puede y no debe imponer el uso de los SMPRs.
Con la finalidad de promover uniformidad en los SMPRs, la AOAC International desarroll6 una
guia documentada (AOAC International, 2016).

Segun la clasificacion de metodos de AOAC International (2016), los requerimientos minimos de
rendimiento a cumplir para la validacién en un laboratorio para un método cuantitativo de una
traza o contaminante (> 100 g/Kg) son los siguientes: Rango de trabajo, limite de cuantificacion
(LOQ, por sus siglas en inglés), recuperacion, sesgo y precision. Adicionalmente se tomaran en
cuenta los parametros de validacion de selectividad, linealidad y estimacion de incertidumbre,
definidos por EURACHEM en la segunda edicion de la Guia de Laboratorio para la Validacién
(Magnusson & Ornemark, 2016).

C1. Limite de Cuantificacion.
Se define como la concentracion minima de masa de analito en una determinada matriz que puede

ser reportada como un resultado cuantitativo (AOAC International, 2016). Una de las herramientas
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para la determinacion del LOQ es el uso de blancos. Los mas recomendables son los Blancos de
Muestra (muestras matrices sin presencia de analito) pero también pueden utilizarse Blancos de
Reactivos (muestras matrices elaboradas a partir de reactivos). Para el caso de Blancos de
Reactivo, los reactivos utilizados durante el proceso analitico (incluyendo disolventes utilizados
para la extraccion o disolucion) se analizan para determinar si contribuyen a la sefial de la medida.
Una de las metodologias recomendadas consiste en realizar una medida de diez réplicas de blanco
reactivo, calcular la desviacion estandar, s, (Ecuacion 4), a partir de la media aritmética, x,

(Ecuacion 5), y aplicar la Ecuacion 6 (Magnusson & Ornemark, 2016).

_ 2/ 1 Ecuacion 4.
Sg = X;— X n-—
0 Z( A ) (Miller & Miller, 2010)
XX Ecuacion 5.
X =—
n (Miller & Miller, 2010)

Para la Ecuacion 4 y la Ecuacion 5, x, representa el resultado de una medicion u observacion
(Miller & Miller, 2010).

LOQ =k, s
¢ @70 Ecuacion 6.
s .
Sy = =0 (Magnusson & Ornemark, 2016)
Vn

La Ecuacion 6 aplica cuando los resultados del Blanco no se corregiran durante el uso rutinario
del método; donde, s; es la desviacion estdndar de la media; n, es el nimero de réplicas de
observaciones promediadas cuando se informan resultados para los que cada réplica es obtenida
siguiendo enteramente el procedimiento de medicién. El valor por defecto de k, es 10 segun la
Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés) y si la
desviacion estandar es aproximadamente constante a bajas concentraciones, este multiplicador
corresponde a un coeficiente de variacion, CV, de 10%. Los multiplicadores de 5y 6 también han
sido usado ocasionalmente, lo cual corresponde a valores de CV de 20% y 17% respectivamente
(Magnusson & Ornemark, 2016). El coeficiente de variacion es calculado empleando la

Ecuacién 7.

Ecuacion 7.

S
CV(%) = — x 100 _ _
X (Miller & Miller, 2010)
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C2. Rango y Linealidad.

Rango de trabajo es el intervalo sobre el cual el método demuestra resultados con una
incertidumbre aceptable. EIl limite inferior corresponde al limite de cuantificacion LOQ. El limite
superior esta definido por las concentraciones a las cuales se observan anomalias significativas en
la sensibilidad analiticas (La sensibilidad analitica es el cambio en la respuesta del instrumento el
cual corresponde con el cambio de una cantidad medida). Un ejemplo de esto es el efecto de
aplanamiento en valores altos de absorbancia en la espectroscopia UV/Vis (Magnusson &
Ornemark, 2016).

Con la finalidad de lograr el rango de trabajo del método se deben tener disponibles muestras con
concentraciones conocidas y blancos, las muestras deben pasar por completo todo el procedimiento
de medicion, las concentraciones deben de cubrir preferiblemente todo el rango de interés y el
instrumento debe haber sido calibrado de acuerdo con el procedimiento sugerido. Los valores
obtenidos (sefial dada por el equipo) son graficados en el eje-y contra las concentraciones
conocidas de las muestras (eje-x). El rango de trabajo y linealidad son juzgadas por inspeccion
visual del grafico, soportada por la estadistica y por el grafico de residuales de la regresion lineal
(Magnusson & Ornemark, 2016). En adelante, consideraremos que la curva de calibracion lineal
tiene la forma algebraica descrita en la Ecuacion 8; donde, b es la pendiente de la linea rectay a

es el intercepto en el eje-y. La media de los valores de x es x y la media de los valores de y es .

Ecuacion 8.

y =a+ bx ] i
(Miller & Miller, 2010)

Un método comun para estimar qué tan bien los puntos experimentales se ajustan a una linea recta
es calcular el Coeficiente de Producto-Momento, r (Ecuacidn 9). Este estadistico es comiunmente
referido simplemente como "coeficiente de correlacion” debido a que, en ciencias cuantitativas, es
mucho mas cominmente usado que otros coeficientes de correlacion. r solamente puede tomar
valores en el rango de -7 <r <+1. Unvalor de r de -1 describe una correlacion negativa perfecta;
similarmente, cuando r tiene un valor de +1, tenemos una correlacion positiva perfecta. Cuando
no hay correlacion entre x y y, el valor de r es cercano a cero. Para decidir si una curva o linea
recta se ajusta a la informacion dada por la calibracion, se ocupa el coeficiente de determinacion,

R?; el cual, para el caso de una linea recta, es el valor de r elevado al cuadrado; siendo 1 el valor
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maximo, que indica un ajuste del 100% entre los valores de la curva de calibracion y la ecuacion
de la linea recta (Miller & Miller, 2010).

2illxi =0 — )] Ecuacion 9.
([2;Ge; — 0218 (v — )21} (Miller & Miller, 2010)

En cualquier analisis de calibracion el error aleatorio global del resultado surgird de una
combinacion de las contribuciones al error de varias etapas del analisis. En casos de
heterocedasticidad, donde los errores experimentales varian con el valor del analito, los datos
deberén ser tratados mediante métodos de regresion ponderados. La ponderacion permite que la
recta calculada pase cerca de los puntos donde el error es mas pequefio. Este resultado se logra
dando a cada punto, de un nimero total de n puntos, una ponderacién inversamente proporcional
a la varianza correspondiente en la direccion y, s?. Las ponderaciones individuales wy, w,, wy y

similares vienen dadas por la Ecuacion 10 (Miller & Miller, 2010).

52 Ecuacion 10.

l
W, = ————
boXis?/n (Miller & Miller, 2010)

La pendiente, b, y el intercepto, a,,, de la regresion lineal (ajuste de minimos cuadrados) estan
dadas por la Ecuacion 11 y Ecuacion 12, respectivamente. En dichas ecuaciones, y,y X,
(Ecuacion 13) representan la media ponderada de los datos de las variables y y X, respectivamente
(Miller & Miller, 2010).

b — 2 WiXiy; — nX, Y, Ecuacion 11.
v XiWiX; — nxj (Miller & Miller, 2010)

_ bi Ecuacion 12.

a, = — DX
w = Yw v (Miller & Miller, 2010)
XWX, Ecuacion 13.
T on (Miller & Miller, 2010)

Xy

La desviacion estandar para una concentracion estimada, S, , esta dada por la Ecuacion 14,

donde, y es el valor estimado de y -aplicando los valores calculados de bw y aw en la Ecuacion 8-
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Yo Y W, corresponden al valor medio y la ponderacion de los valores obtenidos (sefiales dada por

el equipo) para la concentracion estimada (Miller & Miller, 2010).

1
Xow b I E

S 1
Wy

(YO - yw)z }1/2

b?(X; wix} — nxf)

1
_ Yiwi(y; — 9)? /2
Sty/ow = n—2

Ecuacion 14.
(Miller & Miller, 2010)

C3. Selectividad.

La selectividad analitica se refiere al grado en la cual el método puede ser utilizado para determinar
analitos particulares en mezclas o matrices sin interferentes de otros componentes de similar
comportamiento. Las interferencias pueden causar un sesgo al incrementar o disminuir la sefial
atribuida a una medida. La selectividad de un método se investiga estudiando su habilidad de medir
el analito de interés en muestras a las cuales se le agregaron intencionalmente interferencias
especificas (aquellas que se considere probable de encontrar en las muestras). Se recomienda
analizar muestras de ensayo que contengan varias interferencias sospechadas en la presencia de

los analitos de interés (Magnusson & Ornemark, 2016).

C4. Sesgo y Recuperacion.

El sesgo es la diferencia entre el valor esperado de los resultados de analisis y el valor aceptado de
referencia. El sesgo es el error total sistematico y se complementa con el error aleatorio (AOAC
International, 2016). Existen tres enfoques generales para determinar sesgo: analisis de materiales
de referencia, experimentos de recuperacion usando muestras adicionadas y comparacion de

resultados obtenidos con otro método (Magnusson & Ornemark, 2016).

El Material de Referencia ideal es un Material de Referencia Certificado. Comparado con el amplio
rango de tipos de muestras y analitos encontrados por los laboratorios, la disponibilidad de
Materiales de Referencia es limitado, pero es importante que el material seleccionado sea
apropiado para el uso. En ausencia de Materiales de Referencia adecuados, se puede utilizar
estudios de recuperacion para dar una indicacion del nivel de sesgo probable (Magnusson &
Ornemark, 2016).
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La recuperacion es la fraccion o porcentaje del analito que es recuperado cuando la muestra de
prueba es analizada usando el método completo (AOAC International, 2016). La recuperacién por
adicion es una de las técnicas que puede ser utilizada cuando no hay un Material de Referencia
Certificado con una matriz apropiada para el analito de interés. La matriz para utilizar en dicha
técnica debe ser razonablemente caracterizada para determinar que es suficientemente

representativa de la matriz de interés (Magnusson & Ornemark, 2016).

Una de las metodologias recomendadas consiste en medir diez veces la matriz de blanco o medir
la muestra sin adicion y la muestra con adicion del analito de interés sobre un rango de
concentraciones. Se realiza la comparacion entre la media del valor adicionado, X', con el valor
medio de la matriz blanco o muestra sin adicion, X, con la concentracion afiadida, x,qicion
(Magnusson & Ornemark, 2016). Se calcula la recuperacion relativa de adicion a diferentes
concentraciones utilizando la Ecuacién 15. La recuperacion media esperada para un analito cuya
concentracion se encuentre entre 100 pg/Kg a 10 mg/Kg es entre 80-110% (AOAC International,
2016).

x'—x X anali Ecuacion 15.
R(%) = —— x 100 = —2ralizado o 109 )
Xadicion Xadicion (Magnusson & Ornemark, 2016)

C5. Precision.

La precision es el grado de concordancia entre los resultados de pruebas independientes obtenidos
en condiciones establecidas (AOAC International, 2016). Este parametro es usualmente expresado
por parametros estadisticos que describan la distribucion de los resultados, tipicamente la
desviacion estandar (o desviacion estandar relativa), calculada de los resultados obtenidos al
realizar repetibilidad en condiciones especificas (Magnusson & Ornemark, 2016). Las condiciones
especificas para evaluar repetibilidad son aquellas en donde resultados de las muestras de prueba
son obtenidos independientemente con el mismo método en items de prueba idénticos en el mismo
laboratorio por el mismo operador usando el mismo equipo en intervalos de tiempo corto (AOAC
International, 2016). Una de las metodologias recomendadas consiste en medir entre 6-15 réplicas
de blancos de muestra adicionados a diversas concentraciones en todo el intervalo de trabajo. Se
determina la desviacion estandar o la desviacion estandar relativa de los resultados de acuerdo con

la Ecuacion 4 y Ecuacion 7, respectivamente (Magnusson & Ornemark, 2016). Las deviaciones
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estandares relativas esperadas para un analito cuya concentracion se encuentre en 100 pg/Kg y

1 mg/Kg son 15 y 11%, respectivamente (AOAC International, 2016).

C6. Estimacion de la Incertidumbre.

La incertidumbre se define como un parametro asociado con el resultado de una medida, que
caracteriza la dispersién de los valores que pueden razonablemente ser atribuidos al mensurando
(Ellison & Williams, 2012). En cualquier experimento real analitico estaran presentes dos tipos de
errores: aleatorios (afectan la precision de la medida) y sistematicos (generan sesgo en la medida).
Estos pueden ser combinados para dar una incerteza en el resultado final, el cual provee un rango
realista de valores donde probablemente se encuentre el valor real de una medida (Miller & Miller,
2010).

I. Pasos para la Estimacion de la Incertidumbre.
Los pasos para estimar la incertidumbre se describen a continuacion (Ellison &
Williams, 2012):

e Paso 1. Especificar el mensurando. Escriba una idea clara de lo que sera medido,
incluyendo la relacién entre el mensurando y las cantidades de entrada de las cuales
esta depende (por ejemplo, constantes, valores de estandares de calibracion, cantidades

medidas y otros).

e Paso 2. Identifique las fuentes de incerteza. Enliste las posibles fuentes de incerteza.
Esto debe incluir fuentes que contribuyen con la incerteza de los parametros en la
relacion a los especificados en el Paso 1, pero también puede considerar otras fuentes

y debe mencionar fuentes que provienen de suposiciones quimicas.

e Paso 3. Cuantifique los componentes de incertidumbre. Estime el tamafio del
componente de la incerteza asociado con cada potencial fuente de incerteza
identificado. Cada componente debe estar expresado como una incertidumbre estandar
y estara asociada a una fuente individual o como efecto combinado de varias fuentes.
Cuando un componente de incertidumbre fue evaluado experimentalmente de la

dispersion de medidas repetidas, su incertidumbre estandar puede ser expresada como
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su desviacion estandar. Si los limites de confianza, +a, son dados sin un nivel de
confianza y no es conocido el tipo de distribucion de las variables, se puede asumir una
distribucion rectangular con una incertidumbre estandar de acuerdo con la
Ecuacion 16. (Ellison & Williams, 2012)

a Ecuacion 16.

Urn =
SNE (Ellison & Williams, 2012)

Paso 4. Calcule la incerteza combinada. Las incertidumbres estandares (obtenidas en
el Paso 3) deben ser combinadas de acuerdo con las reglas apropiadas, para dar una
incertidumbre estandar. Una metodologia recomendada para el calculo de la
incertidumbre estandar combinada, uy, es el “método de la hoja de calculo” (Kragten,

1994) basado en la férmula general de la propagacion de errores (Ecuacion 17).
Z\? Ecuacion 17.
-3, (52)
z i\ox;) i (Kragten, 1994)

El apropiado factor de cobertura debe ser aplicado para dar una incertidumbre
expandida, U (Ecuacion 18). Para un aproximado nivel de confianza del 95%, k

usualmente es fijada en 2.

Ecuacion 18.
(Ellison & Williams, 2012)

U = k - uZ
Reglas para la Propagacion de Errores Aleatorios.
Las reglas de propagacion de errores aleatorios pueden ser dividas en tres grupos
(Miller & Miller, 2010):

Combinaciones lineales. En este caso, el valor final, y, es calculado de la combinacion
de las variables a, b, c y similares, descritas en la Ecuacion 19; donde, k, k., kp, k. Y
similares son constantes. La varianza (definida como la desviacion estandar elevada al
cuadrado) tiene la propiedad importante que la varianza de una suma o diferencia de

cantidades independientes es igual a la suma de las varianzas (Ecuacion 20).
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Ecuacion 19.

=k+k kyb + k
y=k+kea+kpb+kcc+ (Miller & Miller, 2010)

Oy = \/(kao-a)z + (kbo-b)2 + (kcac)z + - Ecuacion 20.
(Miller & Miller, 2010)
Expresiones multiplicativas. Si y es calculado de una expresion del tipo descrito en
la Ecuacioén 21 (donde a, b, ¢ y d son cantidades medidas independientemente y k es
una constante); entonces, hay una relacion entre los cuadrados de las deviaciones

estandares relativas, descrita por la Ecuacion 22.

Ecuacion 21.

y = kab/cd _ _
(Miller & Miller, 2010)
N ) ) 5 Ecuacion 22.

Oy o, Op o, 04 . .
Y _ _a 2 - i Miller & Miller, 2010
- ) ) o &t 20

Reglas para la Propagacion de Errores Sistematicos.
Las reglas de propagacion de errores sistematicos pueden ser divididos también en tres
grupos (Miller & Miller, 2010):

Combinaciones lineales. Si y, es calculado de la combinacién de las variables a, b, ¢
y similares, descritas en la Ecuacion 19; donde, 4a, 4b, Ac y similares, son sus
correspondientes errores sistematicos; entonces, el error sistematico en y, Ay, es

calculado de acuerdo con la Ecuacion 23.

Ecuacion 23.

Ay =k Aa + kyAb + k.Ac + -+
y =kqba+tky cAC (Miller & Miller, 2010)

Expresiones multiplicativas. Si y es calculado de una expresion del tipo descrito en
la Ecuacién 21 (donde a, b, c y d son cantidades medidas independientemente y k es
una constante); entonces, hay una relacién entre los errores sistematicos relativos,

descrita por la Ecuacién 24.
Ecuacion 24.

(8y/y) = (Aa/a) + (Ab/b) + (Ac/c) + (Ad/d) (Miller & Miller, 2010)

47



48



METODOLOGIA.

Para el cumplimento del objetivo del presente trabajo de graduacion, se disefié y ejecutd la

siguiente secuencia de actividades:

1. Desarrollo de la metodologia.

La metodologia desarrollada se resume en el diagrama de operaciones (Figura 9) y se detalla

en el procedimiento estandar operacional (Anexo A). Debido a que la metodologia se compone

de la unién de diferentes técnicas, fue necesario realizar modificaciones para acoplar dichas

técnicas. A continuacion, se detallan las pruebas y modificaciones realizadas en cada una de

las técnicas que llevaron al desarrollo de la metodologia:

Digestion en persulfato alcalino (Pasos 1-3). Basado en las condiciones de digestion
oxidativa, descritas en el marco teorico, se evalud el uso de los instrumentos: olla de
presion (3 ha 120 °C), hot plate -para el uso de un bafio de maria- (90 mina 95 °C) y horno
de conveccion (16 ha 90 °C, 95 °C y 110 °C) y se determind las condiciones en las cuales
es posible oxidar en su totalidad las especies quimicas nitrogenadas y descomponer la
mayor cantidad de iones persulfato. Dado que no se logré descomponer en su totalidad los
iones persulfato (Ver Seccion 1. Analisis Teorico y Resultados), se afiadié un agente
reductor como los iones bisulfito (0.25 g/mL) y se dejo reposar la mezcla por 3 h a
temperatura ambiente (27 °C). La eleccion de los iones bisulfito se fundament6 en que
reacciona con los iones persulfato, en medio basico, para formar unicamente iones sulfato
(Ecuacion Quimica 7); y que, el exceso de los iones bisulfito es eliminado al adicionar
acido, liberandolo como diéxido de azufre (Ecuacion Quimica 8). Las concentraciones de
iones persulfato e iones hidroxido usadas estan sustentadas en las cantidades descritas en
Hansen y Koroleff (1999), con la modificacion que se quintuplicaron para afiadir 1 mL de
solucion de persulfato alcalino (K2S20g 0.185 M + NaOH 0.375 M) para 5 mL de muestra
en cada uno de los viales de 40 mL. Antes de proceder con la adicién de la solucién de
iones bisulfito, se restaura el volumen perdido por evaporacion, durante la digestién

oxidativa, con agua destilada hasta un volumen de 5 mL en cada uno de los viales.
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Ecuacién Quimica 7.

