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Hijo mio, si recibieres mis palabras,

Y mis mandatos guardares dentro de ti.

Entonces entenderés el temor de Jehova,

Y hallaras el conocimiento de Dios.

Porque Jehova da la sabiduria,

Y de su boca viene el conocimiento y la inteligencia.

Proverbios 2:1y Proverbios 2:5-6
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Resumen

En este trabajo se realiz6 una simplificacion de los kits comerciales Hanna (H193713-0) y
de Merck (1.14848) a microescala, ambos basados en los métodos del acido ascorbico para
determinar fosfatos en agua. El resultado de la valoracién corrobora la confiabilidad del
método a microescala, con la finalidad de que pueda utilizarse en cualquier laboratorio de
tratamiento de aguas como en el laboratorio de la asignatura de Tratamiento de Aguas en

esta Facultad.
Abstract

In this work, it was performed micro-volumen reduction of the Hanna (HI93713-0) and
Merck (1.14848) commercial kits, both based on ascorbic acid methods to determine
phosphates in water. The results of the validation corroborated the reliability of the
microscale method, so that it can be used in any laboratory of water and wastewater

analysis, in example, in the laboratory of the course Water Treatment at this Faculty.
Introduccion

En la actualidad muchos de los cuerpos de agua presentan excesos de nutrientes
principalmente nitrégeno y fésforo los cuales generan la eutrofizacion (proceso de deterioro
de la calidad del agua por exceso de nutrientes), ejerciendo grandes impactos ambientales,
sanitarios y economicos a nivel regional (Ledesma, 2013). Entre ellos se encuentran la
relacién causa y efecto entre el consumo de aguas fosfatadas y el aumento de casos de
cancer y enfermedades neurodegenerativas, ademas de dafio renal y osteoporosis (Bolafios,
2017). Por ello es necesario mantener valores bajos de fosfatos en el agua menores a 0.025
mg/L de acuerdo con el diario oficial de la federacién (DOF, 2001), ademas de prevenir la
formacion de acido fosférico para los procesos de produccion, como son la industria
alimenticia y la farmacéutica, lo cual contribuye al deterioro de las tuberias y/o alterar el

producto final.

El uso de microorganismos inmovilizadores en diferentes soportes para la remedicion
biologica de aguas en la eliminacion de contaminantes, principalmente fosforo y nitrégeno

es una técnica ampliamente utilizada en el tratamiento de aguas residuales, por lo que medir



el nivel de fosfatos a lo largo de la operacién de los reactores bioldgicos, permite evaluar la

eficiencia de los mismo.
Justificacion

Con la finalidad de reducir tanto los costos de analisis, asi como los residuos del laboratorio
se propuso la reduccién a microescala de los kits comerciales Hanna (H193713-0) y Merck
(1.14848), para la cuantificacion de fosfatos. Una vez obtenidos los resultados se calcularon
los pardmetros estadisticos adecuados de acuerdo con el Centro Nacional de Metrologia
(2005) y el Colegio de Quimicos Farmaco Bidlogos de México (Colegio de QFB’s de
México) (2016), para realizar la validacion de ambos métodos y asi determinar si son

confiables para la realizacién de analisis rutinarios.

Objetivo general

+ Reducir el procedimiento de analisis de fosfatos en agua a microescala con base en
dos métodos espectrofotométricos y realizar parte de la validacién, con la finalidad

de determinar su confiabilidad para el analisis rutinario.

Objetivos particulares

+ Proponer la serie de estandares y sistemas adecuados a través de un analisis
estadistico con la finalidad de realizar la reduccion a microescala de los kits Hanna
y Merck.

+ Evaluar la linealidad, exactitud, precision, sesgo, sensibilidad y limite de deteccién
(LD) y limite de cuantificacion (LC), a través de la validacion del método, para las
adaptaciones a microescala propuestas.

+ Contribuir a la disminucién de los residuos generados en los laboratorios de
analisis de calidad del agua a través de aminorar los reactivos utilizados para no
generar tanta contaminacion con estos analisis.

+ Abatir los costos de cada prueba, con la implementacion del analisis a microescala,

para optimizar los recursos.



Hipotesis
+ Si el método a microescala cumple con los pardmetros necesarios de validacion,

entonces podra ser aplicado de forma confiable.



Capitulo 1. Antecedentes

Un contaminante se define como “la presencia en el aire, agua o suelo de sustancias o
formas de energias no deseables en concentraciones tales que puedan afectar el entorno”
(Dolores, 2011); sin embargo, hoy en dia este termino es muy amplio ya que va desde una

amplia serie de compuestos sintéticos hasta una abundancia de nutrientes naturales,

Una de las clasificaciones de los contaminantes constituye los siguientes dos grandes
grupos (Moriarty, 1990):

+ Los que afectan al medio fisico.

+ Los que son directamente téxicos a los organismos (seres vivos).
Ademas, los contaminantes pueden actuar al menos de tres formas diferentes (Kiely, 1999):

+ Se establecen y provocan la muerte de organismos.
+ Resultan muy téxicos y matan directamente a otros organismos.

+ Influyen indirectamente en los organismos.

Los contaminantes de interés en el presente proyecto son tanto los organicos en el agua, ya
que estos se descomponen en presencia de oxigeno mediante la actividad bacteriana,
liberando con ello nutrientes como los nitratos y los fosfatos (Kiely,1999), como los
inorgadnicos como fertilizacion y algunos productos farmacéuticos, pues ellos pueden

provocar la eutrofizacion en cuerpos de aguas receptoras de descargas contaminadas.



1.1 Eutrofizacién

La eutrofizacion es el proceso en el cual el agua es enriquecida con nutrientes, que permiten
el crecimiento de algas y plantas acuaticas, ejerciendo grandes impactos ambientales,
sanitarios y econémicos a escala regional (Barrientos, 2013). Existen diversos nutrientes

que ayudan al crecimiento de las plantas (Moreno,2010), éstos son;

+ los macronutrientes nitrégeno (N) y el fosforo (P)

% micronutrientes o también conocidos como oligoelementos.

Estas son sustancias que pueden actuar como contaminantes si se encuentran en altas
concentraciones, ya que provocan el crecimiento desmedido de la flora, es decir si existen
grandes cantidades de nitrogeno y fosforo, el crecimiento vegetal aumenta de forma
anormal cubriendo la superficie e impidiendo el paso de la luz y la oxigenacion del cuerpo
de agua, en ocasiones la reduccion alarmante de la transparencia a la luz aumenta la
turbidez y se obscurece el agua, lo cual puede provocar la muerte de la vegetacion acuatica,

la cual se va al fondo donde se descompone en condiciones anaerobias (Moreno, 2010).
Hay algunos factores que influyen a la aceleracién de la eutrofizacion:

1.- Estado trofico (la relacion entre el estado de nutrientes y el crecimiento de la
materia organica que existe).

2.- Nutrientes en la masa de agua.

3.- Susceptibilidad a la temperatura y estratificacion del oxigeno.

Sin embargo existen otros como lo son (Mas, 2017)

1.- Clima
2.- Profundidad
3.- Caracteristicas del area de drenaje

4.- Geologia

e Estado troéfico.

Con el transcurso del tiempo la acumulacion de sedimentos en el fondo y la alta tasa de
evaporacion provocada por las plantas de la superficie, genera el desecamiento del lago y



su transformacion en pantano; éste es un proceso natural el cual es acelerado por la
presencia de nutrientes (Moreno, 2010) como lo muestra la Figura 1. Por la necesidad de
conocer el nivel trofico en los que se encuentran los cuerpos de agua, se crea el indice de
estado tréfico (TRIX), esté es un indice de variables multiples propuesto por Vollenwerder
en 1998 que continua vigente, el cual analiza la condicion ambiental y la estimacion de

grado de deterioro de los sistemas acuosos utilizando los criterios de la Tabla 1.

Eutrofizacao Artificial

Eutrofizacdao Natural

Qligotréfico

Oligotrofico

+

- efluentes urbanos

- efluentes industriais
« fertilizantes agricolas
+sedimentos

-

SECULOS
DECADAS

Figura 1. Estados Trdpicos en eutrofizacion natural y cultural (Miranda, 2018).

Algunas caracteristicas del agua en los estados troficos son (Nebel y Wright, 1999)
+ Caracteristicas del estado Oligotrofico

Agua clara

Baja concentracion de nutrientes
Actividad bioldgica minima
Concentracion de oxigeno adecuada

Mucha penetracion de luz



4+ Caracteristicas del estado Mesotréfico

Mayor concentracion de nutrientes
Aumento de la actividad bioldgica
Agua clara

Concentracion de oxigeno media

Penetracion de luz

+ Caracteristicas del estado Eutrofico

Concentracion excesiva de nutrientes
Explosion de actividad biologica

Agua turbia

Baja concentracion de oxigeno en profundidad

Poca penetracion de luz

+ Caracteristicas del estado Hipereutréfico
Concentracion altisima de nutrientes
Explosion de actividad biologica
Muy alta turbidez en el agua.
Muy baja concentracion de oxigeno en profundidad
Muy pobre penetracion de luz

En la Tabla 1 se pueden ver los valores limites para la clasificacion de distintas categorias
troficas establecidos por la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
(OCDE).



Tabla 1: Criterios de la OCDE para la clasificacion trofica.

Categoria tréfica Pt Clorofila (ug/L) Transparencia Ds (m)
(ng/L) Media Maxima | Media Minima
Ultraoligotroficos | < 4.0 <1.0 <25 6>12.0 >6.0
Oligotrdfico <10.0 <25 <8 >6.0 >3.0
Mesotrofico 10-35 25-8 | 80-25 6.0 - 3.0-15
3.0
Eutrdfico 35-100 | 25-75 | 25-175 3.0- 1.5-0.7
1.5
Hipertrofico > 100 > 75 > 75 <15 <0.7

Fuente: Miranda, 2018., P=fosforo total

e Nutrientes en el agua

Existen diferentes sustancias quimicas en los cuerpos del agua, pero estas varian

dependiendo de tanto de la posicion geografica, su origen, asi como del tipo de agua que

sea. Un claro ejemplo de esto se presenta en la Tabla 2,y en las figuras 2y 3.

Tabla 2. Quimica del agua en algunos manantiales de cuenca de Rio Duero Michoacén

(Garcia, 2016)”

N° | Muestra T pH | Conductividad | Nitratos | Oxigeno | Saturacién | Cloruros | Sulfatos | Magnesio | Potasio | Sodio

(°C) eléctrica (meg/L) | disuelto | de (meg/L) | (meg/L) | (meg/L) (meg/L) | (meg/L)

(mS/m) oxigeno
(%)

1 | Huecato 15.62 | 7.30 1.20 6.12 5.90 70.80 0.10 0.07 0.38 0.04 0.04
2 | Quitzizapicho | 17.00 | 7.30 1.31 4.90 6.85 84.60 0.11 0.07 0.45 0.06 0.45
3 | Ostakuaro 17.06 | 7.60 1.43 5.05 6.68 82.60 0.08 0.07 0.45 0.05 0.44
4 | Echorgaricho | 16.71 | 7.20 1.48 5.14 6.12 82.40 0.08 0.09 0.45 0.02 0.44
5 | Kuinio Chico | 20.98 | 6.80 1.93 6.74 4.49 75.10 0.18 0.22 0.90 0.03 0.54
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Segun estudios de Ferguson (1968), se considera al fésforo como el responsable principal
en la eutrofizacion en aguas de lagos y embalses, el cual proviene principalmente de las

aguas residuales domesticas y agricolas (Tabla 3).

Tabla3. Origen del nitrégeno vy fésforo en medio acuatico (Ferqudon, 1968).

Fuente Fosforo (10° kg/afio) Nitrogeno ( 106 de kg/afio)
Natural 245-711 1.035-4.210
Origen Antropogénico 686-1.015 3.990
Aguas residuales domésticas 387-446 1.330
Escurrimientos de zonas 19 200
urbanos
Tierras cultivadas 110-380 2.040
Zonas ganaderas 170 420
Total 931-1.726 5.020-8.200

Fuente: Ferguson, 1968.

La clasificacion del estado tréfico se puede dar por diferentes formas; una de ellas es por
los nutrientes que se encuentran en el agua; normalmente se basa en el nutriente que
representan, el factor limitante en la mayoria de los casos es el fosforo, criterio que sigue
vigente hasta nuestros dias (Janus y Vollrnweider, 1981). Otra forma de determinar el
estado trofico de un cuerpo de agua es basarse directamente en sus niveles de fosfatos tal
como muestra la figura 4, en donde se observa cdmo cambia al aumentar la cantidad de

fésforo el estado trofico hasta llegar a un estado hipertrofico.
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Figura 4. Distribucion probabilistica de las categorias troficas basado en la concentracion
de fésforo. Fuente: Moreno (2010).

e Susceptibilidad a la temperatura y estratificacion del oxigeno.