S,05~ +S05~ + 20H™ — 350;~ + H,0 . i
(Elaborada a partir de Vanysek, 2005)

Ecuacién Quimica 8.
(Patnaik, 2003)

SO, + H,0 = HSO; + H*
Meétodo de la Brucina (Pasos 4-6 y A-B). Para dicho procedimiento, se realizaron las
modificaciones siguientes a la metodologia descrita en Jenkins y Medsker (1964): Se
redujo a la mitad la cantidad de muestra a utilizar (5 mL de muestra) y se duplicé la
cantidad de solucién de brucina a agregar (1 mL al 1%); cuadruplicando asi, la
concentracion de la brucina, con el objeto de prevenir el decrecimiento de absorbancia en

altas concentraciones de nitrato, como fue sugerido por Holty y Potworowski (1972).

1 Preparacion de la Muestra

v

2 Digestion Oxidativa

v

3 Eliminaciéon del
Exceso de Oxidante

v
4 | Adicién de Reactivos
v
5 | Desarrollo del Color A Preparacion de Estandares
v v
6 | Determinacién UV-Vis B | calibracién UV-Vis
I |
Res::tado

Figura 9. Diagrama de operaciones para la determinacién de nitrégeno total por el método de brucina,

utilizando la digestion con persulfato alcalino (Elaboracién propia, EP).
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La base del procedimiento utilizado, para el Método de la Brucina, fue el siguiente: Al vial
con la muestra previamente digerida y reducida, se afiadi6 1 mL de &cido sulfdrico
concentrado y se agitod para eliminar el exceso de iones sulfito como dioxido de azufre.
Posteriormente, se afiadid 1 mL del reactivo de brucina (disolucién de sulfato de brucina
heptahidratado, Sigma-Aldrich 237868, en agua al 1%) vy, lentamente, 4 mL de &cido
sulfarico concentrado; se agité y dejo reposar a temperatura ambiente (27 °C) por
1 h 30 min. Se obtuvo una lectura de la absorbancia contra agua destilada a 410 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UV 1700, usando una cubeta de cuarzo con un camino optico
de 1-cm.

2. Calibracion de los instrumentos de medicion asociados al andlisis.
Debido a que tanto la cristaleria como los instrumentos de medicidn a utilizar no son nuevos,
fue necesario asociarles una incertidumbre actualizada; para ello, se utiliz6 como referencia,
las normas internacionales utilizadas para la determinacion de las variables de masa y volumen.
Cabe mencionar que la incertidumbre de la variable correspondiente a absorbancia, que mide
el Espectrofotdmetro UV-VIS, no fue medida directamente, sino que se asocio a la
incertidumbre estandar de la muestra, generada por el ajuste de minimos cuadrados ponderados

de la curva de calibracion (Ecuacion 14).

a) Masa. Fue determinada la repetibilidad y exactitud a través de la verificacion con los
patrones de masa disponibles (100-mg, 500-mg, 1-g y 100-g); se us6é como referencia
el método estandar ASTM E898-88 (2013); el cual, indica la medida de una serie de
observaciones, del mismo patron, en la misma direccion; con las cuales, se determind
la desviacion estandar (Ecuacion 4), coeficiente de variacion (Ecuacion 7) y sesgo

absoluto (Ecuacion 25) y sesgo relativo (Ecuacion 26).

Ecuacion 25.

Ax=x—x B
ref (Magnusson & Ornemark, 2016)

X = Xref Ecuacion 26.
Ax(%) = —x 100 3
Xref (Magnusson & Ornemark, 2016)
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b) Volumen

Micropipeta (1000-pL y 5000-pL). Fue determinado el error aleatorio y sistematico a
través del método gravimétrico, se usé como referencia, el método 1SO 8655.6 (2002).
Se realizaron 10 ciclos de medida con cada micropipeta en cada nivel de volumen,
(incluyendo volumen nominal y 50% del volumen nominal), utilizando agua destilada
(1ISO 3696:1987, Grado 3). Se registraron las variables de masa, m (balanza Ohaus
PA214C); temperatura del agua, t, (termdémetro Control Company, 23609-174);
humedad relativa, ¢ (higrdmetro-termoémetro, ThermoPro TP50); temperatura
ambiente, t, (higrometro-termémetro, ThermoPro TP50) y presién atmosférica, P,
(datos tomados del Sistema de Referencia Territorial, Estacion 61: UES. SNET-
MARN). El tiempo de lectura fue de aproximadamente un minuto y posteriormente, a
la lectura constante de los 10 ciclos, se dejé el recipiente de pesaje en la balanza por el
tiempo de la realizacion de los 10 ciclos; informacion que sirvio para determinar la
pérdida de masa por evaporacion. Para la micropipeta de 1000-pL se consideraron los
valores de lectura 100 pL abajo del valor mostrado por el instrumento de medicion,
debido a que dicha micropipeta mostro un desfase de aproximadamente 100 pL en las
lecturas preliminares realizadas. Se utilizé la misma punta de micropipeta para la
realizacion de los 10 ciclos en cada micropipeta; debido a que el cambio de
micropipetas durante los analisis serd minimo (una por cada reactivo y su reemplazo

cuando se estime conveniente).

El volumen corregido a 20 °C fue obtenido utilizando la Ecuacion 27; dicha ecuacion,
describe la correccion de empuje que se genera entre el desplazamiento de aire, p,, al
introducir el patrén de masa, p,, = 8000 kg/m?, y el desplazamiento de aire al introducir
el agua en cada ciclo, p,, (ISO/TR 20461, 2000).

m Pp = Pa Ecuacion 27.
Pp Pw — Pa (ISO/TR 20461, 2000)

La densidad del agua se calculo a través de la Ecuacion de Kell (Ecuacién 28) donde

a,, a4, Gy, a3 Y a, SON constantes empiricas y equivalen a: a, = 999.88308 kg/m?,
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a; = 6.32693 x 102 °C*-kg/m?, a, = 8.523829 x 103 °C?-kg/m?, a,; = 6.943248 x 10°
°C3-kg/m?®y as= 3.821216 x 107" °C* kg/m® (ISO/TR 20461, 2000).

4
i Ecuacion 28.

= a;
Pw E itw (1ISO/TR 20461, 2000)

La densidad del aire se calculé a través de la Ecuacién 29, donde t,, = 273.15 °C,
k, = 0.34844 (Kg/m®)°C/hPa, k, =-0.00252 kg/m?®, k5 = 0.020582 (kg/m®)°C (I1SO/
TR 20461, 2000).

_ klpa + (p(kzta + k3) Ecuacion 29.
@~ ty + tao (ISO/TR 20461, 2000)

Una vez obtenidas las 10 medidas corregidas de volumen, se determino la desviacion
estdndar (Ecuacion 4), coeficiente de variacion (Ecuacion 7), sesgo absoluto

(Ecuacion 25) y relativo (Ecuacion 26) para cada nivel de volumen.

Balon Volumétrico (50-mL y 100-mL). Se determino el error aleatorio y sistematico
a través del método gravimétrico. Se us6 como referencia, el método I1SO 4787 (2010).
Los balones volumétricos fueron llenados con una piseta, cuya punta se ubico a una
distancia de unos pocos milimetros abajo de la linea de graduacion a evaluar, de tal
manera que las paredes del instrumento volumétrico sobre la linea de graduacion no se
humedecieron. Se evaluod la diferencia de masa entre el instrumento volumétrico o
recipiente de recepcion vacio y el mismo material con el volumen a evaluar. Se
realizaron 10 ciclos de medida con cada uno de los balones volumétricos, se utilizé
agua destilada (ISO 3696:1987, Grado 3) y se registraron las mismas variables que
seran utilizadas para la calibracion de las micropipetas. El tiempo de lectura fue de
aproximadamente un minuto. A través del calculo de las 10 medidas corregidas de
volumen (Ecuacion 27), fue posible determinar la desviacidn estandar (Ecuacion 4),
coeficiente de variacion (Ecuacion 7), sesgo absoluto (Ecuacion 25) y relativo

(Ecuacion 26) para cada nivel de volumen.
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3. Validacion de la metodologia.
Basado en la guia de validacion EURACHEM y SMPRs de la AOAC Internacional, se
definieron los parametros y criterios de validacion para dicha metodologia; clasificada, como

métodos cuantitativos para analitos presentes en concentraciones traza:

a)

b)

Rango y Linealidad (Curva de Calibracion). Se evalu6 una curva de calibracion
preliminar con concentraciones mayores a la estequiométrica para determinar el rango
de trabajo Util del método. Posteriormente, se evaluaron siete niveles de concentracion
(incluyendo cero), dentro del rango determinado. Para la eliminar datos anémalos, se
evalud, en cada nivel, el estadistico Test de Grubbs (Ecuacion 30); donde, y,
corresponde al dato que se sospecha como andmalo. Se establecidé como hipdtesis nula,
H,, la ausencia de datos anomalos para un contraste de dos colas. (Miller & Miller,
2010).

Ecuacion 30.

G = —yl|/s
Yes =31/sy (Miller & Miller, 2010)

Limite de Cuantificacion. Se evaluaron quince muestras de Blanco Reactivo (ASW),
y se determinaron su media y desviacion estandar. El limite de cuantificacion fue

calculado utilizando la Ecuacién 6.

Selectividad. Se evaluaron soluciones de nitrato a una concentracion dentro del rango
de trabajo util junto con cada posible interferente en la concentracion limite o0 maxima,
encontrada en la literatura citada, y en la mitad de dicha concentracion (Detalle de la
elaboracion de dichas soluciones se encuentra en el Anexo D). Los resultados obtenidos
se contrastaron contra una concentracion de control, medida siete veces, n=7
(preparacion detallada en el Anexo A), a través del estadistico t (Ecuacion 31), donde
u corresponde al valor obtenido en la muestra con el interferente; y, n, s y x
corresponden a los estadisticos descriptivos de la muestra de control. Se establecid
como hipotesis nula, Hy, que no hay diferencia significativa entre la medicion con y
sin interferente para un contraste de dos colas (Miller & Miller, 2010).

Ecuacion 31.
t=(@x&-—p - Vn/s (Miller & Miller, 2010)
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d)

El andlisis de posibles interferentes se dividio en tres categorias:

Interferentes nutrientes. Esta categoria incluye los iones fosfato, PO4>, con una
concentracion limite regulada por la NSO 13.49.01 (2009), de 15 mg-P/L; y iones
silicato, SiO4*, cuya concentracion utilizada, 0.7 mg-Si/L, esta basada en los datos
obtenidos por Raimbault et al. (2008).

Interferentes oxidantes provenientes de aguas residuales (NSO 13.49.01, 2009). Esta

categoria incluye los iones hierro trivalente, Fe**, con una concentracion limite
regulada de 10 mg-Fe/L; iones cromo hexavalente, Cr®*, con una concentracion limite
regulada de 1.0 mg-Cr/L; y iones manganeso heptavalente, Mn’*, con una
concentracion limite regulada de 2.0 mg-Mn/L.

Interferentes oxidantes provenientes de procesos de desinfeccion en agua potable (NSO

13.07.01, 2008). Esta categoria incluye al cloro residual como iones hipoclorito, CIO-,
con una concentracion limite regulada de 1.1 mg-CI/L; y, iones clorato, CIOs", con una

concentracion limite regulada de 0.7 mg/L.

Precision y Exactitud. Se evaluaron diez veces una muestra compuesta, a la
concentracion de 10.00 mg-N/L (Preparacion detallada en el Anexo A). Dicha muestra,
se preparé a partir de Materiales Certificados de Referencia de iones nitrato (Merck
1.19811.0500, 1000-mg-N/L) y Nitrogeno Kjeldahl (AccuStandard WC-TKN-10X-1,
1000-mg-N/L) en una proporcion de 1:1 en ASW. A partir de los resultados obtenidos,
se calculd la recuperacion relativa de adicion (Ecuacion 15) y la desviacion estandar

relativa de los resultados (Ecuacion 7).

Capacidad de Digestion. Se evaluaron ocho diferentes especies nitrogenadas (a través
del andlisis de la metodologia validada) por medio del calculo de la recuperacion
relativa de adicion, (Ecuacion 15) por septuplicado (El detalle de la preparacién de
dichas soluciones se encuentra en el Anexo D). La seleccion de especies nitrogenadas
se ha realizado con base en la composicion de la DIN y de los grupos funcionales
principales presentes en DON, reportados por McCarthy et al., (1997) y se resumen en
la Tabla 3. Las formulas estructurales de los compuestos organicos seleccionados son

representadas en la Figura 10.
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Tabla 3. Especies quimicas nitrogenados utilizadas para el estudio de la capacidad de digestion.

| ( Fuente Masa Masa
Férmula lones 0 Grupo Nitrégeno
ID. Compuesto Quimica Funcional (N}Omk;:‘) Molar
Objetivo) g (g/mol)
Compuestos Inorgénicos Nitrogenados (DIN)
NI1 | Nitrato de Potasio KNOs lones Nitrato 101.1032 14.0067
(Control)

NI2 | Nitrito de Sodio NaNO; lones Nitrito 68.99527 14.0067
NI3 | Cloruro de Amonio NH4CI lones Amonio 53.49146 14.0067
Compuestos Organicos Nitrogenados (DON)

NO1 | Urea CH4N20 Aminoéacidos 60.055260 28.0134

Hidrolizables
NO2 | Clorhidrato de CeH14NOsCI Amidas 215.632060 14.0067
Glucosamina No Hidrolizables
NO3 | Clorhidrato de C12H18N4OCI,S Nitrdgenos 337.263120 56.0268
Tiamina aromaticos
(Vitamina B1) (Metabolitos
secundarios)
NO4 | Indol-3-acetato de C1o0HsNO2K Indol 213.274320 14.0067
Potasio (IAA-K) (Acidos
Nucleicos)
NO5 | Metilcobalamina Ce3Hg1014N13CoP Pirroles 1344.382301 182.0871
(Vitamina B12) (Metabolitos
secundarios)

Nota: Las masas molares fueron calculadas a partir de las Masas Atomicas Estandares disponibles en Lide

(2005).
e} H
. N
H,N” NH, \ |
Urea _
K+O o
HO
3-Indolacetato de
Potasio
S
! S
N CI
Z\
I
HNZ N+J\
H2
cl

Clorhidrato de
Tiamina

Clorhidrato de
Glucosamina

Metilcianocobalamina

Figura 10. Férmula estructural de los compuestos organicos nitrogenados seleccionados para la evaluacion de la
capacidad de digestion. Las formulas estructurales elaboradas, a partir de las disponibles en Lide (2005), utilizando
el software ACD/ChemSketch 2017.1.2 (www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/).
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4. Estimacion de la incertidumbre expandida de la metodologia.

La formula utilizada para la determinacion de la concentracion de esta metodologia (czpy),

estd descrita en la Ecuacion 32. A partir de dicha ecuacion, se evaluaron las fuentes de

incertidumbre asociadas a cada uno de los factores; los cuales, se simplifican en el diagrama

de la Figura 11:

Ecuacion 32.

Crpn = Co X D X (R)™F X fdig X frea X feotor Autoria propia

El factor ¢, corresponde a la concentracion de nitrogeno total de la muestra en la cubeta de
cuarzo, dicha concentracion fue obtenida a través de la regresion lineal y ajuste por
minimos cuadrados de las variables, absorbancia y concentracion de nitratos, utilizadas
para la elaboracion de la curva de calibracion. Se considerd el ajuste de minimos cuadrados
ponderado para lograr trasladar los respectivos errores aleatorios y sistematicos relativos a
la preparacion de las soluciones estandares utilizadas para la construccion de dicha curva.
Dentro de la preparacion de la solucion de reserva (solucion de partida para la elaboracion
de soluciones estandares) se consideraron variables de masa y volumen; razon por la cual,
deben ser consideradas en la propagacion de incertidumbres de dicho factor,

principalmente, en el error sistematico.

El factor R corresponde a la recuperacion (Ecuacion 15). Dicho factor consideré variables
como la concentracién (calculada a partir de la curva de calibracion) de la matriz de blanco
(agua de mar artificial, ASW), la muestra con adicion y la concentracion afiadida (calculada
con base en los valores reportados en los estandares de referencia certificados a utilizar).
Dado que no existe una Material de Referencia Certificado (CRM) apropiado para dicha
metodologia (que contenga especies nitrogenadas organicas e inorganicas) se preparo dicha
muestra de prueba a partir de dos CRM que se diluirdn en ASW; razon por la cual, se
considerd la variable volumen dentro del célculo de la propagacién de incertidumbres de

dicho factor.
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Figura 11. Diagrama simplificado de las fuentes de incertidumbre de la determinacion de nitrégeno total por
el método de brucina, utilizando la digestion con persulfato alcalino (Elaboraciéon propia). Las fuentes de
incertidumbre tachadas no se tomaron en cuenta, considerando que la precision de la absorbancia debido a la
concentracion s; reflejard la combinacidn de las incertidumbres aleatorias asociadas con la elaboracién de la

curva de calibracion.

e El factor D corresponde al factor de disolucion de la muestra; influenciado por la variable
de volumen, la cual, estara caracterizada a través de la calibracion de los instrumentos de

medicién de volumen.

e El factor fy;, corresponde al efecto cinético involucrado en la digestion de las muestras.
Goulden y Anthony (1978) reportan que la cinética de reaccidn involucrada en la oxidacion
de las especies nitrogenadas es menor a los tiempos reportados para la digestion; razén por
la cual, podemos considerar que la reaccion predominante al finalizar la digestion es la
descomposicién de los iones persulfato. Segun Kolthoff y Miller (1951), la cinética de
descomposicion es de pseudo primer orden (cuando el pH es constante) y posee un

comportamiento descrito por la Ecuacién 33.
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c =cpe

Ecuacion 33.

k= In % 1 (Atkins & de Paula, 2006)

Se evalud el efecto de dicho factor, mediante la comparacidn entre las absorbancias de la
curva de calibracion control y la curva de calibracién en donde se ha realizado una
variacion en temperatura o tiempo, usando el estadistico ¢ (Ecuacion 34); donde, d y s,
corresponden a la media (Ecuacion 5) y desviacion estandar (Ecuacién 4) de la diferencia
entre absorbancias de las curvas evaluadas. Se establecié como hipdtesis nula, H,, que no
hay diferencias significativas entre las curvas evaluadas para un contraste de dos colas
(Miller & Miller, 2010).

Ecuacion 34.
(Miller & Miller, 2010)

t=d-\n/s,
Al haber una diferencia significativa entre curvas, se compararon las pendientes de las
curvas para identificar si estas son paralelas y si la diferencia significativa entre curvas no
es dependiente de la concentracion de los iones nitrato, mediante el uso del estadistico t -
estableciendo como hipétesis nula, H,, que no hay diferencias significativas entre las
pendientes de las curvas evaluadas para un contraste de dos colas- (Ecuacién 35); en donde
b corresponde a las pendientes de las curvas de calibracién y F corresponde al estadistico
de la Prueba F, que evalua la variacion significativa entre el cuadrado de las desviaciones

estandares en el eje y, s(zy /x)» del ajuste de minimos cuadrados de cada una de las curvas de

calibracién.
2
_ S/
Fpp, =2 —
/%)2
2 2
$2 _ (1 = 2) X 83y /xy, + (N2 = 2) XSG, /59, Ecuacion 35.
Jp =
/P ny+n; —4 (Andrade & Estévez-Pérez, 2014)
by — b,
th,—p, =

s? x\/ L + L
@/p 7 Ny — X1)% T Xz — X3)?
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Una vez determinadas las variables que generan diferencias significativas en las curvas de
calibracidn, se determinaron las constantes cinéticas en funcion de variaciones en el tiempo
(Ecuacion 33), k, y temperatura -comportamiento descrito por la Ecuacion de Arrhenius-

(Ecuacion 36), J y H, para estimar la incertidumbre asociada a dicho factor.

_Ea 1 Hxl Ecuacion 36.
ke=Je ®T=JerT (Atkins & de Paula, 2006)

El factor f,..4 corresponde al efecto cinético involucrado en la eliminacion del exceso de
oxidante por la adicion de bisulfito. Para simplificar dicho efecto, se agreg6 un exceso del
agente reductor (0.25 g/mL, aproximadamente 13 veces mas que la concentracion agregada
de persulfato previo al proceso de digestion) para que la cinética de la reaccion sea de
pseudo primer orden (Atkins & de Paula, 2006), cumpliendo con el comportamiento
cinético descrito en la Ecuacion 33. Para determinar el efecto de dicho factor, se realizo el

procedimiento descrito en el factor fg;,.

El factor f,,;, corresponde al efecto cinético involucrado en la formacion del complejo
coloreado. Dicha cinética, segin Masini et al. (1997), es de segundo orden y posee un
comportamiento descrito por la Ecuacion 37. Para determinar el efecto de dicho factor, se

realizé el procedimiento descrito en el factor f;, .

1 _ 1 it Ecuacion 37.
c ¢ (Atkins & de Paula, 2006)
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ANALISIS TEORICO Y RESULTADOS.

1. Desarrollo de la metodologia.

Se realizaron  pruebas preliminares

2.000 Unicamente para el método de la brucina,
1.750 (utilizando soluciones estandares de nitrato
1.500 de potasio) con la finalidad de identificar la

§ 1250 tonalidad del cromdforo esperado. A la
,;E 1.000 solucion obtenida, color amarillo, se realizd
é 0.750 un espectro de absorcion a diferentes
0.500 longitudes de onda (Figura 12) obteniendo
0.250 dos picos de absorcién en 338 y 418 nm. Su
0.000 forma coincide con las descritas en el

300.0 350.0 400.0 450.0 500.0
A (am) analisis de la brucina a altas concentraciones

de nitrato (Holty & Potworowski, 1972) y la

Figura 12. Curva de absorcion contra longitud de onda longitud de onda maxima obtenida dentro la

del cromoforo de la brucina, utilizando una solucion de 60 visibl g del

. L, region visible se encuentra dentro del rango

nitrato a una concentracién de 2.00 mg-N/L (EP). g g
descrito en el método de brucina -entre 400

a 420 nm- (Noll, 1945)

Se mantuvieron fijas las variables de volumen y orden de adicién de los reactivos para el
método de la brucina, descritas en la Metodologia, y se evaluaron tres diferentes técnicas de
digestién oxidativa. Los resultados se registran en la Tabla 4. A partir de dichos resultados, se
optd para su validacion el uso del horno de conveccion a una temperatura de 90 °C por 16 h.
Es relevante mencionar, que uno de los principales inconvenientes observados en la digestion
es la evaporacion de la muestra, evidenciando cristales -presumiblemente persulfato de
potasio- al utilizar olla de presion y horno de conveccion; las condiciones seleccionadas
(digestion oxidativa a 90 °C por 16 h), son las que presentan la menor cantidad de cristales y

evaporacion de la mezcla.
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Tabla 4. Comparacion de diferentes técnicas de digestion oxidativa para compuestos organicos nitrogenados a
diferentes temperaturas -T, °C- y tiempos -t, h- (EP).

Absorbancia (Color)
S/NaHSO3 C/NaHSOs
1 | Hot Plate 95 1.5 1.721(N) 0.168 (A)
2 | Olla de presion 120 3.0 1212(N) 0.414 (A
3 | Horno de conveccion 90 16.0 0.312(N) 0.043 (A)
4
)

N.© Instrumento T(°C) t(h)

Horno de conveccion 95 16.0 2.683(R) 0.125(A)
Horno de conveccion 110 16.0 2.709 (N)  0.386 (A)
Nota: Leyenda de colores: Amarillo (A), naranja (N) y rojo (R).

2. Calibracion de los instrumentos de medicion asociados al analisis.
Identificado el procedimiento a realizar, se realizo la calibracion de los instrumentos de
medicion para el método a validar. Las variables de los instrumentos de medicion corresponden
a masa y volumen. El detalle de los datos registrados, para cada calibracion, se encuentra en el

Anexo B.

a) Masa. Para la variable de masa, se calcularon la media (Ecuacion 5), desviacion
estdndar (Ecuacion 4), coeficiente de variacion (Ecuacion 7), sesgo absoluto
(Ecuacion 25) y sesgo relativo (Ecuacion 26) para cada uno de los patrones de masa
disponibles. Los resultados de la calibracién de la variable masa son registrados en la
Tabla 5. A continuacion, se detalla los célculos realizados para las diez medidas

registradas para el patron de masa de 100-g:

Media:

_ Yx 1000.0088 g

X =——=————=100.00088¢
n 10

Desviacién estandar:

5, = JZ(xi —02/(n—1) =16 x1082/9=4.2x 1075 g

Coeficiente de variacién:

So 42x107°g
CV (%) =—=x 100 =

— %100 =4.2 X 10739
X 100.00088 g %
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b)

Sesgo absoluto:
Ax = X — x,¢r = 100.00088 g — 100.00000 g = 8.8 x 10™* g

Sesqgo relativo:

% — Xye 100.00088 g — 100.00000 g B
Ax(%) = — " « 100 = x 100% = 8.8 x 10749
x(%) Xrer 100.00000 g o o

Volumen. Previo al célculo de los estadisticos realizados para la variable masa, es
necesario transformar los célculos de diferencia de masa en volumen. Para cada set de
datos registrados (diferencia de masa, temperatura del agua, temperatura del aire,
humedad y presion atmosfeérica) se calcula el volumen corregido a 20 °C
(Ecuacion 27) a partir de la densidad del agua (Ecuacién 28) y la densidad del aire
(Ecuacion 29). Los resultados de la calibracion de la variable volumen son registrados
en la Tabla 5.

Densidad del agua:

4

Pw = z ait\év

i=0

pw = 999.88308 kg'm + 6.32693 x 1072 °C1-kg'm™ x 27.6 °C
+8.523829 x 1073 °C%-kg'm™3 x (27.6 °C)?
+ 6.943248 x 1075 °C3-kg'm™ x (27.6 °C)3
+3.821216 x 1077 °C*kg'm™ x (27.6 °C)*

pw = 1009.77 kg'm™3

Densidad del aire:
_ kiPy + @(katy + k3)
ty + tao
_0.34844 (kg'm®)-°ChPa’! x 943.9 hPa
Pa = 28.5°C + 273.15 °C

+ 44%(—0.00252 kg'm™3 x 28.5 °C + 0.020582 kg'm3-°C)
28.5°C+ 273.15°C

a

pq = 1.083 kg'm™

Volumen corregido a 20 °C:

po_M Pr=pa _ 09936g  8000kgm®—-1083kgm® _ oo o oo o
20 Pb Pw ~ Pa 8000 g-cm'3 1009.77 kg.m—3 —1.083 kg-m'3 - Y mL = I U
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Tabla 5. Resultados de la calibracion de los instrumentos de medicion para el método a validar (EP).

Variable masa, m (g)

Instrumento Myef m Sim cV(%) Am Am (%)
100.0000 100.00088 | 4.2x10° 4.2x10° | +8.8x10* 8.8x10™
1.0000 0.99998 | 4.2x10° 4.2x103 | - 2.0x10° 4.2x107
0.5000 0.49997 | 4.8x10° 9.7x10° | - 3.0x10° 6.0x107
0.1000 0.09999 | 8.8x10° 8.8x102 | -1.0x10° 1.0x10%
Variable volumen, V (pL)

Balanza Analitica

Instrumento Vier v Sy CcV (%) AV AV (%)
Bal6n VVolumétrico 100-mL 100,000 98,198.4 86.5 0.1 -1801.6 1.8
Bal6n VVolumétrico 50-mL 50,000 49,192.4 58.0 0.1 -807.6 1.6
5,000 4,789.6 32.4 0.7 -210.4 4.2
3,750 3,640.9 33.6 0.9 -109.1 2.9
Micropipeta 5000-pL 2,500 2,420.0 4.1 0.2 -80.0 3.2
1,500 1,446.2 35 0.2 -53.8 3.6
500 474.1 3.1 0.6 -25.9 5.2
1,000 996.3 2.1 0.2 3.7 0.4
o 750 740.1 4.3 0.6 9.9 1.3
Micropipeta 1000-uL 500 4974 | 08 0.2 2.6 05
300 298.6 0.7 0.2 -1.4 0.5

Detalle de los instrumentos calibrados: Balanza analitica OHAUS PA214C; balones volumétricos Pyrex de 100-mL

y 50-mL; y, micropipetas Gilson de 5000-uL y 1000-pL.

3. Validacion de la metodologia.

a) Rango y Linealidad (Curva de Calibracion). Se evalu6 la respuesta de absorbancia
contra concentracion de iones nitrato (estandar de la metodologia validada) en un amplio
rango para determinar el rango Util a validar (Figura 13) bajo las siguientes condiciones
de temperatura y tiempo para las Etapas 2, 3 y 5 de la metodologia (Figura 9); las cuales
llamaremos “condiciones de validacion”: Digestion oxidativa, 90 °C y 16 h; eliminacion

del exceso de oxidante, 27 °C y 3 h; y, desarrollo del color, 27 °C y 1 h 30 min.

Se observaron resultados sin anomalias significativas en la sensibilidad debajo de
2.00 mg-N/L; razén por la cual, se defini6 como limite superior una concentracion de
1.50 mg-N/L. A partir de dicho valor, se distribuy6 equitativamente la curva de calibracion
en siete niveles de concentracion: 0.00, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25y 1.50 mg-N/L.
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Figura 13. Curva de Absorbancia contra un amplio rango de concentracion de nitrégeno total (mg-N/L) para
determinar el rango Util de la metodologia validada. La curva presentada en la parte inferior derecha representa una
ampliacion. Curva de tendencia elaborada usando una media movil con un periodo de dos (EP).

Propagacion de errores en la preparacion de la curva de calibracion. Previo al analisis
de los resultados obtenidos, fue necesario realizar una propagacion de errores sistematicos
y aleatorios correspondientes a la elaboracion de la curva de calibracion del método
validado (procedimiento detallado en el Anexo A). Dentro de la elaboracion de la solucién
de reserva es posible aplicar las reglas de propagacion de errores aleatorios y sistematicos

para combinaciones lineales y expresiones multiplicativas.

El registro de la masa de nitrato de potasio constituye un ejemplo de una combinacién
lineal (Ecuacion 19), debido a que su valor es el producto de la diferencia entre la masa
del recipiente con el compuesto, mgyo,+rec: Y €l recipiente vacio, mg... Se aplican la
Ecuacion 23 para estimar la propagacion del error sistematico y la Ecuacion 20 para

estimar la propagacion del error aleatorio.

Masa de nitrato de potasio registrada:

MgNo, = MENOz+Rec — Mrec = 0.7209 g

Propagacién del error sistematico:

AmKN03 = +AmKN03+ReC - AmReC = +8.8 X 10_4 g— 8.8 x 10_4 g= 0 g
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Propagacién del error aleatorio:

2 2
Smgno; = \/(+SmKN03+Rec) + (_SmRec)

=J(42x105g)2+ (42x105g)2=59x%x10"5g

SmKN03

La determinacion de concentracion de la solucion de reserva elaborada constituye un
ejemplo de una expresion multiplicativa (Ecuacion 21), debido a que su valor es el
producto de la relacion entre las variables de masa (mgyo,), volumen (V), masa molar de
nitrato de potasio (MMgy,,) Y masa molar de nitrdgeno por mol de nitrato de potasio
(MMy _gno,)- Se aplican la Ecuacion 22 para estimar la propagacion del error aleatorio y

la Ecuacidon 24 para estimar la propagacion del error sistematico.

Concentracién de solucion de reserva:

KNO3 MMy _gno, 0.7209 g y 1000 mg o 14.0067 g/mol
|4 MMgnyo, 0.1L 1lg 101.1032 g/mol

c(mg-N/L) = 998.7 mg-N/L

m
c(mgN/L) =

Propagacién del error aleatorio:
2
5= o x <SmK1vo3> 4 (S_V)Z
MkNo, |4

59x10-5g\° [8.65%10-5L
0.7209 g 0.1L

2
Se = 998.7 mg-N/L x \/( ) = 0.9 mg-N/L

Propagacién del error sistematico:

Am AV
Ac =c x [<ﬂ> + (—)] = 998.7 mg-N/L X
MgkNo, |4

0L = —18 mg-N/L

—1.8016 x 1073 L]

Similar analisis (expresion multiplicativa) se realizd para la determinacion de las
concentraciones de los estandares usados para la elaboracion de la curva de calibracion
(procedimiento detallado en el Anexo A). La propagacion de errores correspondiente se
resume en la Tabla 6. Dichos resultados indican un error sistematico significativo como
para no ser ignorado; razon por la cual, se utilizardn las concentraciones corregidas,

¢ + Ac, en los calculos posteriores.
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Tabla 6. Propagacion de errores aleatorios y sistematicos en la elaboracion de la curva de calibracion (EP).

N°| ¢ S, CV(%) | Ac Ac(%) | c+ Ac
0.25|7.1x10* 028 |-0.02 -89 | 0.23
050 |3.4x10° 069 |-0.05 -99 | 045
0.75|7.0x10% 093 |-0.06 -85 | 0.69
1.00| 7.0x10® 070 [-0.10 -9.8 | 0.90
1.25|3.6x10% 029 |-0.15 -11.6 1.10
6 | 1.50|4.1x10° 027 |-0.17 -11.1 1.33

o~ WDN B

Nota. Detalle de variable: ¢ corresponde a la concentracion de los estandares de

nitrégeno total (nitrato de potasio) en mg-N/L.

Agrupacion de datos previo al ajuste de minimos cuadrados. Para la determinacion de
la pendiente y del intercepto de la regresion lineal, se agruparon varios datos de curvas de
calibracion realizadas durante el presente trabajo de graduacion (Anexo C) -en
“condiciones de validacion”-, utilizando el estadistico t de minima diferencia entre curvas
(Ecuacion 34) como criterio de comparacion: Se inicié estableciendo como ‘“curva
control”, la curva de calibracién con el mayor valor del coeficiente de determinacion,
cuadrado del coeficiente de correlacion (Ecuacion 9), y esta se compar6 una a una con
cada curva de calibracion registrada. Los pares de datos provenientes de las curvas de
calibracion con un estadistico t calculado menor al valor critico, 2.45 para seis grados de
libertad (GL = 6) enun intervalo de confianza del 95% -CI = 95% o0 P = 0.05- (Miller
& Miller, 2010), se agruparon a los pares de datos (x,y) de la curva de calibracion de
control. Se obtuvieron un total de 8 datos de absorbancia para cada nivel de concentracion
(exceptuando en el nivel de 0.00 mg-N/L, donde se registraron 15 datos); de los cuales, sus
méaximos y minimos fueron evaluados en busca de datos andmalos usando el Test de

Grubbs (Ecuacion 30) y se presentan en la Tabla 7.

Para ejemplificar las operaciones realizadas para calcular el coeficiente de determinacion,

se tomaron los pares de datos correspondientes a la curva de control (Anexo C, Curva 1):

Coeficiente de determinacion:

, il -0 -»  (0.2746)?
T G — 022y — )2 1.3647 x 0.0571

=0.97
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Tabla 7. Datos utilizados para el calculo de la ecuacion de la linea recta que describe la curva de calibracion (EP).

NO | y n y sy,  CV(%)

0.046 0.034 0.034 0.057 0.048 0.043 0.029 0.043

110001 5048 0058 0072 0060 0020 0043 0.052 150045 0014 30

2 |0.23|0.078 0093 0.067 0.109 0.084 0.096 0.135 0.093 | 8 | 0.094 0.021 22

3 | 045|0.112 0106 0.130 0.134 0.088 0.123 0.181 0.113 | 8 | 0.115 0.016 14

4 1069|0137 0.190 0.168 0.165 0.132 0.170 0.186 0.128 | 8 | 0.160 0.024 15

5 1090|0234 0229 0.220 0193 0.216 0.160 0.187 0.161 | 8 | 0.200 0.029 15

6 | 1.10| 0262 0.254 0.254 0.252 0.218 0.232 0.217 0.200 | 8 | 0.236 0.023 10

7 | 1330298 0327 0.322 0267 0.343 0.379 0269 0.247 | 8 | 0.307 0.044 15

C |0.67]0110 0130 0.178 0.158 0.142 0.158 0.152 7 | 0.153 0.016 11
0.183 0.212 0.198 0.210 0.173 0.150 0.196 0.189

R | 1.00 - 10 | 0.187 0.021 11

Notas. Detalle de variables: x corresponde a la concentracion de los estandares de nitrogeno total (nitrato de potasio)

expresados en mg-N/L; y, y corresponde a absorbancia. Datos en negrita corresponden a datos anémalos y son

omitidos para los calculos de los estadisticos descriptivos y, s, y CV(%). La fila “C” corresponde a los datos de

absorbancia de la muestra control y la fila “R” corresponde a los datos de absorbancia de la muestra compuesta

(utilizada para el estudio de la precision y exactitud, cuyo valor de x corresponde a la concentracion presente en el

analisis, posterior a su dilucion de 1:10).