Es importante la temperatura en el proceso de eutrofizacion, ya que puede influir al
crecimiento tanto de plantas como de microrganismos; es decir, al estar a una temperatura
calida, tanto las plantas como los microrganismos tienden a estar en condiciones Optimas
para su reproduccion; mientras que, cuando se encuentran a temperaturas bajas, la

reproduccion de dichos organismos disminuye drasticamente (Moreno, 2010).

Cabe mencionar que, al haber mayor cantidad de plantas fotosintéticas, se crea una capa en
la superficie del agua que puede evitar que la luz pase hasta aquella que se encuentran en la
parte baja, por lo estds se descomponen y el oxigeno disuelto en el agua disminuye
notoriamente; esto es provocado por la actividad bacteriana aerobia, aunque se compensa

por la difusion del oxigeno de la superficie y de las zonas cercanas con mayor elevada
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concentracion de este gas. No obstante, este proceso es lento y cada que el nivel de oxigeno
desciende, se multiplican las bacterias anaerobias, capaces de oxidar compuestos organicos
sin presencia de oxigeno, dando como resultado productos finales como son; el hidrégeno,
el metano, el sulfuro y el amoniaco los cuales resultan toxicos para la mayoria de los
organismos superiores, esto puede causar la extincion de tanto flora como fauna (Kiely,
1999).

Por otra parte, las principales causas de la eutrofizacion segun Moreno F. J., Quintero M. y

A. Lopez C. (2010), son las siguientes:

+ La descarga de aguas residuales, ya que al ser ricas en nutrientes contribuyen al

cambio tréfico del cuerpo de agua receptor.

+ El uso excesivo de fertilizantes que genera una contaminacién del agua
fundamentalmente mediante el aporte de nitrégeno (en forma de sales de nitrato y

amonio) y fosforo (como fosfato).

+ La deforestacion y la erosién en suelos agricolas; esto influye en la carga de
nutrientes, ya que los escurrimientos lava la capa fértil al pasar por una tierra que no

tiene proteccion, llevandose consigo los nutrientes de la misma.

+ La presencia de gases ambientales tales como éxidos de nitrégeno (NOx) y 6éxidos
de azufre (SOx), ya que, forman los iones (NO3’) e ion (SO42), al entrar al contacto
con el agua atmosférica; Dicho iones forman sales solubles al alcanzar el suelo y
reaccionar con los cationes del mismo, generando un empobrecimiento de dichos
iones; dichas sales son volcadas facilmente en los cuerpos de aguas, dando lugar a

un proceso de eutrofizacion.
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e Alcalinidad

Los lagos eutréficos que son ricos en materia organica poseen valores de pHs bajos, (aguas
acidas). Segun el grado de eutrofizacién que tengan de 3.3 a 4.5 en aguas turbias o

pantanos, pueden presentar efectos letales a pHs menores a 4.5 o superiores a 9.5.

El pH de las aguas naturales se debe a las caracteristicas de los suelos que atraviesan. Las
aguas calcareas tienen un pH elevado, las que discurren por terrenos pobres en caliza o
silicatos tienen un pH proximo a 7 o inferior, y las aguas de ciertas regiones volcanicas
suelen ser acidas; sin embargo, el pH en las aguas contaminadas disminuye con la

formacién de acido fosférico (Moreta, 2008).

Para determinar las especies que predominan en estas aguas Se usa COMO apoyo un
diagrama de distribucion de especies, el cual indica que a pH de 5 la especie formada es
H2PO4 (Figura 5).

DIAGRAMA H3;PO4/H,PO, THPO, > IPO,*

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

pH

Figura 5. Diagrama de prediccion de especies del PO,, valores de pH a 25°C (Zarate.2010)

13



1.1.1 Fosforoen el agua.

El fosforo puede usarse para determinar la categoria tréfica de un cuerpo de agua, asi
mismo para determinar el grado de eutrofizacion. Este elemento se encuentra presente en el
agua principalmente como fosfatos en el agua, los cuales pueden clasificarse de la siguiente

forma:

+ Ortofosfatos
+ Fosfatos condesados (piro, meta y polifosfatos)
+ Fosfatos organicos

La forma maés sencilla en la que se encuentran los fosfatos en el agua son los ortofosfatos,
éstos se representan como PO;~. Mientras de los Pirofosfatos (P,077), son el primer
miembro de la cadena de polifosfatos y se producen por la condensacién de los anteriores,

mediante la siguiente reaccion:
2P03~ 4+ H,0 — P,05 + 2HO~

Los polifosfatos pueden disminuir la concentracion de equilibrio del calcio y evitar la
precipitacion de carbonato de calcio en tuberias; esta habilidad es utilizada en varios
detergentes para evitar precipitados que afectan en su mecanismo de limpieza (Orozco,
Pérez, Nieves, 2003).

Entre las fuentes de fosforo se tiene:

+ Orina.

+ Detergentes.

+ Fertilizantes.

+ Aditivos para el tratamiento de aguas potables.
+ Medicamentos.

Como el fésforo puede estimular el crecimiento de algas fotosintéticas causando
posteriormente la eutrofizacion es importante la reduccion del fosfato total en aguas
residuales urbanas a 2 mg POs*/L, éste se puede eliminar a través de una precipitacion

quimica a partir de la adicién de sales metélicas entre ellos el cloruro férrico. (Krely, 1999).
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1.1.2 Meétodos convencionales para la cuantificacion de fosfatos

Por lo visto con anterioridad es importante la cuantificacion de fosfatos en el agua, por lo
que, en ciertas ocasiones, es necesario la utilizacion de un filtro de membrana de 0.45um
didmetro de poro medio, ya que permite la separacion de los fosfatos disueltos y los
suspendidos, ya que la turbidez del agua afecta a la medicién de los fosfatos disueltos. Los

fosfatos suspendidos por lo general se obtienen por diferencia. (DOF, 2001).

Para la determinacion de fosfato existen diferentes métodos, los cuales se agrupan en 2
pasos, (DOF, 2001):

a) Proceso digestivo para la liberacion de fosfatos.

b) Determinacion colorimétrica de fosfatos.

Estos consisten en la formacion quimica de un complejo, el cual permite a través de su

color medir la absorbancia y con ella obtener la concentracion.

Para los procesos donde no existen sélidos suspendidos en el agua no es necesario una pre-
digestion u oxidacion, ya que esa solo se da, si existe materia organica en grandes
cantidades en el agua. Para la seleccion del método empleado se toma como base la
concentracion de fosfatos que se vaya a medir, por ejemplo, los se indica en la Tabla 4:

Tabla4. Métodos de cuantificacién de fosfatos

Rango ( mgP/L) Método
1-20 Método del &cido vanadomolibdofosforico
0.01- 20 Meétodo de cloruro estafioso
0.01-6 Método de &cido ascorbico

Basada en Clescerl, Greenber, Eaton, (1992).
e Maétodo del acido vanadomolibdofosforico

Basados en el diario oficial de la federacion (DOF, 2001), se requiere preparar una curva de
calibracion entre los intervalos 1 a 20 mg POs*/L con un minimo de 4 puntos ademas del
valor cero, por lo que se preparan soluciones estandar en las cuales hay 1-2 mg/L de

diferencia entre una y otra.
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Preparacion de soluciones

e Disolucion de acido clorhidrico (1:1), agregar 100 mL de acido concentrado a
100 mL de agua lentamente.

e Disolucion de heptamolibdato de amonio. Pesar 25 g de heptamolibdato de
amonio y disolver en 300 mL de agua.

e Disolucion de cloruro estafioso. Pesar 1.25 g de metavanadato de amonio y diluir
en 300 mL de agua, calentar hasta temperatura de ebullicion; enfriar y afiadir 330

mL de acido clorhidrico concentrado; dejar enfriar a temperatura ambiente.
Procedimiento:

1. A 100 mL de muestra de una concentracion no mayor a 20 ug de P, libre de color y
de turbidez, agregar una gota de fenolftaleina, si ésta presenta un color rosado
neutralizar con una disolucion de acido fuerte.

2. Adicionar 4 mL de disolucion de heptamolibdato de amonio tetrahidrolizado y 0.5 mL
(10 gotas) de disolucion de cloruro estafioso a temperatura ambiente y agitar
fuertemente.

3. Después de 10 minutos de haber desarrollado el color, medir, mantener el mismo
tiempo de medicidn durante toda la experimentacion utilizando un espectrofotémetro

a 690 nm, utilizar como blanco agua.
Reaccion:

(P03)3™ + (VO3)™ + 11(M00,)?™ + 22H* & P(VM0,,0,,)%" + 11H,0

e Método de cloruro estafioso

El método estd basados en el Diario Oficial de la Federacion (DOF, 2001) y el Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (Clescerl, 1992)

Procedimiento:
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Medir el pH de la muestra, si éste es mayor a 10 adicionar una gota de fenolftaleina a
50mL de la muestra y después eliminar el color rosa con una disolucion de acido
clorhidrido (1:1), antes de diluir a 100 mL.

Remover el color de la muestra con 20 mg de carbon activado a una muestra de 50 mL
en un matraz Erlenmeyer y agitar por 5 minutos, se filtra para remover el carbon
activado.

Tomar una alicuota que contenga de 0.5 a 1,0 mg de fésforo en un matraz volumétrico
de 50 mL, afadir 10mL de la disolucién reactivo vanado-molibdato y diluir hasta la
marca de agua.

Después de 10 minutos, medir la absorbancia; es importante mantener el mismo
tiempo para todas las muestras en un espectrofotometro a una longitud de onda fija
entre 400 y 490 nm.

Reaccioén:

H3PO, + 12(NH,),M00, + 21H* & (NH,)3PO, - M0oO3 + 21NH,+ + 12H,0

e Meétodo del acido ascorhico

Con base en lo descrito en el libro “Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater” (Clescerl, Greenber, Eaton, 1992), este método consiste en que el molibdato

de amonio y el tartrato de antimonio de potasio reaccionan a azul de molibdeno

intensamente coloreado por acido ascorbico. Se debe preparar una curva de calibracion de 5

puntos por lo menos.

Preparaciéon de soluciones:

1.

Solucion de acido sulfarico a 5N: diluir 70 mL de H2SO4 concentrado en 500 mL agua
destilada.

Solucién de tartrato de amonio de potasio: disolver 1.3715 g de K
(SbO)C4sHeOs-1/2H0 en 400 mL de agua destilada y aforar a 500 mL.

Solucién de molibdato de amonio: disolver 20 g de (NH4)6M07024:4H20 en 500 mL.

de agua destilada almacenar en botella de vidrio con tapa.
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6.

Solucién de acido ascérbico 0.1 M disolver 1.76 g. de acido ascorbico en 100 mL de
agua destilada, la solucion es estable durante una semana a 4°C.

Reactivo combinado, mezcle los reactivos anteriores en las siguientes proporciones
para 100 mL de reactivo combinado: 50 mL de H2SO4 5N, 5 ml de solucion de tartrato
de amonio de potasio, 15 mL solucién de molibdato de amonio y 30 mL de solucion
de &cido ascérbico. Mezclar después de adicionar de cada uno del reactivo. Deje que
todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de mezclar; si se forma
turbidez en la mezcla deje reposar unos minutos hasta que la turbidez desaparezca;
ésta es estable por 4 horas.

Solucién estandar de fosfatos: Prepara una solucion de 2.5 pg P/L

Procedimiento:

Pipetear 50 mL de muestra en un tubo de ensayo limpio y seco. Afiadir 0.05 mL (1
gota) de fenolftaleina si ésta se pinta de color rojo, adicionar gota a gota una solucion
de H2SO4 en una concentracion de 5 N.

Afadir 8 mL del reactivo combinado y mezclar.

Después de 10 minutos, tomar la medicién a una longitud de onda de 880 nm usando

agua como blanco. Hacer esto con todas las muestras.

1.2 Kits quimicos comerciales

La palabra kit se define como: conjunto de piezas separadas que conforman un todo, que se

comercializa con un adjunto para el montaje. (Gran diccionario de la lengua espafiola,
2016).