Para ejemplificar los calculos realizados para la aplicacion del estadistico t de minima
diferencia entre curvas, se tomaron los pares de datos de absorbancia (de los cuales se
obtiene su diferencia para cada nivel de concentracion, d) correspondientes a la curva de
control y de la curva en donde se varié la temperatura de digestion (Anexo C, Curva 1y
Curva 3). Se establecié como hipotesis nula, Hy, que no hay diferencias significativas entre
las curvas evaluadas para un contraste de dos colas. El valor critico de t para GL = 6y
P = 0.05 es 2.45 (Miller & Miller, 2010).

Media de las diferencias entre absorbancias:

7_2d _+0262
===

= +0.0374

Desviacion estandar de las diferencias entre absorbancias:

Sq = JZ(di —d)2/(n—1)=+1.46 x 1073/6 = 0.0156

Estadistico t de minima diferencia entre curvas:

t =d-Vn/sy = 0.0374-\7/0.0156 = 6.34
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Para ejemplificar los célculos realizados para la evaluacidn de datos andmalos en cada nivel
de concentracion (méximos y minimos de cada uno de los sets de datos) se utilizara un dato
andémalo (y,s), la absorbancia méxima del tercer nivel de concentracion, 0.181 (Tabla 7).
El valor de G critico paran = 8y P = 0.05 es de 2.126 (Miller & Miller, 2010).

Test de Grubbs.
G = lyys — ¥1/sy =10.181 — 0.123]|/0.027 = 2.150

Al graficar los pares de datos agrupados (Figura 14), se observa una dispersion mayor en
los pares correspondientes a los niveles de mayor concentracion; esto es verificable por
medio de la gréafica de residuales (Figura 15) y confirma la presencia de heterocedasticidad
de los datos; razon por la cual, se realizé un ajuste de minimos cuadrados ponderados
(Miller & Miller, 2010).

Ajuste de minimos cuadrados ponderados. Considerando que los coeficientes de
variacion de los datos en la variable x (Tabla 6) son mucho menores a los obtenidos en la
variable y (Tabla 7), la ponderacién (Ecuacion 10) Unicamente fue realizada a partir de

las desviaciones estandares de la absorbancia para cada nivel de concentracion (Tabla 7).

0.400
0.350
0.300
0.250

0.200

Absorbancia

0.150

0.100

0.050

0.000
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40

Concentracion (mg-N/L)

Figura 14. Curva de absorbancia contra concentracion de nitrogeno total (mg-N/L) en el rango validado. La linea

negra representa el ajuste de minimos cuadrados ponderados (Ecuacion 38) con un R? de 0.919. La linea entrecortada

representa una curva de calibracién omitiendo los pasos de digestion oxidativa y eliminacion del exceso de oxidante

-método de la brucina- (EP).
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Figura 15. Grafica de residuales de la curva de calibracion en el rango validado. Es posible observar

heterocedasticidad en los datos; justificando asi el uso de una regresion lineal ponderada (EP).

Para ejemplificar dicho calculo, tomaremos el cuadrado del inverso de la desviacion

estandar del primer nivel de concentracion, s;? -dato calculado a partir de la desviacion

estandar, s,, disponible en la Tabla 7- y la sumatoria de dicha variable Y;; s;? (Tabla 8).

Ponderacion:

-2
Sy

5102

Wy

T YisiZ/n 16608/7

= 2.150

Tabla 8. Calculos realizados para el ajuste de minimos cuadrados (EP).

2

NOo | x y sy | 8% W owx wy wxy  wx

1 |0.00|0.045 0.014 | 5102 2.150 0.000 0.09675 0.0000 0.0000
2 10.23|0.094 0.021| 2268 0.956 0.220 0.08986 0.0207 0.0506
3 10.45|0.115 0.016 | 3906 1.646 0.741 0.18929 0.0852 0.3333
4 1069|0160 0.024| 1736 0.732 0.505 0.11712 0.0808 0.3485
5 10.90|0.200 0.029 | 1189 0.501 0.451 0.10020 0.0902 0.4058
6 |1.10|0.236 0.023| 1890 0.797 0.877 0.18809 0.2069 0.9644
7 |1.33|0.307 0.044 517 0.218 0.290 0.06693 0.0890 0.3856

Y | 16608 7.000 3.084 0.84824 0.5728 2.4882

Notas. Detalle de variables: x corresponde a la concentracion de los estdndares de nitrégeno total

(nitrato de potasio) expresados en mg-N/L; y, y corresponde a la absorbancia.
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b)

Posterior a la ponderacion de los datos, se realizé el ajuste de minimos cuadrados,
calculando las medias ponderadas de cada variable, x,, y ¥,, (Ecuacion 13); la pendiente,
b,, (Ecuacién 11); vy, el intercepto, a,, (Ecuacion 12). La sumatoria de las variables wx,

wy, wxy, wx? y sus calculos preliminares se encuentran disponibles en la Tabla 8.

Medias ponderadas:

Ziwixi 3.084
Xy = = = 0.44 mg-N/L
g, == = mgN/
Ziwiyi 0.84824
= = =0.121
v n 7

Pendiente (ajuste de minimos cuadrados ponderado):

b — Ziwixiyi — Tlfwyw _ 0.5728 — 7 x 0.44 x 0.121
Yo Yiwix? —nx2 24882 — 7 x (0.44)2

= 0.1766 (mg-N/L)

Intercepto (ajuste de minimos cuadrados ponderado):
a, =y, — bx, = 0.121 — 0.1766 x 0.44 = 0.0433

A partir de los resultados, se formuld la ecuacion de linea recta (Ecuacion 38) que describe

la relacion entre las variables de concentracion de nitrogeno total (mg-N/L) y absorbancia.

Ecuacion 38.
A =0.1766 x c(mg-N/L) + 0.0433 i .
(Autoria propia)

Limite de Cuantificacion. A partir de la Ecuacidn 38, se calcularon las concentraciones
de cada una de las absorbancias de la lectura del primer nivel de concentracion (blanco

reactivo). Para ejemplificarlo, tomamos la primera absorbancia registrada en la Tabla 7:

Calculo de concentracién a partir de la ecuacion de la linea recta:

A—0.0433  0.046 —0.0433
01766 0.1766

c(mgN/L) = = 0.02 mg-N/L

Posteriormente, se calcula la media (Ecuacion 5) y desviacion estandar (Ecuacién 4) de

las concentraciones de los blancos reactivo; obteniendo valores de 0.0092 mg-N/L y
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0.0757 mg-N/L, respectivamente. Finalmente, es calculado el limite de cuantificacion
(LOQ) utilizando la Ecuacion 6:

Limite de cuantificacion:
So _ 0.0757 mg'N/L
Vn V15

sy = = 0.020 mg-N/L

LOQ = kg - 5o = 10 x 0.020 mg-N/L = 0.20 mg-N/L

Dado que el valor del limite de cuantificacién es menor al segundo nivel de concentracion
(0.23 mg-N/L), se puede afirmar que el rango de la metodologia validada se encuentra entre
0.20 a 1.33 mg-N/L.

Selectividad. Se aplico el estadistico t, con un contraste de dos colas, para la comparacion
de una media experimental con un valor conocido (Ecuacion 31), siendo la media
experimental, -y su respectiva desviacion estandar- la concentracion promedio de las
absorbancias de la muestra de control (referidas en la Tabla 7 y calculadas usando la
Ecuacion 38); y, el valor de la concentracion de la absorbancia de la muestra control en
presencia de un interferente (dichas observaciones experimentales se encuentran

registradas en el Anexo D).

La muestra control se describe con una media de 0.621 mg-N/L y una desviacién estandar
de 0.093 mg-N/L. El valor criticode tparaGL = 5y P = 0.05 es 2.57 (Miller & Miller,

2010). Los resultados de dicho estudio se resumen en la Tabla 9.

Se ejemplifica el calculo del estadistico t usando la concentracién obtenida para la muestra

con iones cromo hexavalentes a una concentracion de 1.00 mg-Cr/L.

Estadistico t de comparacion de una media experimental con un valor conocido:

t = (x—u)-vn/s = (0.621 — 0.832) - /6/0.093 = 5.56
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Tabla 9. Resultados del estudio de selectividad para la presente metodologia (EP).

N.°[ Probables interferentes Cint crpy (MGN/L) ~ tearc.
1 | lones clorato, ClOs" 8;?8 mg-ClOs7/L 8;?:51 égi
2 | lones hipoclorito, CIO" éééé mg-Cl/L 8222 222
3 | lones fosfato, POs* 1??88 mg-P/L 822471 158
4 | lones silicato, SiOs* 8;?8 mg-Si/L 82&7) ;491?
5 | lones hierro (I11), Fe3* 12888 mg-Fe/L %ggi 2112(7)
6 | lones cromo (VI), Cré* éggg mg-Cr/L 8233 ggg
7 | lones manganeso (VI1), Mn* iggg mg-Mn/L 82?(1) 8g8

Los resultados en negrita indican que el t calculado es mayor al valor critico (t = 2.57, GL = 5) significativamente

en un nivel mayor al 5% (P = 0.05); lo que confirma que el probable interferente evaluado es un interferente.

d) Precision, Exactitud y Capacidad de Digestion. A partir de los datos obtenidos de
absorbancia para cada una de las muestras a evaluar (Anexo D), se calcularon las
concentraciones (Ecuacion 38), media (Ecuacion 5), desviacion estandar (Ecuacion 4) y
coeficiente de variacion (Ecuacion 7). Se aplico la Ecuacion 15 para determinar la
recuperacion relativa de adicion de cada una de las muestras. Los resultados del estudio de
recuperacion se resumen en la Tabla 10. Se ejemplifica el célculo de la recuperacion
relativa de adicion usando la concentracién obtenida para la muestra compuesta (con una
concentracion de 10.00 mg-N/L y cuya elaboracion se detalla en el Anexo A); la cual es
descrita con una media de 0.813 mg-N/L, desviacion estandar de 0.118 mg-N/L y un
coeficiente de variacion (precision) de 14.46%; y, la concentracion obtenida para los
blancos reactivo, descrita en el calculo el limite de cuantificacién. Es importante aclarar,
que la muestra compuesta fue diluida en un factor de 10; razon por la cual, las
concentraciones obtenidas tanto para blancos reactivos como para la muestra compleja son

multiplicados por dicho factor en el calculo de recuperacion relativa.

Recuperacion relativa de adicion:

X' —x 100 0.813 x 10 — 0.009 x 10 10 8.04
X = X =
Xadicion 10.00 10.00

R(%) = x 100 = 80.4%
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Tabla 10. Resultados del estudio de exactitud y capacidad de digestion para la

presente metodologia (EP).

ID Analito Xan  Sxan | Xad  Sxaa DXaq R AR | R+ AR sy
CRM | Nitrato de sodio + glicina | 8.04 1.40 | 10.00 0.02 -0.23| 804 -19| 785 14.0
NI1* | Nitrito de sodio 1.36 0.09| 1.23 0.01 -0.16 | 1106 -14.4| 96.2 7.4
NI2* | Cloruro de amonio 124 0.12| 124 0.01 -0.16 | 100.0 -13.3| 86.7 9.7
NO1* | Urea 092 0.11| 135 0.01 -0.19| 68.1 -9.6| 58.5 8.2
NO2* | Clorhidrato glucosamina | 1.12 0.09 | 1.24 0.01 -0.15| 90.3 -10.9| 79.4 7.3
NO3* | Clorhidrato de tiamina 094 010| 110 0.01 -0.14| 8.5 -109| 74.6 9.1
NO4* | Indol-3-acetato de potasio | 1.21 0.10 | 1.25 0.01 -0.15| 96.8 -11.6| 85.2 8.0
NO5 | Metilcobalamina 1.38 0.23| 1.32 0.01 -0.09|1045 -71| 974 17.4

Notas. Detalle de variables: x,, es la concentracion de nitrdgeno total analizada (en mg-N/L), diferencia entre la
muestra y el blanco reactivo; x,, es la concentracion preparada para cada una de las muestras; y, R es la recuperacion
relativa de adicion para cada una de las muestras evaluadas. Las muestras con asterisco (*) fueron evaluadas a un
tiempo de eliminacion del exceso de oxidante de 27 h.

4. Cuantificacion de los componentes de incertidumbre de la metodologia.

Con base a la formula elaborada para determinar la concentracion de nitrégeno total

(Ecuacion 32), se identifican seis factores; a los cuales, se les debe cuantificar su

incertidumbre para realizar la respectiva estimacion de incertidumbre combinada. Dicha

estimacion se realizara para el analisis asociado a la muestra compuesta (elaborada a partir de

dos Materiales de Referencia Certificado). A continuacion, se detalla el proceso de

cuantificacion de cada uno de los componentes de incertidumbre de la metodologia:

a) co. Dicho factor (con un valor de 8.13 mg-N/L) recae Unicamente en la elaboracion de la

curva de calibracion. Debido a que la propagacion de errores sistematicos fue considerada

en la correccion de las concentraciones de las soluciones utilizadas para elaborar la curva

de calibracién, la fuente de incertidumbre no cuantificada es la desviacién estandar de la

concentracion determinada, s, ; la cual, se expresa como una incertidumbre estandar,

calculada a partir de la Ecuacién 14.

Para dicho célculo, se retoman los valores calculados previamente en el ajuste de minimos

cuadrados ponderados, correspondientes a y, (0.121), x, (0.433mg-N/L) y b,

(0.1766 L/mg-N); w, (Ecuacién 10) es calculado a partir de s, (tomado de la Tabla 7

como la desviacion estandar de los datos de absorbancia de la muestra compuesta, 0.021)

y de la sumatoria de la variable s=2 (Tabla 8); y, corresponde a la media de los datos de
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Tabla 11. Célculos realizados para la cuantificacion de la desviacion estandar de la concentracion determinada (EP).

Nel|l «x y Sy w wx wx? y -3 wly-—-9y)>?

1 |0.00|0.045 0.014 |2.150 0.000 0.0000 | 0.0433 2.89x10° 6.21x10°
0.23 [ 0.094 0.021 [ 0.956 0.220 0.0506 | 0.0839 1.02x10* 9.75x10°
0.45 [ 0.115 0.016 | 1.646 0.741 0.3333 | 0.1228 6.08x10° 1.00x10™*
0.69 [ 0.160 0.024 | 0.732 0.505 0.3485 | 0.1652 2.70x10° 1.98x10°
0.90 [ 0.200 0.029 | 0.501 0.451 0.4058 | 0.2022 4.84x10° 2.42x10°
1.10 | 0.236 0.023 | 0.797 0.877 0.9644 | 0.2376 2.56x10° 2.04x10°
1.33 [ 0.307 0.044 | 0.218 0.290 0.3856 | 0.2782 8.29x10* 1.81x10™

~N O OB W N

¥ |7.000 3.084 2.4882|1.1332 1.03x10° 4.09x10™

b)

Nota. Detalle de variables: x corresponde a la concentracidon de los estandares de nitrégeno total

(nitrato de potasio) expresados en mg-N/L; y, y corresponde a la absorbancia.

absorbancia de la muestra compuesta, 0.187 (Tabla 7); y, la sumatoria de las variables

wx?, w(y — $)? y sus calculos preliminares se encuentran disponibles en la Tabla 11.

Desviacion estandar en el eje y:

Y
Liwilyi —9)*) 72 _ [4.09 x 10~ )
S(J//X)W = { n—2 = T =9.04x%x 1073

Desviacion estandar de la concentracion determinada:

1
W =S _ S(y/x)w ) i 1 (YO - }—,W)Z /2
o Yow b Wy n bz(ziwixiz —nf&,)
 9.04x 1073 11 (0.187 — 0.121)2 0,058 mgN/L
Yo = 701766 0.962 ' 7" 0.17662(2.4882 — 7 x 0.4332) >0 M8

R. Dicho factor es calculado a partir de la Ecuacion 15 (obteniendo un valor de 80.39%);
a la cual, es posible aplicarle las reglas de propagacion de errores para una combinacion
lineal (Ecuacion 19) y una expresion multiplicativa (Ecuacién 21) tanto para errores
aleatorios (provenientes de la preparacion de la muestra compleja y la dispersion de
absorbancia de la lectura de las muestras blanco y muestra compuesta) y sistematicos
(Unicamente provenientes de la preparacion de la muestra compleja). Dichos célculos se
presentan en la Tabla 10, obteniendo un error aleatorio de 13.98% Yy un sistematico de

-1.87%. Para evitar aplicar doblemente la propagacion de error para una operacion en
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particular de la metodologia, se ha omitido la incerteza asociada a la disolucion de la

muestra y se ha asumido que dicho factor estd como una constante.

c) D. Debido a que la muestra elaborada (10.00 mg-N/L) esta arriba del rango util de la
metodologia, fue necesaria diluirla en un factor de 10. Dicho proceso de dilucion consistié
en latoma de 0.5 mL de muestray 4.5 mL de blanco reactivo (ASW) como solvente. Dicho
proceso de dilucion implica una adicion de volimenes (combinacion lineal, Ecuacion 19)
y el uso de una relacion de volumenes (final contra inicial) que deriva en un factor
adimensional (expresién multiplicativa, Ecuacion 21). Al aplicar las reglas de propagacion
de errores en dicha relacién, se obtiene un error aleatorio de 0.067 y un error sistematico
de -0.48.

d) faig- Se evaluaron dos curvas de calibracion en donde se variaron las condiciones de
tiempo -15 h 30 min- (Anexo C, Curva 2) y temperatura -85 °C- (Anexo C, Curva 3) en la
Etapa de Digestion Oxidativa; cada una de estas, se compar6 con la curva de control (16 h
y 90 °C) mediante el estadistico t de minima diferencia entre curvas con un contraste de
dos colas (Ecuacion 34), obteniendo una diferencia significativa para la variable de

temperatura. Dichos resultados, se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12. Resultados de la evaluacion de variables que influyen en la concentracién de la metodologia validada:

Comparacion entre curvas de calibracién con una modificacion en sus variables contra la curva de control (EP).

Etapa Factor | Variable d Sa | teate
Tiempo (15h 30min) | - 0.0094 | 0.0242 | 1.03
Temperatura (85°C) | +0.0374 | 0.0156 | 6.34
Tiempo (27h) -0.1682 | 0.1312 | 3.14
Temperatura (50°C) | - 0.0040 | 0.0195 | 0.54
Tiempo (2h 30min) | - 0.0014 | 0.0291 | 0.13
Temperatura (50°C) | - 0.2629 | 0.1301 | 5.35
Notas. Detalle de variables: d y s,, corresponde a la media y desviacion estandar de la diferencia entre absorbancia

Digestion oxidativa faig

Eliminacion del exceso de oxidante | f,..q

Desarrollo del color feotor

de la curva a evaluar contra la de control; la cual, se encuentra en condiciones de validacion (Ver Seccidn 3a. Andlisis
Tedrico y Resultados). Los resultados en negrita indican que el estadistico t calculado es significativamente mayor,
en un nivel del 5% (P = 0.05), al valor critico -t = 2.45, GL = 6- (Miller & Miller, 2010); lo que indica que, a dichas
condiciones, hay una diferencia significativa entre las absorbancias de la curva de calibracién donde se realizé un

cambio en una de las variables y la curva de control.
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Debido a que la variable de temperatura (a las condiciones evaluadas) presentd una
diferencia significativa de absorbancias, es necesario caracterizar dicha diferencia en
funcién de la temperatura (el cual posee un comportamiento cinético de primer orden) y

evaluar una variacion menor para poder atribuirle su respectiva incertidumbre.

Al comparar graficamente ambas curvas de calibracién (Figura 16), se observo
paralelismo; el cual, se confirmd estadisticamente por medio del estadistico ¢t para minima
diferencia entre pendientes (Ecuacion 35) con un contraste de dos colas. El valor critico
detes2.45(GL= 6yP = 0.05). El valor de la sumatoria de las variables (x;; — %;)?y
(x;; — %,)? es el mismo, debido a que dichas curvas fueron elaboradas en los mismos
niveles de concentracion y se encuentra expresado como la sumatoria de (x; — x¥)? en la
Tabla 13; asi como también, sus calculos preliminares. Los valores de las pendientes b, y
b, son tomados de las ecuaciones de la linea recta obtenidas del ajuste de minimos
cuadrados y expresados en la Figura 16. Previo al calculo del estadistico t, se confirmé
que no hubiese diferencias significativas entre varianzas, con un contraste de dos colas, a
través de la prueba F de las varianzas de las curvas evaluadas; siendo 7.146 el valor critico

de F para 5 grados libertad en el numerador y denominador.

0.350
Curva de Calibracion
T =90°C (Control)
0300 4 ¥y =0.2006x+0.032
R2=0.967
0.250
£ 0.200
T
Z 0.150
=
0.100

Curva de Calibracion

T=859C
0.050
* y=10.2059x-0.0089 »
R2=10.9354
0.000
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40

Concentracion (mg-N/L)

Figura 16. Efecto del cambio de temperatura en la Etapa de Digestion Oxidativa en la curva de calibracion de la
metodologia validada (EP).
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Para el calculo de la desviacion estandar en el eje-y, se aplicé la Ecuacién 14 (Gnicamente
la ecuacion que corresponde a S,, /) considerando que debido a que en cada nivel se posee
un solo dato (tanto para la curva de control como la evaluada), la ponderacion para todos
los niveles sera de 1. El valor de la sumatoria de la variable (y; — 9;)? y sus calculos

preliminares se encuentran en la Tabla 13.

Desviacién estandar para el eje-y (w; = 1):

wi(yi =90 [Ty —9)?  [181x 1073
S(y/x)(,:\/Zl lrgy_lzyl) =\/Zl(i’ll_ 23’1) :\/ = = 0.0190

Prueba F:

_ S(Zy/x)1 _ (0.0284)2

F _, = = = 2.234
bi=bo ™ 2 . (0.0190)2 3

Desviacién estandar para el eje y ponderada:

(n; —2) x S(ZX)1 + (ny, — 2) X S(ZX)O

X X

S =
W/x)p n, +ng — 4

= 0.0242

(7 — 2) x (0.0284)% + (7 — 2) x (0.0190)2
S(y/x)p = 74+7—4

Tabla 13. Calculos realizados para la cuantificacion del estadistico t para minima diferencia entre pendientes (EP).
Nel x x—X (=202 yo Yo Yo—¥0)?| 2 Y1 (31 —91)?
1 [ 0.00 -0.67 0.4489 0.046 0.032 1.96x10* |0.019 -0.009 7.84x10*
0.23 -0.44 0.1936 0.078 0.078 0.00x10° |0.040 0.038 4.00x10°
0.45 -0.22 0.0484 0.112 0.122 0.00x10° |0.068 0.084 2.56x10*
0.69 +0.02 0.0004 0.137 0.170 1.09x10° |0.085 0.132 2.21x103
0.90 +0.23 0.0529 0.234 0.213 4.41x10* |0.174 0.177 9.00x10°®
1.10 +0.43 0.1849 0.262 0.253 8.10x10° |0.244 0.218 6.76x10*
1.33 +0.66 0.4356 0.298 0.299 1.00x10° |0.275 0.265 1.00x10*

X 470 0.00 1.3647 1.167 1.167 1.81x10° |0.905 0.905 4.04x10°3
Notas. Detalle de variables: x corresponde a la concentracion de los estdndares de nitrégeno total (nitrato de potasio)

~N o o WD

expresados en mg-N/L; y, corresponde a las absorbancias de la curva de calibracién control; y, y, corresponde a las

absorbancias de la curva de variacién de temperatura en el paso de digestion.
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Estadistico t:

b, — b, 0.2059 — 0.2006
th,—b, = = =0.18

s? x\/ 1 + 1 00242x\/ 1 + 1
/P Yilxip — %) " Yilxio —%0)%2 1.3647 " 1.3647

Considerando la existencia del paralelismo entre las curvas de calibracion, es posible
asumir que el efecto de la variacion de la absorbancia, para esta etapa, se debié Gnicamente
la cantidad de persulfato de potasio sin descomponerse después del proceso de digestion.
La cantidad inicial de persulfato de potasio presente en el vial fue calculada (a partir de los
detalles de la metodologia, dados en el Anexo A), asi como también convertida a un
equivalente de nitrdgeno total, basado en la estequiometria de la reaccion entre los iones
nitrato con la brucina (Ecuacion Quimica 6) y la reaccion entre los iones persulfato con
los iones sulfito (Ecuacion Quimica 7). Posteriormente, se calculd la concentracion de
persulfato presente al final del analisis por dilucion (asumiendo que el persulfato no ha

reaccionado en las etapas previas).

Concentracién inicial de persulfato:

n m/MM 2.000 g-K,S,0q4/270.322 g-mol’!
¢ = m/MM 8K25;04/ & — 0.185 mol-L'1:K,S,04
4 4 40 LXL
mL X 7000 mL

2e” mol'1-KNO; o 1mol-N o 14.0067 g'N o 1000 mg
2e~ mol'1-K,5,05 1 mol - KNO; 1mol-N 1g

¢; = 0.185 mol-L'1K,S,0g X

¢; = 2591 mg-N/L

Concentracién inicial de persulfato al final del andlisis por dilucion:

aVi =aVi
, _¢Vp  1mL-2591 mg-N/L_2159 N/L
1 — I/II - 12 mL - * mg /

Teniendo en cuenta que la descomposicion de iones persulfato, a pH constante, posee una
cinética de primer orden (Ecuacion Quimica 2) es posible determinar las constantes
cinéticas k (Ecuacion 33), J (Ecuacion 36) y H (Ecuacion 36). Utilizando la

Ecuacion 38 se determinan las concentraciones (mg-N/L) de las absorbancias de los
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blancos -0.0696 mg-N/L a 90°C y 0.1357 mg-N/L a 85°C- (Tabla 13). Dichas
concentraciones se consideraron como las concentraciones finales de la descomposicion

cinética, posterior alas 16 h (cy y c;).

Determinacidn de la constante cinética k.

B c_,’ _, _ ;. 2159 mgN/L
ko =t = I e N/ L

-(16h)"! =0.502 h™?

Determinacion de las constantes cinéticas J y H.

Hx~
T 1 1
& _ ]e 0 _ eHX(T_O_T_i)

=—7
k1 ]eHXT_l
k 0.502
In72 Ine2e
o . k11 _ . 0.461 . — _2916K
(T_O‘T_l) (363.151(_ 358.15 K)
ko 0.502h1 o
] = — = — =2243h
eHXﬁ e—2216 KXze27eR

Una vez determinadas las constantes cinéticas de primer orden que rigen la descomposicion
de los iones persulfato en el proceso de digestion en funcion de la temperatura (J y H), se
calculd la constante cinética en funcion del tiempo para una disminucion de temperatura
de 2 °C (88 °C) -0.485 h'l-, se determino la concentracion del blanco a dicha temperatura
-0.0914 mg-N/L- y se obtuvo la diferencia entre concentraciones -0.0218 mg-N/L-.
Asumiendo que dicha diferencia es equivalente (0 menor) a un aumento de temperatura de
2 °C y considerando que la diferencia de concentracion posee una distribucion rectangular,

se calculd la incertidumbre estandar (Ecuacién 16) para dicho factor.

Calculo de incertidumbre estandar (distribucidn rectangular):
_deyc,  0.0218x2
ufdig - \/§ - \/§

= 0.0252
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€) frea- Se realizd un proceso de evaluacion similar al utilizado para fy;,, obteniendo
diferencias significativas para la variable de tiempo -Tabla 12- (Datos disponibles en el
Anexo C, Curva 9). Al comparar graficamente la curva de calibracion con la variacién de
tiempo y la curva de control (Figura 17), no se observo paralelismo y se asume que el
efecto de variacion de las absorbancias, en este factor, depende de la concentracion de
nitrégeno total y de los iones persulfato sin descomponerse.

0.700
Curva de Calibracion
0600 4 t=27h
¥y =10.4283x+0.0564
R?=0.9574
0.500
£ 0.400
T
Zz 0.300
=
0.200

Curva de Calibracion
t =3 h (Control)

0.100
& ¥=10.2006x+0.032
R2=10.967
0.000
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40

Concentracion (mg-N/L)

Figura 17. Efecto del cambio de tiempo en la Etapa de Eliminacion del Exceso de Oxidante en la curva de

calibracién de la metodologia validada (EP).

Asumiendo que la eliminacion del exceso del oxidante por accion de los iones sulfito (en
medio basico) sigue una cinética de pseudo primer orden (Atkins & de Paula, 2006), con
un comportamiento descrito por la Ecuacién 33, y considerando la relacion de
concentracion de una mezcla de componentes con absorbancia a través de la Ley de Beer-
Lambert (Ecuacion 2), fue posible separar la contribucién de la concentracion de iones
nitrato y persulfato en la absorbancia a través del analisis de la pendiente e intercepto de
las ecuaciones de linea de las curvas de calibracion. Se consideré como la curva de
calibracion en un tiempo inicial (t, = 0 h) la curva de control y se defini6 como tiempo

final la diferencia de tiempos entre cada curva de calibracion (t; = 24 h).
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Desarrollo algebraico:

A=bXc(mgN/L)+a = Ayo; + Ag,s,02-
dg)(c:dg)(coe_ktﬁ A=A0X€_kt
A = Dbauc + ayy = boc X e 70t 4 gy x e~at

ANO; = b24C = boC X e_kbt

— — —kqt
AK2520§- =dy, =agXe “a

De manera similar a los calculos realizados en el factor f,;,, se calculo la constante cinética
k para la pendiente e intercepto -k, = 0.0316 h' y k, = 0.0235 h’- (datos tomados de las
ecuaciones de la linea recta obtenidas del ajuste de minimos cuadrados y expresados en la
Figura 17), se determind la absorbancia para un periodo de tiempo menor (3.5h) a
0.90 mg-N/L -0.216- y se calculd su concentracion, utilizando la ecuacion de la linea recta
de la curva de control como referencia -0.9172 mg-N/L- para determinar la diferencia y
aplicar la Ecuacion 16 para calcular la incertidumbre estandar de dicho factor: 0.0199.

fcotor- S€ realizd un proceso de evaluacion similar al utilizado para f;,, obteniendo
diferencias significativas para la variable de temperatura -Tabla 12- (Datos disponibles en
el Anexo C, Curva 5). Al comparar graficamente la curva de calibracion con la variacion
de temperatura y la curva de control (Figura 18), no se observo paralelismo y se asume
que el efecto de variacion de las absorbancias, en este factor, depende de la concentracion

de nitrogeno total y de los iones persulfato sin descomponerse.

Asumiendo formacidn del color sigue una cinética de segundo orden (Masini et al., 1997),
con un comportamiento descrito por la Ecuacion 37 (la cual, se multiplica por 1/de para
convertir las concentraciones en absorbancias usando la Ecuacion 1), y sustituyendo la
constante cinética k por su equivalente en la Ecuacion 36, se determinaron las constantes
cinéticas J y H para un nivel de concentracion de 0.90 mg-N/L. Se utilizaron, para el
calculo de las constantes cinéticas, las absorbancias estimadas, y, de las curvas de

calibracion utilizadas (Anexo C, Curva 1y Curva 5).
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Figura 18. Efecto del cambio de temperatura en la Etapa de Desarrollo de Color en la curva de calibracion

de la metodologia validada (EP).

Desarrollo algebraico:

1 1 k
A A, de
1 1 1 HX=
_—= —— T
A4, ¢

11 , 1
ln(A—0—2>—1n(])+HX?

Determinacidn de las constantes cinéticas J y H:

b - In [(Aio - Ail)/(Aio - Aiz)] _In (610 ~ 5213)/ (5010 ~ 5535

T 1 = T T = —123.21K
T, T, 300.15K  323.15K
11 1 1 1 1
/= (A_ B Z) x e = (0 010 0 213) x et = +143.68
0 . .

Una vez determinadas las constantes cinéticas de segundo orden que rigen la formacion de
color en funcion de la temperatura (J y H), se determind la absorbancia para una

temperatura de 28 °C (asumiendo que durante 1h 30 min de tiempo de desarrollo del color,
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la temperatura vario Unicamente 1 °C) a un nivel de concentracién de 0.90 mg-N/L -0.219-
y se calculd su concentracidn, utilizando la ecuacién de la linea recta de la curva de control
como referencia -0.9311 mg-N/L- para determinar la diferencia y aplicar la Ecuacion 16

para calcular la incertidumbre estandar de dicho factor: 0.0359.

5. Estimacion de la incertidumbre expandida de la metodologia.
Se utilizé el “método de la hoja de calculo” (Kragten, 1994) para el calculo de la incertidumbre
estandar combinada. En dicha metodologia, se elabora una tabla (Tabla 14) en donde se
cuantifican las diferencias numéricas en el resultado final al cambiar uno de los componentes
de la ecuacion (cuya contribucion es comparable en la Figura 19) para determinar la
concentracion de nitrogeno total de la metodologia (Ecuacion 32) al agregar la incertidumbre
estandar asociada. Posteriormente, se aplico la Ecuacion 17 para calcular la incertidumbre

estandar combinada.

Célculo de la concentracion de nitrégeno total (Elemento de contraste):
crpy = 0.813 mg-N/L x 10 X (80.4%) ' x 1 x 1 x 1 = 10.11 mg-N/L

Célculo de la incertidumbre combinada de la metodologia:
9Crpn\> ACrpn\> 0Crpn\> 9Crpn\° ACrpn\>
U2 _ ( TPN) w2+ ( TPN) w2 +( TPN) U2 +< TPN) u +( TPN) u2
CrpN ac, Co oD D R R afdig fdig freq fred
n (aCTPN>2 2
afcolor fcotor
u%TPN = 0.5184 + 0.0049 + 2.2201 + 0.0676 + 0.0441 + 0.1369 = 2.9920

Uc,py = 1.73

Se calculd la incertidumbre expandida, utilizando la Ecuacién 18 para un nivel de confianza
del 95% (k=2). Adicionalmente, se aplico la regla de propagacion de errores sistematicos para
una expresion multiplicativa (Ecuacion 24) para determinar el error sistematico asociado al
método, siendo este de -0.72 mg-N/L. Se decidid expresar el resultado del analisis con una
incertidumbre de dos cifras significativas, con la finalidad de mantener una consistencia en el

coeficiente de variacidn obtenido y el redondeo realizado (Ellison & Williams, 2012).
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Figura 19. Contribucién de cada componente en la incertidumbre estandar combinada cren (EP).

Tabla 14. “Hoja de calculo” utilizada para la determinacion de la incertidumbre estandar combinada (EP).

SCO Sp SR Sfdig Sfred Sfcolor
¢, 0871 0813 0813 0813 0813 0.813
D 10.00 10.07 10.00 10.00 10.00 10.00
R 80.39 80.39 94.37 80.39 80.39 80.39
faig 1.0000 1.0000 1.0000 1.0252 1.0000 1.0000
Frod 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0199 1.0000
Frolor 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0359
dc
CTPN+<#>uxi 10.83 10.18 862 10.37 10.31 10.48
l
)
(5w, | 072 007 149 026 020 037
i
2
(a;ﬂ> w2 | 05184 0.0049 22201 0.0676 0.0400 0.1369
X t

Notas. Los valores en negrita representan los cambios en cada uno de los componentes

realizados para cuantificar el aporte individual que la incerteza de cada componente genera

en el resultado final. Pardmetros expresados en mg-N/L
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Calculo de la incertidumbre expandida:
U=k-u; =2-1.73 mg-N/L=3.46 mg-N/L

Reporte del resultado de analisis.

Cron =Z+ A2+ U

crpy = 10.11 mg:N/L — 0.72 mg-N/L + 3.46 mg-N/L
crpy = (9.4 + 3.5) mg-N/L
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DISCUSION DE RESULTADOS.

1. Desarrollo de la metodologia.
Los colores obtenidos en las tres diferentes técnicas de digestion oxidativa sin la adicion de
iones bisulfito (Tabla 4) parecen concordar con los colores de la bruciquinona, Bru-Q, (rojo)
y con la catecolina (ChQ), especie nitrada de la bruciquinona que posee unos cristales de color
naranja-amarillentos que se forma cuando se eleva la temperatura en la reaccion entre brucina
y acido nitrico, Ecuacion Quimica 9 (Gmelin, 1866). El color naranja indica la presencia de
iones nitrato en las muestras de blanco; considerando que la absorbancia minima medida era
mucho mayor a la de agua de mar (0.010), se dedujo que la presencia de iones nitrato procedia
del persulfato de potasio como impureza; razon por la cual, se tratd de minimizar dicha
interferencia -para los anélisis posteriores- al cristalizar doblemente el reactivo oxidante en
agua, siguiendo el procedimiento descrito en Hansen y Koroleff (1999). Debido a que el color
amarillo caracteristico del cromoforo de dicho anélisis es obtenido en ausencia de nitratos (o
al menos en una mezcla con una proporcion mucho mayor de iones persulfato) se confirma

que la formacion del croméforo no es una reaccion selectiva entre los iones nitrato y la brucina;

ademas, es posible inferir que a concentraciones bajas de bruciquinona, esta dimeriza en
Bru-Dm.