Por tanto, los Kits quimicos comerciales son un conjunto de elementos necesarios para

realizar una prueba quimica en concreto, los cuales se caracterizan por tener los reactivos

quimicos necesarios, ademas de un instructivo de uso, facilitando la prueba de laboratorio

ya que estos estan estandarizados.
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1.3 Microescala

El andlisis a microescala estd basado en la utilizacion de aparatos e instrumentos de
medicion disefiados y construidos especificamente para este propdsito (Baeza, 2006); este
andlisis consiste en la utilizacion de cantidades muy pequefias; disolventes entre 100 uL a 5
mL y reactivos de 0.005 g a 0.5 g, (Miranda, 2010). Las técnicas a microescala son
utilizadas principalmente en quimica sintética organica, quimica general, quimica sintética

inorganica y quimica analitica.

Uno de los puntos més importantes a considerar para el trabajo a microescala es la
exactitud y esta depende del uso de la balanza analitica, el material volumétrico y de las
sustancias. Por otra parte, tanto la sensibilidad como la selectividad dependen de los

sistemas quimicos empleados y sus adecuaciones a microescala.

1.3.1 Importanciay métodos empleados

La importancia del andlisis a microescala radica en las ventajas que este tiene; a

continuacion se mencionan las mas importantes:

e Reducir los costos de cada experimento.

e Posibilitar el aumento del nimero y repertorio de experimentos con un mismo
presupuesto.

e Mejora la seguridad dentro del laboratorio.

e Minimizar el espacio de almacenamiento.

e Minimizar la cantidad de desechos.

e Promover el principio de las 8 R: Reevaluar, Reestructurar, Redistribuir,

Relocalizar, Reducir, Reutilizar, Recuperar, Reciclar.

Las técnicas de microescala son ensefiadas a estudiantes de preparatoria y universidad, en
donde los principales temas tratados por la quimica analitica son las microtitulaciones
acido-base, aunque también se utilizan métodos fisicoquimicos de analisis, como lo son: la

cromatografia de gases y liquidos, espectrofotometria, etc.
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1.4 Espectrofotometria

La espectrofotometria UV-visible es un método fisicoquimico y analitico con la cual se
puede obtener la concentracion de un compuesto en solucidn, esta basada en los fenémenos

de absorcion y de trasmision.

El primero consiste en la absorcion de energia luminosa y el almacenamiento en las
moléculas como energia interna, mientras que el fendmeno de trasmision es cuando la

energia es liberada como energia luminosa.

Cabe destacar que en el rango de la luz visible se absorben distintos colores de acuerdo a la

longitud de onda, por lo que se refleja el color complementario Tabla 5.

Tabla 5. Colores que reflejan en distintas longitudes de onda

Longitud de onda | Color de luz que se absorbe | Color de luz que refleja (se
aproximada (hm) observa)

390- 435 Violeta Amarillo verdoso

435-490 Azul Amarillo

490-580 Verde Rojo

580-595 Amarillo Azul

595-650 Naranja Azul verdoso

650-780 Rojo Verde azulado

Fuente: Miranda, 2010

Cabe mencionar que la fuente de radiacion que se utilizo, fue una lampara de tungsteno,

ademas que se trabajo en el area de luz visible debido a la formacion del complejo colorido.
1.5 Validacion de un método analitico

Es necesario recordar que un método analitico debe validarse, por lo cual hay que
clasificarlo adecuadamente, por lo que, de acuerdo con el Colegio de Nacional de QFB
(2016). EI método empleado es fisicoquimico, ya que se tiene una respuesta fisica
(absorcidn de luz), ademas de que la reaccion se acompleja. Esto nos permite verificar que
sus parametros de desempefio son adecuados para el uso en un problema analitico

especifico.
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En funcion de la aplicacién analitica de un método, se identifican los parametros que se

deben estudiar como se muestran en la Tabla 6:

Con base en la Tabla 6 se determin6 que los parametros a estudiar seran los enlistados en

los siguientes marcadores:

Tabla 6. Parametro de desempeno.

Parametro de Contenido/ Pruebas de impurezas Identificacion
desempefio potencia/ Contenido/ Limite
valoracion Valoracion
Precision /educabilidad Si Si Si *
del sistema
Linealidad del sistema Si Si No No
Especificidad Si Si Si Si
(selectividad)
Exactitud y Si Si No No
respetabilidad
Linealidad del método Si Si No No
Precision del método Si Si No No
Estabilidad analitica de * * No No
la muestra
Limite de deteccion No No Si No
Limite de No Si No No
cuantificacion
Robustez * * No No
Tolerancia * * No No

Fuente: Colegio de QFB, 2016.
Nota:

*Puede ser requerido, depende de la naturaleza del metodo.




e Linealidad del sistema:

Es la capacidad del método de analisis para brindar resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion del analito en la muestra (Hernandez, 2019). Este
consiste en realizar por triplicado una curva de calibracion con 5 concentraciones diferentes
de solucién de referencia, ya sea por diferencia de pesos (pesadas independientes) o por
dilucion, se mide la repuesta analitica bajo las mismas condiciones de trabajo y se obtienen:
la pendiente (b1), la ordenada al orden (bo), el coeficiente de determinacion (r?), el intervalo

de confianza para la pendiente (IC (B1)) y la ecuacion de la linea recta.

Donde debera de cumplir los siguientes criterios de aceptacion (Colegio Nacional de QFB,
2016):

r? >0.98

IC (B1),no debe incluir el cero

e Precision del sistema
Es el grado de dispersion que existe entre una serie de mediciones del analito. Este
parametro se calcula preparando una sextuplicado de soluciones de concentracion de
fosfatos conocida y que, sea aproximadamente el valor medio de la curva de calibracién del

sistema, para posteriormente calcular el coeficiente de variacion (C.V)

Donde debera de cumplir los criterios de aceptacion siguientes (Colegio Nacional de QFB,
2016)

CV <1.5 % para métodos fisicoquimicos
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e Linealidad del método:

Conociendo los componentes de la muestra se prepara un placebo analitico en este caso
utilizaremos agua del garrafén, a la que se le adicionara la cantidad del analito
correspondiente al 100 %. Se seleccionan 2 niveles superiores e inferiores de la cantidad de
fosfatos y se preparan en el placebo por triplicado. Se reporta una grafica que muestre la
cantidad recuperada de fosfatos contra la cantidad de fosfatos adicionada.

Los criterios de Aceptacion son (Colegio Nacional de QFB, 2016)
Cantidad adicionada vs cantidad recuperada
r? >0.98
El intervalo de confianza para la pendiente (IC (B1)), debe incluir la unidad
El intervalo de confianza para la ordena al origen (IC (o)), debe incluir el cero
El CV del porcentaje de recobro: No debe ser mayor de 3 %
Porcentaje de recobro

El intervalo de confianza para la media poblacional (IC (u)) debe incluir el 100 % o el
promedio aritmético porcentaje de recobro se incluya en el intervalo:
97 — 103 %

CV del porcentaje de recobro: Menor que el 3 %

e Precision del método:

Es el grado de dispersion que existe entre una serie de mediciones del analito. Este
parametro se puede determinar analizando por triplicado una muestra homogénea cuyo

contenido este en el intervalo de linealidad del método.
Criterios de aceptacion (Colegio Nacional de QFB, 2016).

CV <3%
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e Exactitud

Es el grado de concordancia entre el valor que es aceptado, ya sea como un valor real
convencional o un valor de referencia aceptado y el valor encontrado en la medicidn
(Hernandez, 2019). Este puede determinarse a través de la preparacion de un sextuplicado
de una muestra preparada con el placebo analitico se adiciona la cantidad del analito

correspondiente al 100 %, y se determina la cantidad recuperada del analito.
Criterios de aceptacion (Colegio Nacional de QFB, 2016):

El intervalo de confianza de la media poblacional (IC (n)) debe incluir el 100 % o el
promedio aritmético del porcentaje de recobro se incluya en el intervalo:
97 — 103 %

CV del porcentaje de recobro:

No mayor de 3 %

e Sensibilidad:

La sensibilidad nos permite observar la capacidad de respuesta instrumental frente a una

concentracion (Cafiez, 2015) y esta se define como la pendiente de la curva de calibracion

e Limite de deteccion

Es la menor cantidad del analito en una muestra que puede ser detectada. Para su
determinacion se preparan al menos 3 concentraciones de la sustancia de interés medida en
placebo o bien se utiliza toda la curva de calibracidn preparada en placebo y se calcular el

limite de deteccion a través de la ecuacion 1, (Colegio Nacional de QFB, 2016).

3.3 XSy/
LOD = —————=%

Criterios de aceptacion (Colegio Nacional de QFB, 2016)
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r? > 0.98
IC (B1),no debe incluir el cero

Limite de cuantificacion

Es la menor cantidad el analito en una muestra que puede ser determinada con una
adecuada precision y exactitud. Para su determinacion se preparan al menos 3
concentraciones de la sustancia de interés medida en placebo o bien se utiliza toda la curva
de calibracion preparada en placebo y se calcula el limite de cuantificacion a través de la
ecuacion 2. (Colegio Nacional de QFB, 2016).

10 X Sy,
LOQ= ——% (2)

Criterios de Aceptacién (Colegio Nacional de QFB, 2016).

r? >0.98

IC (B,),no debe incluir el cero
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Capitulo 2. Desarrollo experimental

2.1 Equipos, materiales, reactivos y medios de disolucion

En la Tabla 7 se presentan los equipos utilizados durante la experimentacion.

Tabla 7: Equipos de laboratorio utilizados

Equipo Especificacion
Balanza analitica Marca: Radwag
Modelo: -ASR 2
Espectrofotométrico VE-5600UV
Marca: Velab
UV-1601
Marca: Shimadzu
Digestor HI 839800

Marca: Hanna

En la Tabla 8 se presentan los materiales de laboratorio utilizados durante la

experimentacion, tanto a escala normal, asi como en la reduccién a microescala.

Tabla 8. Material de laboratorio.

Material Cantidad Capacidad

Tubos de ensayo 10 10 mL

Matraz aforado de 3 5mL
1 250 mL

Pipetas volumétricas 2 1mL

1 2mL

1 3mL

Pro-pipeta 1

Vasos de precipitado 1 10 mL
50 mL
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Envases de plastico

10

2mL

Celdas de plastico

5

7 mL

Finalmente, en la Tabla 9 se presentan los reactivos utilizados durante el trabajo

experimental.

Tabla 9. Reactivos utilizados durante experimentacion

Reactivo

Especificaciones

NaH>PO4-H>O

Peso molecular: 138.0
Pureza: 99.0 %

Kit Hanna

Sobre de 0.18 g

Kit Merck

Reactivo fosfatos 1(acido sulfarico)

Reactivo fosfatos 2

Agua tridestilada

Conductividad (uS/cm a 25°C) 0.25
Resistividad (MO/cm a 25°C) 4

Agua del garrafén

E-pura
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2.3. Metodologia empleada en los kits (Hanna y Merck) para el analisis de fosfatos en

agua

En estos dos kits comerciales, aunque no explican con detalle el tipo de reaccion que se
lleva a cabo para la determinacion de los fosfatos, especifican que se basan en el método
del acido ascorbico. Por lo anterior se considera que como primer paso se lleve a cabo la
reaccion de los fosfatos con molibdato en solucion &cida, que forma un complejo

fosfomolibdato de color amarillo, (Reaccién 1).
12M003; + H,PO; — (Hy;PM015040)" ... ... (Reaccion 1)

El complejo de fosfomolibdato puede ser reducido enseguida por el acido ascorbico,

causando las caracteristicas especies del azul de molibdeno, Reaccion 2.
(HyPMo(VI)13040)~ + CsHgOg — (HyPMo(VI)1gM0o(V)3040)%>~ + CsHgOg ... ... (Reaccion 2)

Varias estructuras para la especie azul de molibdeno se han sugerido en la literatura, entre
las més probables se encuentran: HMo0O; (a pH = 4.58), M0,02~ (a pH =4.58) y Mo,05%;
(a pH= 4.30) debido el intervalo de PH (4-6) que se manejo (Killeffer, 1952 y Nagula,

2015); éste puede determinarse espectrofotométricamente.
2.3.1. Protocolo original del kit de Hanna.
Preparacién de la muestra:

Verificar que el material empleado este limpio, en caso de turbidez filtrar la
muestra, lavar las celdas inmediatamente después de utilizar ya que de lo contrario

se mancharan.
Técnica:

Afadir a 10 mL de la muestra un sobre del polvo contenido en el kit, agitar
vigorosamente por 2 minutos, esperar a que se estabilice durante 3 minutos,

inmediatamente después tomar la medicién.
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2.3.2. Protocolo original del kit de Merck.