Ecuacion Quimica 9.
(Holmes, 1950)

ChQ o7 oH

2. Calibracion de los instrumentos de medicion asociados al analisis.
Al comparar los errores aleatorios y sistematicos obtenidos para los balones volumétricos
(Tabla 5) con la normativa 1SO 1042:1998 se encontr6 que ambos balones volumétricos
poseen un error aleatorio dentro de los errores maximos permisibles (sy yaxso = 0.060 mLYy

Sy max100 = 0.100 mL) y un error sistematico fuera de los errores maximos permisibles
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(AViyaxso = 0.060 uL y AVyax100 = 0.100 pL). La fuente de error mas probable atribuida
a dichos instrumentos de medicidn es su grado de limpieza; debido a que dichos balones han
sido utilizados previamente para la elaboracién de soluciones con una amplia variedad de
reactivos. Se sugiere realizar un lavado méas agresivo, con una mezcla de permanganato de
potasio e hidroxido de sodio, tal y como se encuentra detallado en el Anexo A de la norma ISO
4787:2010.

Al comparar los errores aleatorios y sistematicos obtenidos para las micropipetas (Tabla 6)
con la normativa 1SO 8655-2:2002 se encontr6 que la micropipeta de 1000-uL posee un error
aleatorio y sistematico dentro de los errores maximos permisibles (sy yax =3.0puL y
AVyax =8.0uL); sin embargo, es relevante aclarar que previamente se habia realizado una
correccion en la lectura de -100 pL; la cual, es recomendable reajustar para posteriores analisis,
asi como la posterior calibracion después de realizar dichos cambios. Para la micropipeta de
5000-pL se encontrd que esta posee un error aleatorio y sistematico superior a los maximos
permisibles (sy pyax = 15.0 uLy AVy4x = 40.0 pL); revisando las posibles fuentes de error que
se detallan en dicha normativa, se encuentra como posible causa de error aleatorio la
reutilizacion de la punta de micropipeta para cada ciclo de lectura -que puede llegar hasta el
4.0%- vy esto se confirma al evidenciar un aumento en el error aleatorio conforme el volumen
medido aumentaba (a mayor superficie en contacto con el agua, mayor probabilidad de
retencion de liquido en la punta). Como actividades recomendables a realizar con la
micropipeta de 5000-pL se sugiere realizarle un reajuste y no reutilizar las puntas de
micropipeta durante el analisis, asi como la posterior calibracion después de realizar dichos

cambios.

Validacién de la metodologia.

a) Rangoy Linealidad (Curva de Calibracion). Al comparar la curva de absorbancia contra
un amplio rango de concentracion de nitrégeno total (Figura 13) con la curva presentada
en Holty y Potworowski (1972) -Figura 8- se observan formas similares, pero con
diferencias significativas. Las absorbancias obtenidas son diferentes debido a que las
condiciones de tiempo y temperatura para la Etapa de Desarrollo del Color -Etapa 5- son

diferentes en cada procedimiento. Un aspecto relevante para notar es el hecho que el “pico”
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obtenido en la curva de Holty y Potworowski (1972) coincide con el reportado, aunque se
modificaron la relacion de concentraciones entre la brucina y los estandares: Se esperaba
que al variar dicha relacion (la cual se cuadruplico) se generaria un desplazamiento de ese
“pico” a una concentracion de los estandares equivalente al cambio realizado en la cantidad
de brucina agregada; esto no sucedid, manteniendo un rango util -0.2 a 1.33 mg-N/L-
similar al registrado previamente por el método 352.1 de la US-EPA -0.1 a 2.0 mg-N/L-.
Aungue dicha observacion no afecta en el proceso de validacion del método, no deja de ser
curioso, considerando que aun no es conocido con claridad el mecanismo de la reaccion

entre los iones nitrato y la brucina.

Los valores de los coeficientes de determinacion, R?, obtenidos al evaluar las curvas de
calibracion, ya sea de manera individual o combinada, no son menores a 0.8901,
equivalente a un coeficiente de correlacion de 0.9435 y un ajuste de los datos con respecto
a la ecuacion de la linea recta de un 89.01%. Dicha informacion es suficiente para afirmar
que, en el rango validado, las variables de concentracion de iones nitrato y absorbancia

tienen una correlacion lineal positiva.

Al comparar las curvas de calibracion entre los métodos de la brucina con y sin la
combinacion de la digestion oxidativa (y posterior eliminacién del exceso de oxidante)
-Figura 14- es posible notar que la sensibilidad disminuye y existe un aumento en la
absorbancia del blanco reactivo. El aumento de la absorbancia del blanco reactivo se debe
a la existencia de remanentes de iones persulfato; el cual, es posible corroborar por el efecto
generado por la temperatura en la Etapa de Digestion Oxidativa -Etapa 2- (Figura 16); en
donde, no se altera la sensibilidad del analisis, sino que desplaza la curva de calibracion en
el eje vertical y de manera paralela. La disminucion de la sensibilidad se puede explicar
con la presencia de iones bisulfito disueltos en el medio; el cual, se puede corroborar por
el efecto generado por el tiempo en la Etapa de Eliminacion de Exceso de Oxidante -
Etapa 3- (Figura 17); en donde, la sensibilidad aumenta conforme el agente reductor
desaparece (ya sea por accién con los iones persulfato o por reaccion con el oxigeno del
aire). La presencia de ambos reactivos simultdneamente puede ser explicada en términos

cinéticos; pues, la reaccion entre los iones persulfato y los iones bisulfito es lenta
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(consideremos que inclusive después de 3 h de reposo durante la Etapa 3, ain no ha

reaccionado todo el bisulfito con los iones persulfato).

b) Selectividad. A partir de los resultados del estudio selectividad (Tabla 9), es necesario

realizar un analisis individual, pues cada resultado es diferente:

lones hipoclorito (ClOY), iones fosfato (PO4>), iones silicato (SiOs*) y iones

manganeso heptavalente (Mn"). Los resultados indican que dichos iones no acttian

como interferentes en las concentraciones evaluadas.

lones cromo hexavalente (Cr®"). Debido a que no existe interferencia a la mitad de

la concentracion limite -0.500 mg-Cr/L-, se sugiere determinar la concentracion de
cromo Yy diluir la muestra hasta la concentracion limite. Cabe destacar que el valor
limite establecido para dicho estudio representa la concentracion de cromo total; la
cual, es aproximadamente 10 veces mayor a la concentracion regulada para cromo
hexavalente en aguas residuales (NSO 13.49.01, 2009).

lones hierro trivalente (Fe**). Debido a que se reporté interferencias en ambas

concentraciones evaluadas, unicamente se puede estimar a partir de las referencias
bibliograficas. De Mora (1999) establece que la especie mayoritaria de hierro en el
agua de mar es el ion trivalente y debido al pH del medio -8.2-, este se encuentra
principalmente en forma de Fe(OH)sen suspension coloidal con una concentracion
de 3.5 x 10® mol-L™ (1.95 pg-Fe/L). Kester et al. (1967) mencionan que, debido a
las impurezas de las sales utilizadas en la preparacion del agua de mar artificial, la
concentracion de hierro puede llegar a ser cuatro veces mayor (7.8 ug-Fe/L) a la
concentracion presente en el agua de mar natural. Dado que el hierro es
sedimentable, se sugiere (ante la duda de presencia de altas concentraciones de

hierro) la centrifugacion de la muestra seguido de un proceso previo de filtracion.

lones clorato (ClO3z). Dado que los iones clorato poseen un comportamiento

oxidante marcado, son analogos estructurales de los iones nitrato y considerando
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c)

d)

que se reportaron interferencias en ambas concentraciones evaluadas; en el caso de
sospechar la presencia de dicho interferente, se sugiere realizar otra técnica para su
determinacion, como la cromatografia de iones (Halstead, Edwards, Soracco &
Armstrong, 1999).

Precision. El valor obtenido de precision -CV = 14.46%- es cercano al valor esperado para
un analito a una concentracién de 1 mg/kg -CV = 11%- (AOAC Internacional, 2016) y es
posible reducirlo al minimizar la variabilidad en la evaporacion de las muestras durante la
Etapa de Digestién Oxidativa; debido a que la adicion de volumen para diluir hasta 5 mL
es un aproximado Yy esto conlleva a agregar diferentes volumenes de agua destilada, que no
necesariamente diluirdn la muestra hasta su volumen original, generando una variabilidad
en volumen y por ende, en concentracion. Dicha evaporacion se podria reducir al utilizar
recipientes mas herméticos o al disminuir la temperatura de digestion (lo cual, se debe

realizar con cuidado debido a que implicaria una disminucion en la absorbancia).

Otro elemento que fue observado en este aspecto es la disminucion del coeficiente de
variacion en los analisis de la capacidad de digestion cuando se realizo la determinacion
de algunas muestras con un tiempo en la Etapa 3 de 27 h (Tabla 10); los cuales, se

encuentran debajo del valor esperado por la AOAC Internacional, 2016.

También, es importante recordar que la micropipeta de 5000-uL es la mas utilizada durante
larealizacion del método, lo que implica que hay una inferencia directa en su error aleatorio
en la precision del analisis. Razén por la cual, la disminucién de la precision puede lograrse

al no reutilizar puntas de micropipeta durante el analisis.

Exactitud y Capacidad de Digestion. Los valores de recuperacion relativa tanto para
exactitud como para capacidad de digestion son aceptables en la mayoria de los casos
(Tabla 10). La Gnica excepcién corresponde a la muestra de urea. Considerando que la urea
pertenece al grupo de materia organica nitrogenada hidrolizable y este en su totalidad
representa Unicamente un porcentaje menor al 10% del Nitrdgeno Organico Disuelto

(McCarthy et al., 1997), su contribucion a la cuantificacion de Nitrégeno Total es minima;
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razén por la cual, la variacion de su recuperacion con respecto a la recuperacion de una
muestra compuesta por los diferentes componentes que constituyen el Nitrégeno Total (en
proporciones similares a las reportadas en los océanos) es despreciable.

4. Estimacioén de la incertidumbre expandida de la metodologia.
La recuperacion (en cuya propagacion de errores se encuentra la precision) y la desviacion

estandar de la concentracion determinada (s,,) presentan mayores aportes como era de

esperarse en los errores aleatorios. Para el caso del error sistemético de la metodologia, las
fuentes de error provienen de los factores de calculo de recuperacién (preparacion de la

solucion compuesta) y dilucién; ambos involucran la variable de volumen.

Variables que afectan la concentracion de la metodologia validada. Al analizar los
resultados obtenidos de la estimacion de la incertidumbre producto de la modificacion de las
variables involucradas en tres etapas de la metodologia, donde existe un efecto cinético (Etapas
2, 3y 5), se confirma la observacion realizada por Petriconi y Papee (1971); la cual, indica que
la temperatura es la variable que genera mayores inconsistencias en el método de la brucina; y

consecuentemente, en la metodologia validada.

Adicionalmente, se debe tomar en cuenta la variable tiempo, debido a que dicha variable forma
parte del efecto cinético y de esta depende el pragmatismo del método en funcién del tiempo
total del analisis. Hasta este momento, el tiempo promedio de realizacion de todas las etapas
del método (omitiendo la preparacion de la solucién de reserva y soluciones de estandares
usadas para la elaboracion de la curva de calibracidn) es de aproximadamente 27 h; lo cual,

impide realizar mas de tres andlisis durante la semana.

El hecho de que se obtuvieron curvas de calibracion con una mejor sensibilidad al modificar
la variable de tiempo en la Etapa de Eliminacion del Exceso de Oxidante -Etapa 3- y en la
temperatura de la Etapa de Desarrollo del Color -Etapa 5- indica que es posible mejorar la
metodologia al encontrar un equilibrio entre dichas variables. Dado que la adicion del
persulfato, asi como su eliminacion son los pasos (Etapas 2 y 3) que demandan mayor tiempo

en la metodologia (20-21 h), se podria considerar reducir el tiempo de digestion (aumentando
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la concentracion de persulfato que no se ha descompuesto) y aumentar el tiempo de eliminacién
del exceso de oxidante a una mayor temperatura (utilizando el horno de conveccion). No se
considera practico modificar la temperatura en la Etapa 5 debido a que dicha etapa es muy
sensible a variaciones de temperatura (la variacién en un grado centigrado puede generar una
dispersion del 3.66% en la concentracion final) y existe el riesgo de la formacion de catecolina;

contribuyendo a la absorbancia total del analisis.
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CONCLUSIONES.

Con base al objetivo principal del presente trabajo de graduacion, de los resultados obtenidos, de

su andlisis tedrico y discusidn, es posible concluir lo siguiente:

Se ha logrado desarrollar una metodologia para la determinacién de nitrégeno total en agua de
mar utilizando la técnica de digestion oxidativa con persulfato de potasio alcalino -a 90 °C y
16 h- (seguida de una eliminacion del exceso de oxidante con bisulfito de sodio por 3 h a
temperatura ambiente) y el método de brucina, con un desarrollo del color de 1 h 30 min a

temperatura ambiente.

Se calibraron los instrumentos de medicidn asociados al analisis para las variables de masa y
volumen; siendo los instrumentos de medicion de volumen los que obtuvieron errores
sistematicos significativos (al ser comparados los errores maximos permisibles de las
normativas 1ISO 1042:1998 e 1SO 8655-2:2002); provocando un error sistematico considerable

en la elaboracion de las soluciones estandares (CV entre 9 al 12%).

Se valido la metodologia desarrollada para la determinacion de nitrégeno total en agua mar
con los siguientes parametros:
o Rango lineal de trabajo: 0.20 — 1.33 mg-N/L.

o Limite de cuantificacion: 0.20 mg-N/L.

o Selectividad: No se observa interferencias (diferencias significativas con respecto a una
solucién control) de iones hipoclorito (hasta 1.111 mg-Cl/L), iones fosfato (hasta
15.000 mg-P/L), iones silicato (hasta 0.700 mg-Si/L), iones cromo hexavalente (hasta
0.500 mg-Cr/L) y iones manganeso heptavalente (hasta 2.000 mg-Mn/L).

o Precision: Coeficiente de variacion de 14.4%.

o Exactitud: Recuperacion relativa de adicion de 78.5%.

Se determind la capacidad de digestion para compuestos inorganicos y organicos nitrogenados
obteniendo una recuperacion relativa de adicion aceptable de (96.2+7.4)% para nitrito de sodio,

(86.7£9.7)% para cloruro de amonio, (79.4+7.3)% para clorhidrato de glucosamina,
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(74.6£9.1)% para clorhidrato de tiamina, (85.2+8.0)% para indol-3-acetato de potasio y
(97.4+£17.4)% para metilcobalamina. Dichos resultados representan a un amplio rango de
compuestos nitrogenados, asimilables dentro del ciclo del nitrogeno, que pueden ser analizados

a través de dicha metodologia.

Se estimd la incertidumbre expandida del analisis para la muestra compuesta (utilizada para el
estudio de precision y exactitud), reportando un resultado de (9.4+3.5) mg-N/L. La variable de
volumen (en los factores de dilucion y recuperacién) es la que aport6 el error sistematico del
analisis. Los factores de la concentracién determinada por el ajuste de minimos cuadrados (c)
y recuperacion (precision de la muestra compuesta y muestra de blanco reactivo) son los que

brindaron un mayor aporte en el error aleatorio del anélisis.

Las Etapas de Digestion Oxidativa, Eliminacion del Exceso de Oxidante y Desarrollo del Color
son dependientes de las variables cinéticas de temperatura y tiempo; las cuales, optimizadas
adecuadamente, pueden aumentar la precision del analisis y aumentar la sensibilidad. Es
necesario, por tanto, realizar un estudio de andlisis que complemente dicho trabajo de

graduacion.
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RECOMENDACIONES.

Con la intencién de enriquecer el conocimiento generado por la metodologia validada, se

recomienda realizar las siguientes actividades:

e Reajustar y calibrar nuevamente las micropipetas de 1000-uL y 5000-pL. A partir de los datos
obtenidos, calcular nuevamente los errores sistematicos atribuidos a la variable de volumen y
repetir la validacion.

e Enlamedida de lo posible, reducir la reutilizacién de las puntas de micropipeta para el analisis.
Este aspecto puede influir negativamente en el costo total del anélisis. Considerar evaluar si
hay una diferencia significativa en los volimenes pipeteados después de un proceso de lavado
y secado (particularmente para las puntas de micropipetas de 5000-pL).

e Realizar un estudio mas exhaustivo para determinar la concentracion limite en donde los iones
hierro trivalente (Fe®*) no actian como interferentes. Evaluar la realizacion de procesos
preliminares de centrifugacion y filtracion de muestras contaminadas con hierro.

e Realizar un estudio mas detallado de la dispersion de volimenes de muestras producto de la
evaporacion del agua en la Etapa de Digestion Oxidativa. Probar dicha dispersion utilizando
viales ajustados con cinta de teflon o tubos de ensayo con tapdn esmerilado.

e Realizar pruebas de capacidad de digestion para compuestos nitrogenados industriales como
azocompuestos y nitrocompuestos.

e Realizar un estudio para la optimizacion del método al variar las variables de temperatura y
tiempo en las Etapas de Digestion Oxidativa y Eliminacion del Exceso de Oxidante. Considerar
en esta actividad, un control de temperatura ambiente mas estricto para la Etapa de Desarrollo
del Color.

e Evaluar la variabilidad en la respuesta de analisis debido al cambio de la salinidad de la
muestra; dicha actividad, puede expandir las matrices que la metodologia puede analizar a
aguas provenientes de estuarios, zonas en donde existe una mezcla entre agua de mar con agua
dulce y hay mayores focos de contaminacion (por ejemplo, puntos de descarga de aguas

residuales).
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ANEXO A.

Procedimiento estandar operativo de la metodologia validada.

“Determinacion de nitrogeno total en agua de mar, usando predigestion oxidativa con

persulfato alcalino, por el método de brucina”

A. Alcance y aplicacion.
e Este método cubre la determinacion de las especies quimicas nitrogenadas, oxidables
con persulfato alcalino, presentes en agua de mar.
e EIl método estad definido para un rango comprendido entre 0.20 a 1.33 mg-N/L
(aplicando las correcciones de concentracion por propagacion de error sistematico en

la elaboracion de las soluciones estandares).