Para emplear la metodologia de este kit es importante considerar los intervalos de medicion

propuestos en el kit Tabla 10. Ademas, emplear de manera correcta la técnica especificada.

Tablal0. Intervalos de medicién,

Paso optico de la celda

Intervalo de medida

Mm mg/L POs*, P mg/L POs* mg/L P,Os
50 0.010-1.000 0.03-3.07 0.02-2.29
20 0.03-2.5 0.09-7.67 0.07-5.73
10 0.05-5.00 0.2-15.3 0.11-11.46

Fuente: Merck (2013)

Preparacién de la muestra:

Enjuagar el material de vidrio solamente con detergentes exentos de fosfatos. En

otro caso dejarlo llenado con acido clorhidrico (aproximadamente al 10 %) durante

varias horas.

Analizar las muestras inmediatamente después de la toma de muestra.

Fosforo total puede determinarse después de la preparacion de la muestra con uno

de los reactivos provenientes del Kit.

Las muestras con mas de 5.00 mg/L de POs. deben diluirse con agua destilada antes

de la disgregacion.

El valor del pH debe encontrarse en el intervalo de 4-6. Si es necesario, ajuste con

acido sulfurico.

Filtrar las muestras turbias.
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Tabla 11. Técnica original para el kit Merck

Sustancia Cantidad Actividad
Muestra preparada (10- 5.0 mL Pipetear en un tubo de
35°C) ensayo
Reactivo POs-1 5 gotas Afadir y mezclar
Reactivo PO4-2 1 microcuchara azul rasa (en Afadir y agitar
tapa del frasco POs-2) vigorosamente hasta que el
reactivo se haya disuelto

completamente.

Nota: Dejar en reposo 5 minutos (tiempo de reaccion), luego introducir la muestra de

medicion en la celda y leer en el fotdbmetro

Los PO4-1y PO4-2 son los nombres que se les dan a los reactivos en el kit, como las
medidas que establece el kit no son muy confiables (Tabla 11), se realiz6 una

estandarizacion (Tabla 19).
Notas:

Se prepara un blanco para ajustar la curva de calibracion a cero con agua

tridestilada.
La muestra del blanco presenta un color amarillo.
Para la medicion fotométrica las celdas deben estar limpias.

La turbidez después de acabada la reaccion da como resultado valores falsamente

elevados.

El color de la solucion de medicidn permanece estable minimo 60 minutos después

de transcurrido el tiempo de reaccion antes indicado.
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2.3.3. Método para la adaptacion a microescala de los Kits

Con la finalidad de no alterar la estequiometria de la reaccion se propone reducir tanto la

cantidad, como los volimenes de los reactivos, asi como el medio de analisis (agua).
12M00O3 + H2PO4” — (H2PM012040)

En el caso del kit Hanna una décima parte y en el caso del kit Merck una quinta parte, como
lo indica la Tabla 12. Para determinar el peso que se utiliz6 del reactivo en polvo en los kits
se realizd el promedio del peso de 5 muestras del reactivo analisis original, dividiéndolo en

el caso de Merck en una quinta parte, y en el caso se Hanna en una décima parte.

Tabla 12: Reduccidn del anélisis mediante los kits de Hanna y Merck a microescala

Kits Método original Método estudio a microescala
Reactivo Reactivo Volumen de Reactivo Reactivo Volumen de
comercial liquido muestra comercial liquido muestra problema
del kit (g) (gotas) problema (mL) del kit (g) (gotas) (mL)

Hanna 0.18 - 10 0.018 - 1
Merck 0.11 5 5 0.022 1 1

2.4. Procedimiento experimental

Para la validacion del método lo primero que se realizd fue la seleccion de la longitud de
onda éptima, la cual se obtuvo a través de la medicion del espectro de adsorcién en el
intervalo de 400-800 nm de longitud de onda, ya que se trabajé en la zona de luz visible.

2.4.1. Linealidad del sistema

La medicion de 5 niveles de concentracién se realizd por triplicado y se obtuvo su
coeficiente de determinacion (r?), de resultados mayores a 0.98 para su aceptacion. Cabe
destacar que para este procedimiento se utiliz6 agua tridestilada y se siguio la técnica
establecida en cada kit adaptado a microescala.

Preparacion de soluciones para la linealidad del sistema Hanna. Se prepara un stock en 250
mL de agua tridestilada, por lo que se realizo el calculo de la cantidad que se necesitaba
pesar de, para obtener una concentracion de 1.8 mg P03~ /L



1.8 mg P03~ 1 mmol PO;~ 138 mg R 100 mg R
ZOMI TR 02501 x I o0« Y Tra
94.97 mg PO;~ 1mmol PO; 9mg R,
% 19 Rga
1000mgRR4

= 0.00066 g

Donde Rra es reactivo analitico, y Re es reactivo puro.

Sin embargo, la cantidad pesada realmente fue de 0.00072 g de NaH2PO4 por lo que se
recalcula la concentracion

1000 mg Ry4 o 99 mg R, y 1 mmol PO;~ y 94.97 mg POy~
19 Rra 100 mgRgs 138 mgR, 1 mmol PO}~

0.00072 g Rps X

X = 1.9621mg PO} /L

0.250 L

Una vez obtenido el stock se prepara los sistemas presentados en la Tabla 13.

Tabla 13. Preparacion de diluciones para la curva de calibracion linealidad de Hanna

(NaH2POQO4)

Sistemas Sustancia de la Volumen de Volumen de Concentracion
alicuota alicuota (mL) aforo (mL) (mg PO4* /L)

A NaH2PO4 1 5 0.39242

B NaH2PO4 2 5 0.78484

C NaH2PO4 3 5 1.17726

D NaH2PO4 4 5 1.56968

E NaH2PO4 5 5 1.96210

Preparacién de soluciones para la linealidad del sistema Merck. Se prepara un stock en 250
mL de agua tridestilada, por lo que se realizo el calculo de la cantidad que se necesitaba
pesar de NaH,PO, para obtener una concentracion de 20 mg P03~ /L.
20mg PO;~ « 0.250L X 1 mmol POE‘_ y 138 mg Rp_ y 100 mg Rgy
L 94.97 mg PO}~ 1mmol PO} 99mg R,
% 19 Rra
1000mgRz4

= 0.0073388 g

Donde Rra es reactivo analitico, y Re es reactivo puro.

Sin embargo, la cantidad pesada fue de 0.0074 g de NaH2PO4 por lo que se recalculo la
concentracion

1000 mg Rg4 y 9mgR, 1mmol PO}~ 9497 mg PO}~

0.00748 g Rp4 X x x
9 RA S T G Rea  100mgRp,  138mgR,  1mmol PO3-

X

— 3—
0250L 20.4mg PO;" /L
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Una vez obtenido el stock se preparan los sistemas presentados en la Tabla 14

Tablal4. Preparacion de diluciones para la curva de calibracion linealidad de Merck

con el primer stock (NaH2PO4)

Sistema Sustanciade la | Volumen de Volumen de Concentracion
alicuota alicuota (mL) aforo (mL) (mg PO+*/L)

1 NaH2PO4 1 10 2.04

2 NaH2PO4 1 5 4.08

3 NaH2PO4 2 5 8.16

4 NaH2PO4 3 5 12.24

5 NaH2PO4 4 5 16.32

6 NaH2PO4 10 10 20.40

Una vez obtenidas estas diluciones, se tomo el sistema 1 como segundo stock para preparar
los sistemas de diluciones presentados en la Tabla 15.

Tablalb. Preparacion de diluciones para la curva de calibracion linealidad de Merck

con el seqgundo stock (NaH2PO4)

Sistema Sustanciade la | Volumen de Volumen de Concentracion
alicuota alicuota (mL) aforo (mL) (mg PO4* /L)
6 NaH2POg4 10 10 2.0400

2.4.2. Precision del sistema

Para determinar la precision del sistema se realizd un sextuplicado de la concentracion

intermedia en la curva de calibracion del sistema para ambos Kits,

e Hanna

Se prepara un stock de PO4>
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mg PO~ 1 mmol PO;~ 138 mg R 100 mg R
2.0933 2L % 0.250L x t I N s 7
94.97 mg PO;,~ 1mmol PO; 99mg R,

19 Rgq

——Z R4 _ 0.0007
X Tooomg R, = 00076

Sin embargo, la cantidad pesada fue de 0.00075 g de NaH2PQOs por lo que se recalcul6
la concentracion:

1000 mg Rgy  99mgR, 1mmol PO;~ 9497 mg PO;~
X

0.00075 g Rpy X x
9 R T G Rps  100mgRp,  138mgR, . 1mmol PO}~

X

— 3—
oo = 2043 mg PO} /L

Se prepara una dilucion de 2:5 quedando

mg P03~ 3 5
2,043 ——— x < = 12266 mg PO}"/L

e Merck

Se preparo un stock de acuerdo con el calculo siguiente:

20mg PO, 1 mmol PO;~ 138 mg R 100mg R
S 02501 x L A R e M
L 94.97 mg PO; 1 mmol PO; 99 mg R,
19 Rra

x —9 R _ 00073388
1000mg Rz, g

La cantidad pesada fue de 0.0074 g de NaH2PO; por lo que se recalculd la
concentracion:

1000 mg Rg4 o 99 mg R, o 1 mmol PO;~ y 94.97 mg PO;~
1 g Rga 100 mgRgrs = 138 mgR, 1 mmol PO}~

0.00740 g Rpy X

X

— 3—
s5og] = 20-166 mg PO} /L

Se prepara una dilucion de 2:5 quedando:

mg P03~ 2 5
20166 ———— x = = 8.0666mg PO /L

Para Hanna se utilizd una concentracion de 1.2263 mg/L., mientras que para Merck se

utiliz6 una concentracion de 8.0666 mg/L, utilizando agua tridestilada para su preparacion
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2.4.3. Linealidad del método

Empleando agua de garrafon, la medicion se realizd por triplicado con 5 niveles de
concentracion, con la técnica descrita en cada kit; se trabajé para obtener la ecuacion de la
curva de calibracion del método.

e Preparacion de soluciones para la linealidad del método Hanna

Para calcular con concentraciones requeridas para llevar a cabo la curva de calibracion del
método utilizamos el mismo caculo hecho en el caso del stock en agua tridestilada con la
diferencia de que se utilizara agua del garrafon (E-pura).

Se debieron pesar 0.00066 g de NaH2PQs, sin embargo, lo que se peso en realidad fueron
0.00062 g de NaH2PO4 por lo que hay que recalcular la concentracion del stock.

1000mg Rgy  99mgR, 1mmol PO;~ 9497 mg PO;~

0.00062 g Rp4 X X X X
9 R S T G Res 100mgRp, . 138mgR, . Lmmol PO3-

X

— 3—
oo = 16896 mg POIT/L

Una vez obtenido el stock se prepara los sistemas presentados en la Tabla 16.

Tablal6. Preparacion de diluciones para la curva de calibracion del método de Hanna

(NaH2POa4).
Sistemas Sustancia de la Volumen de Volumen de Concentracion
alicuota alicuota (mL) aforo (mL) (mg POs* /L)
A2 NaH2PO4 1 5 0.33792
B2 NaH2PO4 2 5 0.67584
C2 NaH2PO4 3 5 1.01376
D2 NaH2PO4 1 5 1.35168
E2 NaH2PO4 5 5 1.68960

e Preparacion de soluciones para la linealidad del método Merck

Para calcular con concentraciones requeridas para llevar a cabo la curva de calibracion del
método utilizamos el mismo caculo hecho en el caso del stock en agua tridestilada con la
diferencia de que se utiliza agua del garrafon (E-pura).

Se debieron pesar 0.007338 g de NaH2PQOj4, sin embargo, lo que se peso en realidad fueron
0.00762 g de NaH2PO4 por lo que hubo que recalcular la concentracion del stock.
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1000 mg Ry4 y 99 mg R, o 1 mmol PO;~ N 9497 mg PO;~
19 Rga 100 mgRgs 138 mgR, 1 mmol PO}~

0.00762 g Rps X

X =20.76 mg PO} /L

0.250 L

Una vez obtenido el stock se preparo los sistemas presentados en la Tabla 17

Tabla 17. Preparacion de diluciones para la curva de calibracion del método de

Merck (NaH2POa).

Sistemas Sustancia de la Volumen de Volumen de Concentracion
alicuota alicuota (mL) aforo (mL) (mg POs* /L)

1 NaH2PO4 1 10 2.07

2 NaH2PO4 5 4.15

3 NaH2PO4 2 5 8.31

4 NaH2PO4 3 5 12.47

5 NaH2PO4 1 5 16.62

6 NaH2PO4 5 5 20.70

2.4.4. Precision del método

La medicion de concentracion intermedia en la curva de calibracion del sistema para ambos
Kits, se tomé por triplicado durante dos dias diferentes, para el kit Hanna se utilizd una
concentracion de 1.01 mg/L, mientras que para Merck se utilizé una concentracion de 8.31
mg/L, utilizando agua de garrafon para su preparacion.

2.4.5 Exactitud

Con los valores obtenidos durante la precision se calculan a traves de la ecuacion 6.

2.4.6 Sensibilidad

Se obtiene con los valores de las pendientes de las curvas de calibracion tanto para el
sistema como para el método.

2.4.7 Limite de deteccion

Lo podemos obtener con los valores obtenidos de las curvas de calibracion tanto para el
sistema, asi como para el método a partir de la ecuacion 1.
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2.4.8 Limite de cuantificacion

La podemos obtener con los valores obtenidos de las curvas de calibracion tanto para el
sistema, asi como para el método a partir de la ecuacion 2.
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Capitulo 3. Resultados y analisis

Lo primero que se reporta es el comportamiento del espectro del producto colorido (azul de
molibdeno) obtenido tras la aplicacién de los reactivos de ambos kits comerciales para

medir fosfatos en una misma muestra de agua a dos diferentes concentraciones.

La Figura 6 se puede observar como los espectros de ambos métodos son muy similares
entre si. Cabe mencionar que en ambos métodos se utiliz6 agua tridestilada, para Hanna de
utilizé una concentracion de 1.96 mg PO,*/L mientras que para Merck se us6 una
concentracion de 2.4 mg POs*/L. Se puede apreciar que la longitud de onda optima se

encuentra entre 711 a 712.5 nm, por lo cual se determing trabajar en 711 nm.

Espectro de absorcion

0.6
0.5

0.4

Hanna

0.2 Merck

0.1

400 450 500 550 600 650 700 750 800

A (long. de onda)

Figura 6. Espectro de adsorcion de POy, para ambos kits a 585 mm Hgy 20°C
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Determinacion de los pesos para la reduccion a microescala
e Hanna

En este caso el kit consta de un sobre el cual indica un peso de 0.18 g de reactivo en polvo,
para cerciorarnos de esto se realiz6 un muestreo del peso de 5 bolsas teniendo como

resultado:

Tabla 18. Pesos obtenidos en una bolsa del reactivo en polvo

N° de muestra Peso (g)
1 0.1729
2 0.1809
3 0.1780
4 0.1761
5 0.1728

Con estos resultados se obtuvo un promedio, su desviacion estandar y el porciento del

coeficiente de variacion, para determinar la relacion que existe entre ellos.

%X 01729 +0.1809 + 0.1780 + 0.1761 + 0.1728

X= =0.1761
n 5 g
S =0.00345
CV (%) = S x 100 = 0.00345 x 100 = 1.95%
YT X T 701761 T

Aunque segun el estudio que hicimos indica que hay diferencia significativa entre el peso
de las bolsas, por lo que se decidié tomar el peso establecido en ves del promedio siendo
0.18 g el peso del reactivo en polvo que se reducird una décima parte dando como resultado

0.018 g del peso propuesto para el método a microescala.
o Merck

Para el método original el kit nos dice que se ponga una cucharada del reactivo en polvo,
con la finalidad de poder reducir el procedimiento, se pesaron 5 cucharadas del reactivo en

polvo teniendo como resultado:
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Con estos resultados se obtuvo un promedio, su desviacion estandar y el porciento del

coeficiente de variacion, para determinar la relacion que existe entre ellos.

Tabla 19. Pesos obtenidos en una cucharada del reactivo en polvo

N° de muestra Peso (g)
1 0.11014
2 0.11616
3 0.11464
4 0.11528
5 0.11358

2 X _0.11014 + 0.11616 + 0.11464 + 0.11528 + 0.11358

X =
n 5

=0.1139% g

§=12333x10"3

CV (%) = S w100 = 2333 % 1077 % 100 = 2.04768%
¢ ~ 7 0.1139% - 0

Con los resultados obtenidos se establece que no existe diferencia significativa entre el
peso del reactivo en polvo proporcionada en una cucharada, por lo que se tomaron las cifras
significativas del promedio, siendo asi 0.11 g el peso necesario del reactivo en polvo para

realizar el analisis original.

Dicho valor fue reducido una quinta parte quedando 0.022 g como el valor del reactivo en

polvo propuesto para el método a microescala.

3.1 Linealidad del sistema

Es importante destacar que para evaluar la linealidad del sistema se preparé una solucién
stock con agua tridestilada tal como es descrito en la metodologia experimental.
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e Kit Hanna a microescala.

Tabla 20. Resultados experimentales para linealidad del sistema a partir del Kit de
Hanna a microescala

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3
Concentracion A Concentracion A Concentracion A
(mg POs%/L) (mg POs*/L) (mg PO+*/L)

0 0 0 0 0 0
0.39242 0.113 0.39242 0.124 0.39242 0.123
0.78484 0.214 0.78484 0.236 0.78484 0.230
1.17726 0.327 1.17726 0.333 1.17726 0.338
1.56968 0.442 1.56968 0.453 1.56968 0.455
1.96210 0.528 1.96210 0.552 1.9621 0.566

Se utiliz6 el programa Statgraphis Centurion XV1 para el analisis de los datos, para obtener
el modelo de regresion, con los resultados de la Tabla 20.

Abs sist = 0.00542857 + 0.279535*[P0O4] sist

0.6 7 ’ T ; T ? T T T T ¥ X T ’ ' T T ’ ' T ]

Abs sist

0 ’;.'::-.’:-.. L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1

0 0.4 0.8 1.2 1.6 2
[PO4] sist

Figura 7. Curva de calibracién del sistema Hanna a microescala
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Abs sist = 0.00352381 + 0.283176*[PO4] sist

T T T T T T T T T

N

=}
=}

a

|IIll|IIll|lllllllll[

Rediduo Estudentizado
o
| T T 171 | | L L | T 1T | T T [

-2

1 1 L 1 1 1 1 1 1

0.4 0.8 1.2 1.6
[PO4] sist

o
N

Figura 8. Diagrama de residuales del sistema Hanna a microescala

Es importante hacer un analisis estadistico para determinar si verdaderamente cumple con
la linealidad del sistema, para posteriormente comparar los resultados obtenidos con los
criterios de aceptacion, (Colegio Nacional de QBF, 2016).

Por otra parte, el diagrama de dispersién de los datos permite obtener una impresién sobre
el supuesto de linealidad y homocedasticidad, (la varianza de los errores es constante a lo
largo del tiempo), esto se aprecia en Figura 5. Ademas, al no tener residuales atipicos se
puede confirmar la impresion inicial y validar los supuestos de Normalidad e
Independencia, existentes entre los datos. Es decir, observamos que las muestras fueron
tomadas de forma aleatoria.

Aplicando los criterios de aceptacion ya antes mencionados, se pude decir que como r?
(0.997485) obtenido es mayor que r? (0.98) de aceptacion, y el IC (B1) no incluye el cero el
sistema es lineal.

El anélisis estadistico completo se puede ver en el Anexo 1.

e Kit Merck a microescala

En la Tabla 21 podemos ver los resultados obtenidos para la determinar la linealidad del
sistema para el kit Merck a microescala, Se utilizé el programa statgraphics centurion XVI
para el andlisis de los datos.
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Tabla 21. Resultados experimentales para linealidad del sistema a partir del kit de

Merck a microescala

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3
Concentracién A Concentracién A Concentracion A
(mg PO4*/L) (mg POs*/L) (mg PO4*/L)
0 0 0 0 0 0
0.81 0.014 0.81 0.011 0.81 0.012
0.16 0.02 0.16 0.018 0.16 0.016
0.24 0.068 0.24 0.052 0.24 0.072
1.22 0.165 1.22 0.157 1.22 0.164
2.04 0.328 2.04 0.36 2.04 0.287
4.08 0.691 4.08 0.643 4.08 0.673
8.16 1.415 8.16 1.416 8.16 1.423
12.24 2.051 12.24 1.961 12.24 2.018
16.32 2.428 0.01632 2.431 0.01632 2.374

En la Figura 9 podemos apreciar los intervalos de confianza y prediccion para los
resultados obtenidos en la Tabla 22. A través de un analisis ANOVA, con un 95% de
confianza y produccion, cabe mencionar que la concentracion esta en mg PO4%/L.

Abs = 0.018119 + 0.155052*[PO4]

25T T T T T T T T ]
2= o

15 |

7] B =
Q - i
< - ]
1 el

05 - 3

0 __ 1 1 " n 1 1 1 I__

0 3 6 9 12 15 18
[PO4]

Figura 9. Curva de calibracion del sistema Merck a microescala.

Al igual que en el caso del kit Hanna es importante hacer un analisis estadistico para
determinar si verdaderamente cumple con la linealidad del sistema, para posteriormente
comparar los resultados obtenidos con los criterios de aceptacién (Colegio Nacional de

QBF, 2016).
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La ecuacion de la curva de calibracion encontrada experimentalmente fue:

A =0.018119 + 0.155051 * [PO3 7] vvv evs ers e . (4)

Al igual que en el caso anterior se realizo el analisis de residuos lo cual se muestra en la
Figura 10. Se puede determinar que tiene una distribucion homogénea lo que nos indica que
las muestras fueron tomadas de manera aleatoria. Ademas de tener homoscedasticos y que
existe independencia entre los datos.

Grafico de Residuos
Abs = 0.018119 + 0.155052*[P0O4]
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Figura 10. Diagrama de residuales del sistema Merck a microescala.

Aplicando los criterios de aceptacion ya antes mencionados, se pude decir que como r?
obtenido (0.992827), es mayor que r? de aceptacion (0.98), y el IC (B1) no incluye el cero el
sistema es lineal.

El anélisis estadistico completo de los datos se puede ver en el Anexo 1.
3.2 Precision del sistema

Se prepararon las soluciones descritas en el apartado 2.4.2 del procedimiento experimental.
Con los resultados obtenidos experimentalmente se realizo la tabla 22. Se analizaron para
obtener la precision del sistema en ambos casos.

Tabla 22. Resultados obtenidos para la precision del sistema a microescala

45



A experimentales
1 2 3 4 5 6
Hanna 0.37 0.35 0.355 0.355 0.371 0.368
Merck 1.416 1.448 1.439 1.434 1.457 1.458

Con estos resultados se obtuvo un promedio, su desviacion estandar y el coeficiente de
variacion, para determinar la relacion que existe entre ellos (Tabla24).

e Kit Hanna a microescala

X _ 0.37 + 0.35+ 0.355 + 0.355 + 0.371 + 0.368
n 6

S$ =0.0091

0.0091
0.3615

X =

= 0.3615

S
CV (%) = %x 100 = X 100 = 2.5398 %

e Kit Merck a microescala

XX 1416+ 1448 +1.439 + 1.434 + 1.457 + 1.458

X = =1.442
n 6
S =0.0159
CV(‘V)—Exloo— ' 9><100—11o34<y
YT X T 1.442 - 0
Tabla 23. Calculo de propiedades estadisticas
Parametro Hanna Merck
Promedio 0.3615 1.442
Desviacion estandar (S) 0.0091 0.0159
Coeficiente de Variacién (C.V) 2.5398 1.1034

Aplicando los criterios de aceptacion para la linealidad del sistema nos damos cuenta que el
porcentaje del coeficiente de variacion del kit Hanna a microescala (2.5398) es mayor del
porcentaje del coeficiente de variacion de aceptacion (1.5), por lo que se determina que el
sistema no es preciso, mientas que para el kit Merck a microescala se puede decir que el
porcentaje del coeficiente de variacién obtenido (1.1034) es menor que el porcentaje del
coeficiente de aceptacion (1.5), por lo que el sistema Merck a microescala se considera
preciso.



3.3 Linealidad del método a microescala

Para llevar a cabo la linealidad del método se tiene que realizar una curva de calibracion,
con las soluciones de la Tabla 19 y 20, descrita como linealidad del sistema en ese apartado
(p.31) a través de una solucién stock. Utilizando la metodologia correspondiente para el Kit
de analisis. Cabe destacar que el placebo analitico que se utilizé fue agua de garrafon.

e Curva de calibracion del método de Hanna

Para determinar la linealidad del método se prepararon 5 niveles de concentracion creciente
de estandar de fosfatos como se describe en el apartado 2.4.3, los cuales se midieron por
triplicado obteniendo los resultados de la Tabla 24.