B. Resumen del método.
Este método esté basado en la digestion oxidativa de las especies quimicas nitrogenadas del
agua de mar con iones persulfato en medio alcalino a temperaturas inferiores a ebullicion para
formar iones nitrato. Posteriormente, los iones nitrato reaccionan con el sulfato de brucina en
una solucion de acido sulfurico diluido a temperatura ambiente. El color del complejo obtenido
es medido a 410 nm. EIl control de la temperatura ambiente para la formacion del color es

extremadamente critico.

C. Selectividad.

e No se observa interferencias en presencia de iones hipoclorito (evaluado hasta una
concentracion de 1.111 mg-CI/L), iones fosfato (hasta 15.000 mg-P/L), iones silicato
(hasta 0.700 mg-Si/L), iones cromo hexavalente (hasta 0.500 mg-Cr/L) y iones manganeso
(hasta 2.000 mg-Mn/L)

e Los iones hierro trivalente generan una interferencia positiva, se estima que dicho efecto
es despreciable a concentraciones inferiores a 1.95 pg-Fe/L. La filtracion de la muestra
reduce la presencia de hierro trivalente (en forma de hidréxido férrico coloidal) en la

muestra.
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Agentes oxidantes fuertes pueden causan interferencia. Dicha metodologia no es capaz de

discernir entre iones clorato y iones nitrato (producto de la digestion oxidativa).

. Aparatos y materiales.

Espectrofotémetro UV-VIS previamente encendido para su uso de acuerdo con las
especificaciones del fabricante.

Cubeta de cuarzo (camino Optico de 1-cm).

Micropipetas de 1000-pL y 5000-pL (con sus respectivas puntas) previamente calibradas
y ajustadas.

Horno de conveccion ajustado a la temperatura de digestién con anticipacion.

Balanza analitica calibrada y previamente encendido para su uso de acuerdo con las
especificaciones del fabricante.

Camara de extraccion de gases.

Balones volumétricos de 50-mL y 100-mL.

Viales de vidrio de 40-mL.

Recuadros de papel aluminio (3 x 3 pulgadas).

Aros de alambre de amarre (con un diametro similar al de los viales de vidrio).
Recipiente metalico de fondo plano para ubicar los viales en el proceso de digestion.
Placa calefactora (Hot plate).

pH metro previamente calibrado.

Material y equipo para filtracion (en caso de ser necesario).

. Reactivos.

Agua destilada (1SO 3696:1987, Grado 3).

Acido sulfdrico concentrado, H>SOa.

Agua de mar artificial. Pesar (sales anhidras y previamente secadas) 23.926 g de cloruro
de sodio (NaCl), 4.008 g de sulfato de sodio (Na2SOs), 0.677 g de cloruro de potasio (KCI),
0.196 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3), 0.098 g de bromuro de potasio (KBr), 0.026 g

de &cido bdrico (HzBO3) y 0.003 g de fluoruro de sodio (NaF). Adicionalmente, se elaboran
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soluciones (dichas soluciones deben estandarizarse previamente por titulacién de Mohr) al
0.1 M de cloruro de estroncio (SrCl.), 1.0 M de cloruro de magnesio (MgCl,) y 1.0 M de
cloruro de calcio (CaCly); posteriormente, se agregan dichas soluciones a la mezcla en un
volumen equivalente a 0.05327 mol de MgClz, 0.01033 mol de CaCl> y 0.00009 mol de
SrCl,. Disolver la mezcla en agua destilada a 900 mL, ajustar el pH de la mezclaa 8.2 y
aforar hasta 1 L. Esta solucion puede preservarse con unas gotas de cloroformo y es estable

por varios meses.

Solucién de persulfato alcalino (K2S20s 0.185 M + NaOH 0.375 M). Se pesan 2.0 g de
persulfato de potasio y 0.6 g de hidroxido de sodio y se disuelven en 40 mL de agua
destilada en un bafio de agua caliente con una temperatura entre 70-80 °C. Esta solucién
no debe ser almacenada y debe ser preparada cada vez que se realiza el anélisis. Para
recristalizar el persulfato de potasio, se disuelven 16 g del reactivo en 100 mL de agua pura
entre 70-80 °C. Se enfria la solucion transparente a aproximadamente 0 °C y se filtra. Se
seca la sal recristalizada en un desecador sobre cloruro de calcio (CaCl,) anhidro. La

recuperacion es de aproximadamente 80%

Solucion de bisulfito de sodio (0.25 g/mL). Se pesan 10.0 g de bisulfito de sodio y se
disuelven en 40 mL de agua destilada. Puede utilizarse un bafio de agua caliente para
acelerar su disolucién. Esta solucidn no debe ser almacenada y debe ser preparada cada vez

que se realiza el analisis.

Solucion de brucina (1%). Se pesa 0.4 g de sulfato de brucina heptahidratado (Sigma-
Aldrich 237868) en 40 mL de agua destilada en un bafio de agua a ebullicién. En caso de
preparar mas solucion y guardarla, este puede ser almacenada en recipientes de vidrio
ambar en refrigeracion a 5 °C y es estable por varios meses (el color rosado que pueda

desarrollarse no afecta el desempefio del reactivo en el analisis).

Solucion de reserva (1000 mg-N/L). Se pesa 0.7218 g de nitrato de potasio anhidro (KNO3z)
y se diluye a 100 mL de agua destilada en un balon volumétrico. Se preserva con 2 mL de

cloroformo por litro. Esta solucion es estable por al menos seis meses.
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e Solucién de control de calidad (0.75 mg-N/L). Primero, se elabora una solucion intermedia
de 15 mg-N/L, diluyendo 0.75 mL de la solucion de reserva hasta 50 mL (usando un balén
volumétrico) en agua de mar artificial. . Posteriormente, se disuelve 5.0 mL de la solucién
intermedia y se disuelve hasta 100 mL (usando un bal6n volumétrico) en agua de mar

artificial.

e Solucién compuesta (mezcla de materiales de referencia certificados, concentracion de
10 mg-N/L). Se disuelven, en agua de mar artificial, 0.5 mL del Material Certificado de
Referencia de iones nitrato (Merck 1.19811.0500, 1000-mg-N/L) y 0.5 mL del Material
Certificado de Referencia de Nitrogeno Kjeldahl (AccuStandard WC-TKN-10X-1,
1000-mg-N/L) hasta 100 mL (usando un bal6n volumétrico).

F. Colecta de muestra, preservacion y manejo.
El analisis debe ser realizado tan pronto como sea posible. Si el anlisis puede ser realizado en
las proximas 24 h, la muestra debe ser preservada por refrigeracion a 4°C. Cuando las muestras
seran almacenadas por mas de 24 h. estas deben ser preservadas con acido sulfarico (2 mL de

acido sulfarico concentrado H2SO4 por litro de muestra) y refrigeradas.

G. Procedimiento.

e Elaboracién de las soluciones de los estandares.

o Se elaboran soluciones estandares intermedias de concentraciones de 50, 20 y
10 mg-N/L: Se miden 2.5, 1.0 y 0.50 mL, respectivamente, de la solucion de
reserva y disolviendo en agua de mar artificial hasta un volumen de 50 mL, usando

un balén volumétrico.

o Posteriormente, se elaboran soluciones de 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 y
1.50 mg-N/L utilizando las soluciones estandares intermediarias, de acuerdo con la
distribucién dada en la Tabla A, disolviendo en agua de mar artificial hasta un
volumen de 100 mL (usando un bal6n volumétrico). Evitar utilizar dichos

estandares si poseen un tiempo de almacenamiento mayor a un mes.
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Tabla A. Distribucion de volumen requerido y estdndar intermediario necesario para la elaboracion de las soluciones

estandares en 100 mL de agua de mar artificial.

N.° | Concentracion Estandar | Volumen Requerido Estandar Intermediario
1 0.25 mg-N/L 2.50 mL 10 mg-N/L
2 0.50 mg-N/L 5.00 mL 10 mg-N/L
3 0.75 mg-N/L 3.75 mL 20 mg-N/L
4 1.00 mg-N/L 5.00 mL 20 mg-N/L
5 1.25 mg-N/L 2.50 mL 50 mg-N/L
6 1.50 mg-N/L 3.00 mL 50 mg-N/L

Preparacion de las muestras. Las muestras son filtradas -en caso de ser necesario- para

eliminar material particulado suspendido o reducir su turbidez. En caso de trabajar con una
muestra por primera vez, es sugerible medir su salinidad para ajustar la salinidad de los
estandares de la curva de calibracion a la salinidad de la muestra. En caso de ser necesaria

la dilucién de las muestras, esta se realiza con agua de mar artificial.

Digestion oxidativa. En un vial de vidrio de 40 mL, se agrega 1 mL de solucién de

persulfato alcalino a 5 mL de muestra —0 su respectiva disolucion-; inmediatamente, se
sellan los viales con recuadros de papel aluminio (3 x 3 pulgadas) y se distribuyen en el
recipiente metalico (los viales son separados usando aros metalicos elaborados a partir de
alambre de amarre, como se muestra en la Imagen A) a introducir en el horno de
conveccion. Ubicar el soporte metalico (con las muestras, estandares, blancos reactivos y

controles de calidad) dentro del horno de conveccion por 16 ha 90+1 °C.

Eliminacion del exceso de oxidante. Retirar las muestras del horno de conveccién y dejar

enfriarse por unos minutos. Evaluar y restaurar el volumen (debido a las pérdidas por
evaporacion) de los viales hasta 5 mL. Posteriormente, agregar 1 mL de la solucion de

bisulfito de sodio y dejar reposar a temperatura ambiente por 3£0.5 h.
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Imagen A. lIzquierda. Distribucién de los aros metalicos en el recipiente de fondo plano previo a la
ubicacién de los viales sellados con los recuadros de papel aluminio. Derecha. Vista de la distribucion de
los viales con muestras, soluciones estandares, blancos reactivos y controles de calidad para su ubicacion

dentro del horno de conveccién para la etapa de digestion oxidativa.

e Meétodo de la brucina (Cuantificacién). En una camara de extraccion de gases, se afiade

1 mL de &cido sulfurico concentrado, al vial con la muestra previamente digerida y
reducida, y se agitd para eliminar el exceso de iones sulfito como diéxido de azufre.
Después, se afiadio 1 mL del reactivo de brucina y, lentamente, 4 mL de éacido sulfdrico
concentrado; se agitd y dejé reposar a temperatura ambiente por 1 h 30 min (en la medida
de lo posible, dicha temperatura no debe variar mas de 1°C durante ese tiempo).
Posteriormente, se realiza la lectura de absorbancia en un espectrofotometro a 410 nm,
usando una cubeta de cuarzo con un camino optico de 1-cm. Entre la medida de cada una
de las muestras, se realiza un lavado de la cubeta de cuarto -cuatro veces- con agua

destilada.

H. Calculos.

e Se prepara una curva de calibracion y se realiza el ajuste de minimos cuadrados
(preferentemente ponderados, durante el proceso de verificacion) para obtener la ecuacion
de la linea recta que describe dicha curva.

e Anpartir de dicha ecuacion, se obtiene el valor de la concentracién de la muestra en la cubeta

de cuarzo, cy, al sustituir la absorbancia promedio de las muestras.
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e Se determina la concentracion de nitrogeno total utilizando la siguiente ecuacion:
Crpn = Co X d X (R)™*

Donde d corresponde al factor de dilucion y R a la recuperacion relativa de adicion.

I. Control de calidad (Criterios de aprobacién o rechazo).

e Se elabora una curva de calibracion cada vez que sea ejecutada esta metodologia. Se
considerara aceptable un coeficiente de determinacion, R? > 0.90. La curva de calibracion
tiene que tener por lo menos seis estandares mas la muestra de blanco reactivo (agua de
mar artificial).

e Realizar la evaluacion de las muestras por triplicado. Evaluar la presencia de datos
anomalos con el Test de Grubbs; de haber datos anomalos, repetir el analisis de dicha
muestra.

e Verificar la curva de calibracion utilizando una solucion de control (0.75 mg-N/L) que sera
analizada, por triplicado, junto con las muestras, estandares y blanco de reactivo. Se
calcularad la recuperacion relativa de adicion y se considerara un valor aceptable si la
solucion de control posee un valor entre 80 a 110%.

e Verificar la digestion oxidativa utilizando una solucion compuesta, que sera analizada, por
triplicado, junto con las muestras, estandares y blanco de reactivo. Se calculara la
recuperacion relativa de adicion y se considerara un valor aceptable si la solucion

compuesta posee un valor entre 80 a 110%.

J. Parametros de desempefio del método (Resultados de validacion interna).
e Limite de cuantificacion, LOQ = 0.20 mg-N/L.
e Precision. Coeficiente de variacion (muestra compuesta), CV = 14.4%.

e Exactitud. Recuperacion relativa de adicion (muestra compuesta), R = 78.5%.

K. Incertidumbre.
En la validacion interna del método se evalud el efecto de las variables de temperatura y tiempo
en las etapas de digestion oxidativa, eliminacion del exceso de oxidante y desarrollo del color
(método de la brucina) siendo los que generan mayor dispersion la variable de temperatura en

la digestion oxidativa, el tiempo en la eliminacion del exceso de oxidante y temperatura en el

113



desarrollo del color. Para los rangos aceptables establecidos para cada una de las variables

(definidos en el procedimiento) y junto a las variables descritas en la ecuacion, utilizada para

el calculo de la concentracion, se estimo la incertidumbre de la metodologia; siendo esta de

3.5 mg-N/L para un factor de cobertura k = 2.
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ANEXO B.

Resultados crudos (sin analizar) para la calibracion de los instrumentos de medicion.

Calibracién de Balanza Analitica.
Balanza0008-PEIS. Modelo: PA214C. Marca: OHAUS
Capacidad Méxima: 210-g. Resolucion: 0.0001-g

Patrdén de masa () Medidas (g)

0.1000 0.1001 0.0999 0.1001 0.1001

0.1000
0.0999 0.0999 0.1000 0.0999 0.1000
0.5000 0.5000 0.5000 0.4999 0.5000 0.4999
' 0.4999 0.5000 0.5000 0.5000 0.5000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

1.0000
1.0000 0.9999 0.9999 1.0000 1.0000
100.0000 100.0009 100.0009 100.0009 100.0009 100.0009
' 100.0009 100.0008 100.0008 100.0009 100.0009

Calibraciéon de Balén Volumétrico.
Balén Volumétrico PYREX. Serie No. 5642C. Valor Nominal 50-mL.

N.2| Myeno (@) Myacio (9) | Tamp (°C)  Tagua (°C) | H (%) Pg (mbar)
1 | 155.4522 105.8418 26.4 28.2 69 933.5
2 | 155.7028 106.0028 26.3 28.1 69 933.5
3 | 155.6272  105.9575 26.2 27.9 70 933.6
4 | 1555335 105.9177 26.2 27.9 70 933.6
5 | 155.5989  105.9222 26.2 27.8 70 933.6
6 | 155.6571 105.9736 26.2 217.7 70 933.7
7 | 155.6591 105.9841 26.2 217.7 70 933.7
8 | 155.6562 106.0137 26.1 27.6 71 933.7
9 | 155.5466 106.0075 26.1 27.5 71 933.8
10 | 155.6530 106.1341 26.1 27.5 71 933.8
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Calibracién de Balén VVolumétrico.
Balén Volumétrico PYREX. Serie No. 5642C. Valor Nominal 100-mL.

N2 | Myeno (@) Myacio (9) | Tamp (°C)  Tagua (°C) | H (%) P, (mbar)
1 | 121.9734  22.7790 27.8 28.8 45 932.2
2 | 121.7443  22.5694 27.1 28.6 47 933.3
3 | 121.6443  22.5477 27 28.5 47 933.3
4 | 1231368  24.2101 26.9 28.5 47 933.5
5 | 121.5930  22.5163 26.9 28.5 47 933.5
6 | 121.6160  22.5298 26.9 28.5 47 933.6
7 | 121.7149  22.5261 26.9 28.5 47 933.7
8 | 121.7100  22.5184 26.9 28.5 47 933.8
9 | 121.7433  22.5145 26.9 28.5 47 934.1
10 | 121.6824  22.5252 26.8 28.4 47 934.2

Calibracion de Micropipeta

Micropipeta Pipetman Gilson. Serie: N11264F. Marca: Gilson. Valor Nominal: 1000-uL.

. VVolumen Evaluado: 1000 pL. Volumen Evaluado: 750 pL.

" m(Q) | Tamb Tagua | H Pg(mbar)| m(Q) | Tamp Tagua H  Pg(mbar)
I 120.7409 | 29.1°C 28.2°C | 42% 932.4 20.7407 | 28.4°C 28.8°C 44% 932.8
1 |21.7461 | 29.1°C 28.3°C | 42% 932.4 21.4768 | 28.4°C 28.8°C 45% 932.8
2 | 22.7506 | 29.0°C 28.3°C | 42% 932.4 222197 | 28.3°C 28.8°C 45% 932.8
3 | 23.7560 | 28.9°C 28.3°C | 43% 932.6 22,9632 | 28.3°C 28.8°C 45% 932.8
4 | 247624 | 289°C 28.4°C | 43% 932.6 23.7100 | 28.2°C 28.8°C 45% 932.8
5 | 25.7689 | 28.9°C 28.4°C | 43% 932.6 24,4567 | 28.2°C 28.8°C 45% 932.8
6 | 26.7685 | 28.9°C 28.4°C | 43% 932.6 252049 | 28.2°C 28.8°C 45% 932.8
7 | 27.7718 | 28.8°C 28.5°C | 43% 932.6 25.9547 | 28.2°C 28.8°C 45% 932.8
8 | 28.7764 | 28.8°C 28.5°C | 43% 932.6 26.7051 | 28.2°C 28.8°C 45% 933.0
9 |29.7826 | 28.8°C 28.5°C | 43% 932.6 27.4545 | 28.1°C 28.8°C 45% 933.0
10 | 30.7887 | 28.8°C 28.5°C | 43% 932.6 28.2034 | 28.1°C 28.8°C 45% 933.0
F |30.7793 | 28.5°C 28.7°C | 44% 932.7 28.1929 | 27.8°C 28.6 °C 45% 933.1
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Calibracion de Micropipeta

Micropipeta Pipetman Gilson. Serie: N11264F. Marca: Gilson. Valor Nominal: 1000-uL.