Tabla 24. Resultados experimentales para linealidad del sistema a partir del Kit de
Hanna a microescala

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3

Concentracion A Concentracion A Concentracion A
(mg PO4%/L) (mg POs*/L) (mg PO4*/L)

0.0000 0.000 0.00000 0.000 0.00000 0.000

0.33792 0.091 0.33792 0.092 0.33792 0.113

0.67584 0.195 0.67584 0.222 0.67584 0.222

1.01376 0.300 1.01376 0.321 1.01376 0.351

1.35168 0.437 1.35168 0.451 1.35168 0.468

1.68960 0.559 1.68960 0.540 1.68960 0.539

Para el andlisis de los resultados de la Tabla 25 se utiliz6 el programa statgraphics
centurion XVI, mostrados en la Figura 11. Es importante hacer un analisis estadistico para
determinar si verdaderamente se cumplié con la linealidad de la curva de calibracion y asi
poder establecer la ecuacion correspondiente, para poder calcular el porcentaje de recobro.

Siendo la ecuacion 5 la obtenida en el anélisis.

A =—0.00636508 + 0.329833 * [PO37] ee. cee ces e e o (5)
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Abs = -0.00636508 + 0.329833*[PO4]
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Figura 11. Curva de calibracion del método del kit Hanna a microescala.

Al igual gue en el caso anterior se realizo el analisis de residuos lo cual se muestra en la
Figura 12. Con podemos determinar que tiene una distribucion homogénea lo que nos
indica que las muestras fueron tomadas de manera aleatoria. Ademéas de ser
homocedasticos por lo que existe independencia entre los datos.

Aplicando los criterios de evaluacion ya antes mencionados se puede decir que, ya que el r?
(0.994328), es mayor que r? (0.98) y el IC (B1) no incluye el cero, el sistema es lineal.

Abs = -0.00636508 + 0.329833*[PO4]
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Figura 12. Diagrama de residuales de la Curva de calibracién del sistema Hanna a
microescala.

48



e Recobro del kit Hanna

Una vez obtenida la ecuacion de la curva de calibracion se despeja la concentracion de
fosfatos y se calcular (Tabla 25); a esta se le llama “concentracion de fosfatos recuperada”
y la grafico como funcion de la “concentracion de fosfatos adicionada” (ver Figura 9).
Ademaés se obtuvo el porcentaje de recobro, con la ecuacion 6.

.. (6)

[Fosfatos recuperadal
Recobro (%) = x 100

[Fosfatos adicionadal

Tabla 25. Resultados obtenidos de las soluciones para evaluar la linealidad del
método Hanna a microescala

Corridal | Concentracién | 0 0.34 0.68 1.01 1.35 1.69
Adicionada
(mg PO#®/L)

A 0 0.091 0.195 0.300 0.437 0.559

Concentracion | 0 0.29 0.61 0.93 1.35 1.71
recuperada
(mg PO%IL)

Recobro (%) 87.35 90.33 91.62 99.44 101.44

Corrida2 | Concentracién | 0 0.34 0.68 1.01 1.35 1.69
Adicionada
(mg PO#®/L)

A 0 0.092 0.222 0.321 0.451 0.54

Concentracion | 0 0.30 0.69 0.99 1.38 1.66
recuperada
(mg PO%IL)

Recobro (%) 88.25 102.44 97.90 | 102.58 98.04

Corrida3 | Concentracién | 0 0.34 0.68 1.01 1.35 1.69
Adicionada
(mg PO4®/L)

A 0 0.113 0.222 0.351 0.468 0.539

Concentracion | 0 0.36 0.69 1.08 1.44 1.65
recuperada
(mg PO%/L)

Recobro (%) 107.09 | 102.44 | 106.87 | 106.40 97.86

Tabla 27. Coeficientes estadisticos para el recobro linealidad del método Hana.

Promedio de recobro (%) 98.67
Desviacion estandar de recobro (%) 6.58
CV dé recobro (%) 6.67
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Por ello se grafico la concentracion de fosfatos adicionada vs la concentracion de fosfatos
recuperada. Figura 13.

[PO4] recuperada

Rediduo Estudentizado

[PO4] recuperada = -0.00336947 + 1.00272*[PO4] adicionada

1.8
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Figura 13. Recobro del método del kit Hanna a microescala.
N P 8 ]
] 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8

[POA4] adicionada

Figura 14. Diagrama de residuales del Recobro del método Hanna a microescala.

Gracias al analisis de los coeficientes estadisticos establecidos obtenidos en esta prueba
Tabla 28, en donde se observa que su intercepto (ordenada al origen) es muy cercana a
cero, mientras que su pendiente es practicamente de uno, esto nos indica que no existe una
diferencia significativa entre la concentracion de fosfatos adicionada y la recuperada.
Analisis completo se puede ver ANEXO 1.
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Tabla 28. Coeficientes estadisticos para la linealidad del método de Hanna

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto -0.00336947 0.0191936 -0.175552 0.8628
Pendiente 1.00272 0.0187601 53.4494 0.0000

Por lo que se puede establecer una relacion entre la concentracion de fosfatos adicionada y
la recuperada como se puede observar en la Figura 10, quedando de la siguiente manera:

[PO3 Jrecuperada = —0.00336947 + 1.00272 = [P0} ]adicionada ... ... .....(7)

Con los resultados obtenidos se pode aplicar los criterios de aceptacion (Colegio Nacional
QFB, 2016), y comprobar si el método de Hanna fue lineal o no.

Como el coeficiente de determinacion (r?) obtenido es 0.997211 y este fue mayor que el
coeficiente de determinacion (r?) que es de 0.98, el IC (B1) va de 0.9839599 a 1.0214801
por lo que incluye la unidad, mientras que el IC (Bo) va de -0.02256307 a 0.01582413 por
lo que incluye el cero, tal como se muestra en la tabla 30, se pude decir que es lineal tanto
por los residuales, como por el r?aunque su C. V sea mayor a 3%

e Curvade calibracion del método Merck

Para determinar la linealidad del método se realizando tres repeticiones con 5 niveles
distintos, de concentracion que se prepararon segun el apartado 2.4.3, los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 29.
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Tabla 29. Resultados experimentales para linealidad del método partir del kit de
Merck a microescala

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3
Concentracion A Concentracion A Concentracion A
(mg POs*/L) (mg POs*/L) (mg POs*/L)
0 0 0 0 0 0
2.04 0.355 2.04 0.503 2.04 0.29
4.08 0.761 4.08 0.731 4.08 0.737
8.16 1.487 8.16 1.528 8.16 1.552
12.24 2.067 12.24 2.044 12.24 2.046
16.62 2.893 16.62 2.839 16.62 2.865

Para el andlisis de los resultados de la Tabla 29 se utilizd el programa statgraphics
centurion XV1 en los cuales se aplico en un analisis ANOVA, con intervalos de confianza y
prediccion al 95%, puede verse el analisis completo ANEXO1, mostrados en la Figura 15.

Grafico del Modelo Ajustado
Abs = 0.0376851 + 0.170141*[PO4]
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Figura 15. Curva de calibracion del sistema Merck a microescala

Al igual que en el caso de Hanna es importante hacer un anélisis estadistico para determinar
si verdaderamente cumple con la linealidad en la curva de calibracion y asi poder establecer
la ecuacidn correspondiente, para poder calcular el porcentaje de recobro.

A =0.0376851 + 0.170141 * [PO37] e eev e evv e (8)
Coeficiente de correlacion (r)= 0.997894
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Coeficiente de determinacion (r?) = 0.995793

Al igual que en el caso anterior se realizo el analisis de residuos lo cual se muestra en la
Figural6. Con podemos determinar que tiene una distribucion homogénea lo que nos indica
que las muestras fueron tomadas de manera aleatoria. Ademas de ser homoscedéstico y que
existe independencia entre los datos.

Abs = 0.0376851 + 0.170141*[PO4]
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Figura 16. Diagrama de dispersion Curva de calibracion de Merck

Una vez determinada la ecuacion de la curva de calibracion del método se utiliza para
calcular la concentracion de fosfatos recuperada, para posteriormente graficarla con la
cantidad de fosfatos adiciona con ella calcular el Recobro y evaluar los criterios de
aceptacion de la misma forma que se hizo con el kit de Hanna.
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Recobro de Merck

Tabla 30. Resultados obtenidos la linealidad del método Merck a microescala

Corrida1l | Concentracion | 0.000 2.040 4.080 8.160 | 12.240 | 16.620
Adicionada
(mg PO4®/L)

A 0.000 0.355 0.761 1.487 | 2.067 | 2.893

Concentracion | 0.000 1.870 4.250 8.520 | 11.93 | 16.79
recuperara
(mg PO#3/L)

Recobro (%) 91.420 104.190 | 104.34 | 97.440 | 10.097

Corrida 2 | Concentracion | 0.000 2.040 4.080 8.16 | 12.24 | 16.62
Adicionada
(mg PO#®/L)

A 0.000 0.503 0.731 1.528 | 2.044 | 2.839

Concentracion | 0.000 2.73 4.07 8.16 | 12.24 | 16.46
recuperara
(mg PO#®/L)

Recobro (%) 134.06 99.87 107.34 | 96.34 | 99.06

Corrida 3 | Concentracion | 0.000 2.04 4.08 8.16 | 12.24 | 16.62
Adicionada
(mg PO#®/L)

A 0.000 0.29 0.737 1.552 | 2.046 | 2.865

Concentracion | 0.000 1.49 4.11 8.90 | 11.80 | 16.62
recuperara
(mg PO#®/L)

Recobro (%) 72.69 100.74 | 109.07 | 96.43 | 99.98

Se estim6 que la cantidad de fosfatos recuperados esta entre los intervalos de 101.00 +

12.94 de la concentracion total de fosfatos.

Tabla 31. Coeficientes estadisticos para el recobro linealidad del método del kit Merck

Promedio de recobro (%) 101.00
Desviacion estandar de recobro (%) 12.94
CV dé recobro (%) 12.801

Se grafico la concentracion de fosfatos adicionada vs la concentracion de fosfatos
recuperada de los datos de la Tabla 30, los cuales se apreciaran en la Figura 17.
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Grafico del Modelo Ajustado
[POA4] recuperada = 0.0920719 + 0.992126*[PO4] adicionada
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Figura 17. Linealidad del método del kit Merck a microescala
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A través del analisis de los coeficientes estadisticos establecidos obtenidos en esta prueba
Tabla 32, se nota que su intercepto (ordenada al origen) es muy cercano a cero, mientras
gue su pendiente es practicamente de uno Tabla 35; esto indica que no existe una diferencia
significativa entre la concentracion de fosfatos adicionada y la recuperada; (Pude apreciarse
el analisis completo en el Anexo 1).
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Tabla 32. Coeficientes estadisticos para la linealidad del método de Merck

Minimos Cuadrados | Estandar Estadistico
Parametro | Estimado Error T Valor-P
Intercepto | 0.0920719 0.143688 0.640775 0.5307
Pendiente | 0.992126 0.0155329 63.8724 0.0000

A través de la Tabla 35. Se establece la relacion que existe ente la concentracion de fosfatos
adicionada y la concentracion de fosfatos recuperada tal como lo muestra la Figura 14.
Quedando de la siguiente manera:

[PO; Jrecuperada = 0.0920719 + 0.992126 = [P0O; ]adicionada.... ... ... ..... (9)

Como el coeficiente de determinacion (r?) obtenido es 0.996093 y este es mayor que el
coeficiente de determinacion (r?) que es de 0.98, el IC (B1)) incluye la unidad, el IC (Bo))
incluye el cero se puede determinar que es un sistema lineal, aunque tenga el porcentaje del
coeficiente de variacion mayor 3 el cual solo nos indica la precision del sistema.

e Efecto de matriz

El efecto de matriz es un efecto indeterminado de las especies que rodean a la muestra,
cuando el efecto de una especie es determinado se conoce como interferencia (McNaught,
1997), para evaluar este efecto se hace la comparacion de dos curvas de calibracion; una
con un placebo analitico (agua de garrafon) y la otra con disolvente (agua tridestilada),
para ambos kits, si existe diferencia entre la sensibilidad de las curva se dice que existe
efecto de matriz, esto se vuelve evidente con la diferencia entre los valores de las
pendientes.

Efecto matriz Hanna

Al comparar las curvas de calibracion (Figura 19), podemos darnos cuenta como existe
diferencia entre las pendientes (Tabla 33), por lo que decimos que existe el efecto de
matriz, también nos damos cuenta que la pendiente del agua de garrafén es mayor que la
del agua tridestilada, esto se puede deber por las siguientes interferencias que se encuentra
en el agua; Ag*, AsOs*, Ca?*, Cd?*, CN-, Cr¥*, Cr,0+%, Cu?*, F, Fe®*, Hg?*, Mg?*, Mn?",
NH4*, Ni?*, NOz, Pb?*, SZ, SiOs?, SOs%, Zn?*, EDTA, Surfactantes, Na-acetato, NaCl,
Na>S0s, NaNO3z, (Programming Data for Spectrophotometer and Spectroquant®, 2017).
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Tabla 33. Comparacién de coeficientes para Hanna

Matriz Intercepto Pendiente
Garrafon -0.00636508 0.329833
tridestilada 0.00657692 0.278737
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La Figura 21 nos muestra la comparacion de las curvas de calibracion, y la Tabla 34 nos
muestra como las pendientes de ambas curvas son diferentes, también vemos que la



pendiente de la curva preparada en agua de garrafon es mayor y esto se puede deber a las
mismas interacciones descritas en la p. 46, el analisis completo puede verse en el Anexo 1.
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2.5

1.5

Tabla 34. Comparacion de coeficientes para Merck

Matriz Intercepto Pendiente
Garrafon 0.0377845 0.170114
Tridestilada 0.018119 0.155052
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Figura 22. Comparacion de residuales de agua tridestilada vs agua de garrafon para el kit

Merck.

En la figura 22, se puede comparar los residuales que existen en el sistema, en ambos casos
se puede decir que fueron tomados de forma aleatoria y que existe homocedasticidad las

curvas.
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3.4 Precision del método

Para determinar la precision de un método analitico se debe tomar una muestra analitica por
triplicado, dos dias diferentes, y hacer el andlisis para determinar si cumple o no con los
criterios de aceptacion ya antes mencionados.

En la tabla 35 se presentan los resultados experimentales obtenidos para ambos Kits.

Tabla 35. Resultados obtenidos para la precision del método

A experimentales
Muestra 1 2 3 1 2 3
Hanna 0.352 0.346 0.363 0.357 0.365 0.357
Merck 1.392 1.4 1.426 1.425 1.393 1.47

Tabla 36. Coeficientes estadisticos para la precision del método

Hanna Merck
Promedio 0.3566 1.4176
Desviacion estandar para la 0.0070 0.0298
precision del método
CV para la precision del 1.962 2.102
método (%)

En la Tabla 36, podemos notar que el porcentaje del coeficiente de variacion para Hanna
(1.962) y para Merck (2.102), aplicando los criterios de evaluacion podemos notar que
ambos kits cumplen al tener un porcentaje de variacion menor del 3 % establecido por el
colegio de QFB’s.

3.5. Exactitud

Podemos establecer la exactitud del método a través de los resultados obtenidos de
comparar como se aprecia en la Tabla 44 donde para Merck (96.85 % a 99.31%) y para
Hanna (79.86% a 83%), en donde podemos notar que para ambos kits a microescala el
Recobro no incluye el 100%, por lo que no son exactos.

3.6. Sensibilidad

La sensibilidad nos permite observar la capacidad de respuesta instrumental frente a una
concentracion (Frik, 1979), y es la pendiente de la curva de calibracion de cada uno de los
kits a microescala. La sensibilidad del kit Merck a microescala fue de 0.17114 L/mg PO.>
mientras que la sensibilidad del kit Hanna a microescala es de 0.329833L/mg PO4>. Por lo
que podemos darnos cuenta que el método de Hanna es mas sensible que el de Merck ya
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que su capacidad de respuesta es mayor, lo que confirma que esa pudiera ser la razon por la
que es recomendado para utilizarse en un rango bajo de concentraciones de fosfatos.

3.7. Limite de deteccion (LOD)

Para calcular el limite de deteccion utilizamos la ecuacion 1; los célculos pueden ver en el
Anexo 2, obteniendo los resultados de la Tabla 37:

Tabla 37. Limites de deteccion.

Método del kit Método del kit Merck
Hanna (mg/L) (mg/L)
LOD 0.15 1.45

3.8. Limite de cuantificacion (LOQ)

Para calcular el limite de deteccion utilizamos la ecuacién 2; los célculos pueden verse en
el Anexo 2, obteniendo los siguientes resultados Tabla 38:

Tabla 38. Limites de cuantificacion.

Método Hanna Método de Merck
(mg/L) (mg/L)
LOQ 0.46 4.40

En el caso del método del kit Hanna se obtuvo un LOD mas bajo y de igual manera un
limite de cuantificacion (LOQ) menor que el del kit Merck.

Por otra parte, tanto el limite de cuantificacion y deteccion e fueron calculados a partir de la
desviacion estandar de regresion de las curvas de calibracion (Syix), (Colegio Nacional de
QFB, 2016).

3.9. Comparacion entre los kits Hanna y Merck

Una vez establecidos tanto los limites deteccion y cuantificacién para determinar si hay
diferencia significativa entre ambos Kits se prepararon una serie de 5 mediciones para una
concentracion mayor que 1.45 mg PO+* /L ya que esta es la cantidad minima detectada por
el kit Merck y menor a 1.65 mg POs* /L ya que esta es la cantidad maxima de nuestra
curva de calibracion en el kit de Hanna por estas razones se trabajé a una concentracion de
1.57 mg PO+ /L; (Tabla 39).
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Tabla 39. Comparacioén entre los Kits Hanna y Merck

Absorbancia Concentracion recuperada
PO+* (mg/L)
Réplica Hanna Merck Hanna Merck
1 0.527 0.292 1.61 1.50
2 0.54 0.308 1.65 1.59
3 0.52 0.307 1.60 1.59
4 0.555 0.291 1.70 1.49

Se pudo comparar ambos resultados a través de un diagrama de caja con bigotes el cual es
un estudio no paramétrico que nos permite identificar si la diferencia es significativa entre
medias y varianzas; también se compar6 por una prueba de Fisher, el cual es un estudio

paramétrico que al igual que el anterior, permite saber si hay diferencia significativa entre
las medias para ambos Kits.

Hanna }7 + 4{

Tipo

Merck % . 4{

1.I4 1.|5 1.IE 1.|? 1.|8
Abs
Figura 23. Comparacion de los Kits a través de un estudio no paramétrico (caja con bigotes)

En la figura 23 se puede apreciar con claridad como, al no coincidir las cajas, se vuelve
evidente que si existe diferencia significativa entre las medias.
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1.65 — —

1.6 — = =

1.55 — | —

Abs

15— —

1.45 — —

14 — —
Hanna Merck
Tipo

Figura 24. Comparacion de los kits a través de un estudio paramétrico (Fisher).

A través de la Figura24, fue posible confirmar que, si existen diferencias significativas
entre las medias de ambos Kits; esto se puede ver en el Figura 21, ya a que no hay un
traslape ente los intervalos.



Conclusiones

*

- ¥+ ¥

Se validaron exitosamente los kits comerciales Hanna y Merck para su utilizacion a
microescala que la determinacion de fosfatos, lo cual nos beneficiara al reducir de
forma significativa el uso de reactivos, al disminuir el costo de anélisis y reduciendo
la generacion de residuos.

El kit de Hanna a microescala fue mas sensible, por lo que su limite de deteccion y
de cuantificacién menores a comparacion con el del kit Merck.

Es importante considera que el kit de Hanna solo se utiliza en un intervalo bajo de
concentraciones de fosfatos, pero posee una menor precision.

Ambos kits probaron se precisos.

Ninguno de los 2 kits probo ser exacto puesto que el Recobro obtenido para ambos
casos no incluyo el 100 %.

Considerando que las determinaciones de fosfatos en muestras reales se realizan en
cuerpos de agua de muy diferente composicion y a veces de naturaleza compleja. Se
pudo identificar que la composicion de la matriz donde se midieron los fosfatos
tiene una influencia significativa en su correcta determinacion por lo que se
necesitara hacer la curva de calibracion del sistema en particular.
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Anexo 1
Analisis ANOVA para la linealidad del sistema

Podemos establecer la linealidad del sistema a través del coeficiente de determinacion
estableciendo la curva de calibracidn, asi como un analisis estadistico ANOVA para
determinar si el modelo elegido es el adecuado.

e Sistema Hanna a microescala

Para determinar si la ordenada al origen (intercepto) es igual a cero se hace un analisis
estadistico tanto de t Studen, asi como de p de probabilidad.

Ho:bo =0
Hl:bO * 0

Pardmetros de aceptacion
Se acepta Ho si
texp < ltab
p > 0.05

Podemaos establecer el twh= 2.16 a través de la tabla t Studen, Anexo 3, tanto el texp como p
de probabilidad puede ver en la Tabla 41, al aplicar los criterios de aceptacidn tenemos que
la texp (1.30195) es menor a 2.16 y p (0.2114) es mayor que 0.05 por lo que se acepta la
hipétesis, y se puede decir que la ordenada al origen es igual a 0.

Del mismo modo que se utiliz6 para la ordenada al origen, aplica una prueba de hipdtesis
para la pendiente quedando de la siguiente manera:

Ho:b1 =0
Hl:bl 0

Pardmetros de aceptacion

Se acepta Ho si

texp < ttab
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p > 0.05

Podemos establecer el twp= 2.16 a través de la tabla t Studen, tanto el texp como p de
probabilidad puede ver en la Tabla 40, al aplicar los criterios de aceptacion tenemos que la
texp (79.6531) es mayor a 2.16 y p (0.0000) es menor que 0.05 por lo que se rechaza la

hipdtesis lo que implica que la pendiente es diferente de 0.

Tabla 40. Coeficiente estadistico para la linealidad del sistema de Hanna a microescala
Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.00542857 0.00416957 1.30195 0.2114
Pendiente 279.535 3.50941 79.6531 0.0000

Para la determinar si un modelo se ajusta 0 no es necesario hacer un ANOVA con falta de
ajuste, teniendo asi la siguiente prueba de hipotesis:

H,: Existe evidencia de que el modelo no se ajuste a los datos
H;: El modelo no se ajusta a los datos
Se acepta si
E,,>F

p > 0.05

Ponemos determinar el F; ., (F4°_'1°25 = 3.259) a través de los grados de libertad de la Tabla
41y la tabla de Fisher con un a=0.05, Anexo 3.

Se puede establecer que como F (0.89) es menor que F;r, Yy como P (0.5015) es mayor
que 0.05 se acepta la Ho por lo que se dice que el modelo se ajusta a los datos.

Tabla 41. ANOVA con carecia de ajuste para la linealidad del sistema de Hanna a microescala

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.631735 1 0.631735 6344.62 0.0000
Residuo 0.00159312 16 0.0000995702
Carencia de Ajuste 0.000363124 4 0.000090781 0.89 0.5015
Error Puro 0.00123 12 0.0001025
Total (Corr.) 0.633328 17
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e Sijstema Merck a microescala

Para determinar si la ordenada al origen (intercepto) es igual a cero se hace un anélisis
estadistico tanto de t Studen, asi como de p de probabilidad.

HO: bo ES 0
Hi:by #0
Pardmetros de aceptacion

Se acepta Ho si

texp < ttab
p > 0.05

Podemos establecer el tah= 2.16 a través de la tabla t Studen, Anexo 3, tanto el texp como p
de probabilidad puede ver en la Tabla 42, al aplicar los criterios de aceptacion tenemos que
la texp (1.02352) es menor a 2.16 y p (0.3148) es mayor que 0.05 por lo que se acepta la
hipotesis, y se puede decir que la ordenada al origen es igual a 0.

Del mismo modo que se utiliz6 para la ordenada al origen, aplica una prueba de hipdtesis
para la pendiente quedando de la siguiente manera:

Hy:b; =0
Hi:b; #0
Parametros de aceptacion
Se acepta Ho si
texp < ttan
p > 0.05

Podemos establecer el twp= 2.16 a través de la tabla t Studen, tanto el texy cOMo p de
probabilidad puede ver en la Tabla 42, al aplicar los criterios de aceptacion tenemos que la
texp (62.2516) es mayor a 2.16 y p (0.0000) es menor que 0.05 por lo que se rechaza la
hipotesis lo que implica que la pendiente es diferente de 0.

Tabla 42. Coeficiente estadistico para la linealidad del sistema de Merck a microescala

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.018119 0.0177026 1.02352 0.3148
Pendiente 155.052 2.49074 62.2516 0.0000
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Para la determinar si un modelo se ajusta 0 no es necesario hacer un ANOVA con falta de
ajuste, teniendo asi la siguiente prueba de hipdtesis:

H,: Existe evidencia de que el modelo no se ajuste a los datos
H;: El modelo no se ajusta a los datos
Se acepta si
E ., >F

p > 0.05

Ponemos determinar el Fs¢ . (Fg55 = 2.447)a través de los grados de libertad de la Tabla
43y la tabla de Fisher con un 0=0.05, Anexo 3.