Volumen Evaluado: 500 pL

Volumen Evaluado: 300 pL

(o)

N @ | Tamb Tagua | H Pg(mbar) | m(Q) | Tamp Tagua H Pg(mbar)
| 20.7410 | 28.0°C 28.9°C | 46% 932.8 20.7403 | 28.1°C 29.1°C 46% 933.2
1 | 21.2406 | 28.1°C 29.0°C | 46% 932.8 21.0395 | 28.1°C 29.1°C 46% 933.2
2 | 21.7417 | 28.1°C 29.0°C | 46% 932.8 21.3397 | 28.1°C 29.1°C 46% 933.2
3 | 222421 | 28.1°C 29.0°C | 46% 932.8 21.6395 | 28.1°C 29.1°C 46% 933.2
4 | 22.7434 | 28.1°C 29.1°C | 46% 932.8 21.9394 | 28.1°C 29.1°C 46% 933.2
5 | 23.2444 | 28.1 °C 29.1°C | 46% 932.8 22.2400 | 28.1°C 29.1°C 46% 933.2
6 | 23.7462 | 28.1°C 29.1°C | 46% 933.0 225409 | 28.1°C 29.1°C 46% 933.2
7 | 24.2478 | 28.2°C 29.1°C | 46% 933.0 22.8420 | 28.1°C 29.1°C 46% 933.2
8 | 24.7502 | 28.2°C 29.1°C | 46% 933.0 23.1431 | 28.1°C 29.1°C 46% 933.2
9 | 25.2521 | 28.2°C 29.1°C | 46% 933.0 23.4446 | 28.1°C 29.1°C 46% 933.3
10 | 25.7537 | 28.2°C 29.1°C | 46% 933.0 23.7458 | 28.0°C 29.0°C 46% 933.3
F | 25.7464 | 28.1 °C 29.1 °C | 46% 933.1 23.7375 | 27.8°C 28.9°C 46% 933.5

Calibracion de Micropipeta
Micropipeta Pipetman Gilson. Serie: 029589A. Marca: Gilson. Valor Nominal: 5000-puL.

. VVolumen Evaluado: 5000 pL. Volumen Evaluado: 3750 pLL

" m(Q) | Tamb Tagua | H Pg(mbar)| m(Q) | Tamp Tagua H  Pq(mbar)
| 50.1507 | 28.7°C 26.6 °C | 47% 933.7 51.2225 | 29.1°C 27.0°C 45% 933.0
1 | 55.0458 | 28.7°C 26.6°C | 47% 933.7 54,8835 | 29.2°C 27.0°C 45% 933.0
2 | 59.8545 | 28.7°C 26.6°C | 47% 933.7 58.5465 | 29.2°C 27.0°C 45% 933.0
3 | 64.6628 | 28.8°C 26.6°C | 47% 933.7 62.3093 | 29.2°C 27.0°C 45% 933.0
4 | 69.4760 | 28.8°C 26.6°C | 46% 933.7 65.9614 | 29.2°C 27.0°C 45% 933.0
5 | 74.2803 | 28.8°C 26.7 °C | 46% 933.7 69.6261 | 29.2°C 27.1°C 45% 933.0
6 | 79.0869 | 28.8°C 26.7°C | 46% 933.7 73.2717 | 29.2°C 27.1°C 45% 933.0
7 | 83.9013 | 28.8°C 26.7 °C | 46% 933.7 76.9317 | 29.2°C 27.1°C 45% 932.9
8 | 88.7800 | 28.8°C 26.7°C | 46% 9335 80.5897 | 29.3°C 27.1°C 45% 932.9
9 | 93.5891 | 28.8°C 26.7°C | 46% 933.5 84.2647 | 29.3°C 27.1°C 45% 932.9
10 | 98.4152 | 28.8°C 26.7 °C | 46% 933.5 87.9167 | 29.3°C 27.2°C 45% 932.9
F | 103.2311 | 28.9°C 26.8°C | 46% 9334 87.8942 | 29.4°C 27.3°C 45% 932.8
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Calibracion de Micropipeta

Micropipeta Pipetman Gilson. Serie: 029589A. Marca: Gilson. Valor Nominal: 5000-pL.

Volumen Evaluado: 2500 pL

Volumen Evaluado: 1500 pL

(o)

N @ | Tamb Tagua | H Pg(mbar) | m(Q) | Tamp Tagua H Pg(mbar)
| 51.2227 | 29.5°C 27.4°C | 44% 932.4 50.1510 | 29.2°C 27.6°C 45% 932.0
1 | 53.6650 | 29.5°C 27.4°C | 44% 932.4 51.6071 | 29.2°C 27.6°C 45% 932.0
2 |56.0976 | 29.5°C 27.4°C | 44% 932.4 53.0575 | 29.2°C 27.6°C 45% 932.0
3 | 585323 | 295°C 27.4°C | 44% 932.4 545170 | 29.1°C 27.6°C 45% 932.0
4 1609715 | 295°C 27.4°C | 44% 932.4 55.9800 | 29.1°C 27.6°C 45% 932.0
5 1634114 | 29.5°C 27.4°C | 44% 932.4 57.4359 | 29.1°C 27.6°C 45% 932.0
6 | 65.8554 | 295°C 27.4°C | 44% 932.3 58.8918 | 29.1°C 27.6°C 45% 931.9
7 |68.2929 | 29.5°C 27.5°C | 44% 932.3 60.3447 | 29.1°C 27.6°C 44% 931.9
8 | 70.7363 | 29.5°C 27.5°C | 44% 932.3 61.8011 | 29.1°C 27.6°C 44% 931.9
9 | 73.1778 | 29.5°C 27.5°C | 44% 932.3 63.2591 | 29.1°C 27.6°C 44% 931.9
10 | 75.6110 | 29.5°C 27.5°C | 44% 932.3 64.7184 | 29.0°C 27.6°C 44% 931.9
F | 75.5860 | 29.3°C 27.5°C | 44% 932.1 64.6945 | 28.8°C 276 °C 43% 931.5

Calibracion de Micropipeta

Micropipeta Pipetman Gilson. Serie:

Volumen Evaluado: 500 puL

029589A. Marca: Gilson. Valor Nominal: 5000-uL.

Nl m(@Q) | Tampb Tagua | H Pq(mbar)
I | 51.2229 | 28.8°C 27.6°C | 44% 931.5
1 |51.6913 | 28.8°C 27.6 °C | 44% 931.5
2 |52.1659 | 28.8°C 27.6°C | 44% 931.5
3 |52.6418 | 28.8°C 27.6 °C | 44% 931.5
4 |53.1196 | 28.8°C 27.6°C | 44% 931.5
5 | 535994 | 28.8°C 27.6 °C | 44% 931.5
6 | 54.0766 | 28.7 °C 27.6 °C | 44% 931.5
7 | 545544 | 28.7°C 27.6°C | 43% 931.5
8 |55.0294 | 28.7°C 27.6°C | 43% 931.5
9 | 555073 | 28.7°C 27.6°C | 43% 931.5
10 | 55.9837 | 28.7°C 27.6°C | 43% 931.5
F | 55.9578 | 28.6 °C 27.6 °C | 44% 931.6
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ANEXO C.

Resultados crudos (sin analizar) de las curvas de calibracion para la validacion de la metodologia. (El

procedimiento de preparacion de las soluciones estandares, muestra control y muestra compuesta esta

detallado en el Anexo A)

N© | ¢ (mgN/L) Absorbancia
Curval Curva2 Curva3d Curvad4 Curva5 Curva6 Curva7
1 0.00 0.046 0.034 0.019 0.034 0.124 0.057 0.052
2 0.25 0.078 0.093 0.040 0.067 0.218 0.109 0.093
3 0.50 0.112 0.106 0.068 0.130 0.282 0.134 0.113
4 0.75 0.137 0.190 0.085 0.168 0.487 0.165 0.128
5 1.00 0.234 0.229 0.174 0.220 0.576 0.193 0.161
6 1.25 0.262 0.254 0.244 0.254 0.608 0.252 0.200
7 1.50 0.298 0.327 0.275 0.322 0.712 0.267 0.247

Condiciones de analisis.

e Curvaly 7: Digestion oxidativa 16 h a 90 °C. Eliminacion del exceso de oxidante, 3 h a temperatura
ambiente. Desarrollo del color, 1 h 30 min a temperatura ambiente.

e Curva 2: Digestion oxidativa 15h 30 min a 90 °C. Eliminacion del exceso de oxidante, 3h a
temperatura ambiente. Desarrollo del color, 1 h 30 min a temperatura ambiente.

e Curva 3: Digestion oxidativa 16 ha 85 °C. Eliminacion del exceso de oxidante, 3 ha 50 °C. Desarrollo
del color, 1 h 30 min a temperatura ambiente.

e Curva 4: Digestion oxidativa 16 h a 90 °C. Eliminacion del exceso de oxidante, 3 h a temperatura
ambiente. Desarrollo del color, 1 h 30 min a temperatura ambiente.

e Curva 5: Digestion oxidativa 16 h a 90 °C. Eliminacion del exceso de oxidante, 3 h a temperatura
ambiente. Desarrollo del color, 1 h 30 min a 50 °C.

e Curva 6: Digestion oxidativa 16 h a 90 °C. Eliminacion del exceso de oxidante, 3 h a temperatura
ambiente. Desarrollo del color, 2 h 30 min a temperatura ambiente.

e Curva 7: Digestion oxidativa 16 h a 90 °C. Eliminacion del exceso de oxidante, 3 h a temperatura

ambiente. Desarrollo del color, 1 h 30 min a temperatura ambiente.
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Absorbancia
N.° | ¢ (mg-N/L)
Curva 9 Curva 10 Curva 11 Curva 12

0.042 0.010 | 0.070 0.085 | 0.048 0.043 0.029 0.043 0.048
1 0.00 0.010

0.023 0.078 0.058 0.072 0.060 0.020 0.043
2 0.25 0.137 0.154 0.084 0.096 0.135 0.070
3 0.50 0.254 0.266 0.088 0.123 0.181 0.128
4 0.75 0.415 0.401 0.132 0.170 0.186 0.190
5 1.00 0.474 0.393 0.216 0.160 0.187 0.247
6 1.25 — — 0.218 0.232 0.217 0.300
7 1.50 0.573 0.567 0.343 0.379 0.269 0.360

Condiciones de analisis.

Curva 9: Digestion oxidativa 16 h a 90 °C. Eliminacién del exceso de oxidante, 27 h a temperatura

ambiente. Desarrollo del color, 1 h 30 min a temperatura ambiente.

Curva 10: Digestion oxidativa 16 h a 90 °C. Eliminacion del exceso de oxidante, 27 h a temperatura

ambiente. Desarrollo del color, 1 h a temperatura ambiente.

Curva 11: Digestion oxidativa 16 h a 90 °C. Eliminacion del exceso de oxidante, 3 h a temperatura

ambiente. Desarrollo del color, 1 h 30 min a temperatura ambiente.

Curva 12: Sin etapas de digestion oxidativa y eliminacion del exceso de oxidante. Desarrollo del color,

1 h 30 min a temperatura ambiente.
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ANEXO D.

Procedimientos de preparacion y absorbancias registradas para el estudio de la capacidad de digestion y el

estudio de selectividad.

A. Estudio de la Capacidad de Digestion.

Solucién de clorhidrato de glucosamina. Muestra analizada junto con la curva 9. Preparacion: Se

pesaron 0.3805 gy se disolvieron en 50 mL de agua de mar artificial, después, se tomaron 2.5 mL de
la solucién previamente preparada y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente,
para su analisis, se tomaron 0.5 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 mL de agua de mar artificial.
Absorbancias registradas: 0.551 // 0.576 // 0.468 // 0.550 // 0.502 // 0.499 // 0.522.

Solucién de clorhidrato de tiamina. Muestra analizada junto con la curva 9. Preparacion: Se pesaron

0.1325 gy se disolvieron en 50 mL de agua de mar artificial; después, se tomaron 2.5 mL de la solucion
previamente preparada y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente, para su
analisis, se tomaron 0.5 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 mL de agua de mar artificial.
Absorbancias registradas: 0.485 // 0.468 // 0.470 // 0.383 // 0.432 // 0.383 // 0.474.

Solucidn de cloruro de amonio. Muestra analizada junto con la curva 10. Preparacion: Se pesaron

0.0950 gy se disolvieron en 50 mL de agua de mar artificial; después, se tomaron 2.5 mL de la solucion
previamente preparada y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente, para su
analisis, se tomaron 0.5 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 mL de agua de mar artificial.
Absorbancias registradas: 0.601 // 0.485 // 0.558 // 0.592 // 0.514 // 0.524 // 0.515.

Solucidén de indol-3-acetato de potasio. Muestra analizada junto con la curva 10. Preparacion: Se
pesaron 0.3814 g y se disolvieron en 50 mL de agua de mar artificial; después, se tomaron 2.5 mL de
la solucidn previamente preparada y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente,
para su analisis, se tomaron 0.5 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 mL de agua de mar artificial.
Absorbancias registradas: 0.540 // 0.523 // 0.521 // 0.606 // 0.503 // 0.510 // 0.496.

Solucidn de metilcobalamina. Muestra analizada junto con la curva 7. Preparacién: Se pesaron 0.9735 g

de metilcobalamina al 1% y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente, para su
analisis, se tomaron 0.5 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 mL de agua de mar artificial.
Absorbancias registradas: 0.212 // 0.214 // 0.263 // 0.278 // 0.198 // 0.253 // 0.262.
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Solucion de nitrito de sodio. Muestra analizada junto con la curva 10. Preparacion: Se pesaron 0.1211 g

y se disolvieron en 50 mL de agua de mar artificial; después, se tomaron 2.5 mL de la solucion
previamente preparada y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente, para su
analisis, se tomaron 0.5 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 mL de agua de mar artificial.
Absorbancias registradas: 0.516 // 0.592 // 0.575 // 0.587 // 0.626 // 0.605 // 0.603.

Solucién de urea. Muestra analizada junto con la curva 9. Preparacion: Se pesaron 0.0577 g y se

disolvieron en 50 mL de agua de mar artificial; después, se tomaron 2.5 mL de la solucién previamente
preparada y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente, para su analisis, se tomaron
0.5 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 mL de agua de mar artificial. Absorbancias registradas:
0.443//0.410//0.373 // 0.393 // 0.508 // 0.459 // 0.461.

. Estudio de selectividad.

Solucién de iones clorato (0.700 y 0.350 mg-ClOs7/L). Muestras analizadas junto con la curva 7.

Preparacion: Se pesaron 0.2313 g de clorato de potasio (KCIO3) en 15 mL de agua destilada;
posteriormente, se toma 1 mL de la mezcla y se disuelve en 15 mL de agua de destilada; después, de
dicha mezcla (la mas diluida), se tom6 1 y 5 mL de solucion intermedia de 15 mg-N/L (preparacion
descrita en el Anexo A) y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente, para su

analisis, se tomaron 0.5 y 0.25 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 y 4.75 mL de solucién de

control de calidad (0.75 mg-N/L). Absorbancias registradas: 0.171 y 0.173 respectivamente.

Solucidn de iones hipoclorito (1.111 y 0.556 mg-CI/L). Muestras analizadas junto con la curva 7.

Preparacion: Se diluy6 1 mL de lejia comercial en 15 mL de agua destilada; de dicha mezcla, se tomé
1y 5 mL de solucion intermedia de 15 mg-N/L (preparacion descrita en el Anexo A) y se disolvieron
en 100mL de agua de mar artificial; finalmente, para su analisis, se tomaron 0.5 y 0.25 mL de muestra
y se mezclaron con 4.5y 4.75 mL de solucion de control de calidad (0.75 mg-N/L). Absorbancias

registradas: 0.156 y 0.142 respectivamente.

Solucién de iones fosfato (15.000 y 7.500 mg-P/L). Muestras analizadas junto con la curva 7.

Preparacion: Se pesaron 0.6548 g de dihidrogenfosfato de potasio (KH2PO,4), en 10 mL de agua
destilada; de dicha mezcla, se tomé 1 y 5 mL de solucién intermedia de 15 mg-N/L (preparacion

descrita en el Anexo A) y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente, para su
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analisis, se tomaron 0.5 y 0.25 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 y 4.75 mL de solucién de

control de calidad (0.75 mg-N/L). Absorbancias registradas: 0.120 y 0.150 respectivamente.

Soluciones de iones silicato (0.700 y 0.350 mg-Si/L). Muestras analizadas junto con la curva 7.

Preparacion: Se pesaron 0.1437 g de silicato de sodio (NazSiO3) en 20 mL de agua destilada; de dicha
mezcla, se tomd 1 y 5 mL de solucion intermedia de 15 mg-N/L (preparacion descrita en el Anexo A)
y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente, para su analisis, se tomaron 0.5 y
0.25 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 y 475 mL de solucion de control de calidad
(0.75 mg-N/L). Absorbancias registradas: 0.140 y 0.137 respectivamente.

Solucién de iones hierro trivalente (10.000 y 5.000 mg-Fe/L). Muestras analizadas junto con la curva

7. Preparacion: Se pesaron 0.7164 g de sulfato férrico, Fe»(SO4)s, en 20 mL de agua destilada; de dicha
mezcla, se tomd 1 y 5 mL de solucion intermedia de 15 mg-N/L (preparacion descrita en el Anexo A)
y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente, para su analisis, se tomaron 0.5 y

0.25 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 y 475 mL de solucion de control de calidad
(0.75 mg-N/L). Absorbancias registradas: 0.385 y 0.563 respectivamente.

Solucidn de iones cromo hexavalente (1.000 y 0.500 mg-Cr/L). Muestras analizadas junto con la curva

7. Preparacion: Se pesaron 0.1269 g de dicromato de potasio (K2Cr.07) en 15 mL de agua destilada;
posteriormente, se toma 5 mL de la mezcla y se disuelve en 15 mL de agua de destilada; después, de
dicha mezcla (la mas diluida), se tom6 1 y 5 mL de solucién intermedia de 15 mg-N/L (preparacion
descrita en el Anexo A) y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente, para su

analisis, se tomaron 0.5 y 0.25 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 y 4.75 mL de solucién de

control de calidad (0.75 mg-N/L). Absorbancias registradas: 0.190 y 0.147 respectivamente.

Solucidn de iones manganeso heptavalente (2.000 y 1.000 mg-Mn/L). Muestras analizadas junto con

la curva 7. Preparacion: Se pesaron 0.1363 g de permanganato de potasio (KMnQ,4) en 20 mL de agua
destilada; de dicha mezcla, se tomé 1 y 5 mL de solucién intermedia de 15 mg-N/L (preparacion
descrita en el Anexo A) y se disolvieron en 100 mL de agua de mar artificial; finalmente, para su

analisis, se tomaron 0.5 y 0.25 mL de muestra y se mezclaron con 4.5 y 4.75 mL de solucién de

control de calidad (0.75 mg-N/L). Absorbancias registradas: 0.153 y 0.151 respectivamente.
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