Se puede establecer que como F (36.02) es mayor que Fy;,, y como P (0.000) es menor
que 0.05, Tabla 43, se dice que existe un modelo que se adecua mas a los datos, sin
embargo en la Tabla 44 el modelo de linealidad tiene un coeficiente de correlacion es de
0.9964 por lo que su coeficiente de determinacion es de 0.9928 mayor que el establecido en
la guia de QFB’, llegando a la conclusion de que aunque existe un modelo que se ajusta
mejor el modelo linear se pude utilizar ya que cumple con los criterios establecidos para la
linealidad.

Tabla 43. ANOVA con carecia de ajuste para la linealidad del sistema de Merck a microescala

Fuente Suma de Cuadrados Gl [Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 22.1162 1 22.1162 3875.26 0.0000
Residuo 0.159797 28 0.00570703
Carencia de Ajuste 0.149426 8 0.0186783 36.02 0.0000
Error Puro 0.0103707 20 0.000518533
Total (Corr.) 22.276 29

Tabla 45: Comparacion de modelos alternos para la linealidad del sistema de Merck a

microescala
Modelo Correlacion | R-Cuadrada
Raiz Cuadrada Doble 0.9977 99.54%
Lineal 0.9964 99.28%
Cuadrado Doble 0.9915 98.31%
Cuadrado de Y 0.9827 96.56%
Raiz Cuadrada deX 0.9739 94.85%
Raiz Cuadrada de Y 0.9594 92.05%
Cuadrado de X 0.9430 88.92%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X 0.9075 82.36%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X 0.8587 73.73%
Exponencial <sin ajuste>
Inversa de Y <sin ajuste>
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada- | <sin ajuste>
X
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Inversa-Y Raiz Cuadrada-X

<sin ajuste>

Logaritmo de X

<sin ajuste>

Raiz Cuadrada-Y Log-X

<sin ajuste>

Multiplicativa

<sin ajuste>

Inversa-Y Log-X

<sin ajuste>

Cuadrado-Y Log-X

<sin ajuste>

Inversa de X <sin ajuste>
Raiz Cuadrada-Y Inversa de X | <sin ajuste>
Curva S <sin ajuste>

Doble Inverso

<sin ajuste>

Cuadrado-Y Inversa de X

<sin ajuste>

Log-Y Cuadrado-X

<sin ajuste>

Inversa-Y Cuadrado-X

<sin ajuste>

Logistico

<sin ajuste>

Log probit

<sin ajuste>

Anédlisis ANOVA para la linealidad de la curva de calibracion del método

Podemos establecer la linealidad del sistema a través del coeficiente de determinacion
estableciendo la curva de calibracion, asi como un anélisis estadistico ANOVA para
determinar si el modelo elegido es el adecuado.

e Curva de calibracion Hanna a microescala

Para determinar si la ordenada al origen (intercepto) es igual a cero se hace un anélisis
estadistico tanto de t Studen, asi como de p de probabilidad.

HO: bo = 0
Hl: bO F* O
Pardmetros de aceptacion

Se acepta Ho si

texp < ttab
p > 0.05

Podemos establecer el tn=2.16 a través de la tabla t Studen, Anexo 3, tanto el tex, como p
de probabilidad puede ver en la Tabla 45, al aplicar los criterios de aceptacion tenemos que
la texp (-0.008983) es menor a 2.16 y p (0.3327) es mayor que 0.05 por lo que se acepta la
hipdtesis, y se puede decir que la ordenada al origen es igual a 0.

Del mismo modo que se utilizé para la ordenada al origen, aplica una prueba de hipotesis
para la pendiente quedando de la siguiente manera:
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Hy:by =0
Hi:b; #0
Parametros de aceptacion
Se acepta Ho si

texp < ttab

p > 0.05

Podemos establecer el twp= 2.16 a través de la tabla t Studen, tanto el texp cOMo p de
probabilidad puede ver en la Tabla 45, al aplicar los criterios de aceptacion tenemos que la
texp (52.9624) es mayor a 2.16 y p (0.0000) es menor que 0.05 por lo que se rechaza la
hip6tesis lo que implica que la pendiente es diferente de 0.

Tabla 45. Coeficiente estadistico para la curva de calibracién del método de Hanna a

microescala
Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto -0.00636508 0.00637156 -0.998983 0.3327
Pendiente 329.833 6.22768 52.9624 0.0000

Para la determinar si un modelo se ajusta 0 no es necesario hacer un ANOVA con falta de
ajuste, teniendo asi la siguiente prueba de hipétesis:

H,: Existe evidencia de que el modelo no se ajuste a los datos
H;: El modelo no se ajusta a los datos
Se acepta si
E:,, >F

p > 0.05

Ponemos determinar el F;7 (F£-1025 = 3.259)a través de los grados de libertad de la Tabla
46y la tabla de Fisher con un 0=0.05, Anexo 3.

Se puede establecer que como F (0.92) es menor que F;,, y como P (0.4822) es mayor

que 0.05 se acepta la Ho por lo que se dice que el modelo se ajusta a los datos.
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Tabla 46. ANOVA con carecia de ajuste para la curva de calibracién del método Hanna a microescala

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.652191 1 0.652191 2805.02 0.0000
Residuo 0.00372014 16 0.000232509
Carencia de Ajuste 0.000875473 4 0.000218868 0.92 0.4822
Error Puro 0.00284467 12 0.000237056
Total (Corr.) 0.655912 17

e Curva de calibracion Merck a microescala

Para determinar si la ordenada al origen (intercepto) es igual a cero se hace un analisis
estadistico tanto de t Studen, asi como de p de probabilidad.

Hy:by =0
Hi:by #0
Parametros de aceptacion
Se acepta Ho si
texp < ltab
p > 0.05

Podemos establecer el twh= 2.16 a través de la tabla t Studen, Anexo 3, tanto el texp como p
de probabilidad puede ver en la Tabla 47, al aplicar los criterios de aceptacién tenemos que
la texp (1.24494) es menor a 2.16 y p (0.2350) es mayor que 0.05 por lo que se acepta la
hipétesis, y se puede decir que la ordenada al origen es igual a 0.

Del mismo modo que se utilizé para la ordenada al origen, aplica una prueba de hipotesis
para la pendiente quedando de la siguiente manera:

Hy:b; =0
Hi:by #0
Parametros de aceptacion
Se acepta Ho si

texp < ttab

p > 0.05



Podemos establecer el twp= 2.16 a través de la tabla t Studen, tanto el texp cOmo p de
probabilidad puede ver en la Tabla 47, al aplicar los criterios de aceptacion tenemos que la
texp (38.6063) es mayor a 2.16 y p (0.0000) es menor que 0.05 por lo que se rechaza la
hipdtesis lo que implica que la pendiente es diferente de 0.

Tabla 47. Coeficiente estadistico para la curva de calibracién del método de Merck a

microescala
Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.0377845 0.0303503 1.24494 0.2351
Pendiente 170.114 4.40637 38.6063 0.0000

Para la determinar si un modelo se ajusta 0 no es necesario hacer un ANOVA con falta de
ajuste, teniendo asi la siguiente prueba de hipotesis:

H,: Existe evidencia de que el modelo no se ajuste a los datos
Hi: El modelo no se ajusta a los datos
Se acepta si
E,, >F

p > 0.05

Ponemos determinar el £y, ,,. (F3°_-1°05 = 3.708)a través de los grados de libertad de la Tabla
48y la tabla de Fisher con un 0=0.05, Anexo 3.

Tabla 48, ANOVA con carecia de ajuste para la curva de calibracién del método Merck a microescala

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 8.38199 1 8.38199 1490.44 0.0000
Residuo 0.0731097 13 0.00562382
Carencia de Ajuste 0.0462877 3 0.0154292 5.75 0.0150
Error Puro 0.026822 10 0.0026822
Total (Corr.) 8.4551 14

Se puede establecer que como F (5.75) es mayor que F; ., y como P (0.0150) es menor
que 0.05, Tabla 48, se dice que existe un modelo que se adecua mas a los datos, sin
embargo en la Tabla 49 el modelo de linealidad tiene un coeficiente de correlacion es de
0.9957 por lo que su coeficiente de determinacion es de 0.9914 mayor que el establecido en
la guia de QFB’, llegando a la conclusion de que aunque existe un modelo que se ajusta
mejor el modelo linear se pude utilizar ya que cumple con los criterios establecidos para la
linealidad.
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Tabla 49: Comparacion de modelos alternos para la curva de calibracién del método de Merck a

microescala

Modelo Correlacion | R-Cuadrada
Raiz Cuadrada Doble 0.9969 99.38%
Lineal 0.9957 99.14%
Cuadrado Doble 0.9940 98.80%
Cuadrado de Y 0.9788 95.81%
Raiz Cuadrada de X 0.9614 92.43%
Cuadrado de X 0.9433 88.98%
Raiz Cuadrada de Y 0.9400 88.36%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X 0.8737 76.33%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X 0.8246 67.99%

Exponencial <sin ajuste>

Inversa de Y <sin ajuste>

Logaritmico-Y Raiz Cuadrada- | <sin ajuste>
X

Inversa-Y Raiz Cuadrada-X

<sin ajuste>

Logaritmo de X

<sin ajuste>

Raiz Cuadrada-Y Log-X

<sin ajuste>

Multiplicativa

<sin ajuste>

Inversa-Y Log-X

<sin ajuste>

Cuadrado-Y Log-X

<sin ajuste>

Inversa de X <sin ajuste>
Raiz Cuadrada-Y Inversa de X | <sin ajuste>
Curva S <sin ajuste>

Doble Inverso

<sin ajuste>

Cuadrado-Y Inversa de X

<sin ajuste>

Log-Y Cuadrado-X

<sin ajuste>

Inversa-Y Cuadrado-X

<sin ajuste>

Logistico <sin ajuste>
Log probit <sin ajuste>

Anédlisis ANOVA para la linealidad del método

Podemos establecer la linealidad del sistema a través del coeficiente de determinacion
estableciendo la curva de calibracion, asi como un anlisis estadistico ANOVA para
determinar si el modelo elegido es el adecuado.

e Linealidad del método de Hanna a microescala

Para determinar si la ordenada al origen (intercepto) es igual a cero se hace un analisis
estadistico tanto de t Studen, asi como de probabilidad.

Ho:bo =0
Hl:bO 0
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Pardmetros de aceptacion

Se acepta Ho si

texp < ttab
p > 0.05

Podemos establecer el tah= 2.16 a través de la tabla t Studen, Anexo 3, tanto el texp como p
de probabilidad puede ver en la Tabla 50, al aplicar los criterios de aceptacion tenemos que
la texp (-1.87988) es menor a 2.16 y p (0.0785) es mayor que 0.05 por lo que se acepta la
hipotesis, y se puede decir que la ordenada al origen es igual a 0.

Del mismo modo que se utiliz6 para la ordenada al origen, aplica una prueba de hipdtesis
para la pendiente quedando de la siguiente manera:

Ho:b1 = O
Hl:bl * 0

Parametros de aceptacion

Se acepta Ho si

texp < ttab
p > 0.05

Podemos establecer el twn= 2.16 a través de la tabla t Studen, tanto el texp cOmo p de
probabilidad puede ver en la Tabla 50, al aplicar los criterios de aceptacion tenemos que la
texp (56.9033) es mayor a 2.16 y p (0.0000) es menor que 0.05 por lo que se rechaza la
hipétesis lo que implica que la pendiente es diferente de 0.

Tabla 50. Coeficiente estadistico para la linealidad del método de Hanna a microescala

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto -0.0000341203 0.0000181502 -1.87988 0.0785
Pendiente 1.00948 0.0177404 56.9033 0.0000

Para la determinar si un modelo se ajusta 0 no es necesario hacer un ANOVA con falta de
ajuste, teniendo asi la siguiente prueba de hipotesis:

H,: Existe evidencia de que no es el modelo
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H;: Es el modelo
Se acepta si
Eiy, >F

p > 0.05

Ponemos determinar el F5*,  (FP5 = 3.259)a través de los grados de libertad de la Tabla
51y la tabla de Fisher con un 0=0.05, Anexo 3.

Se puede establecer que como F (3237.99) es menor que F;;,, y como P (0.000) es mayor
que 0.05 se rechaza la Ho por lo que se dice que es el modelo.

Tabla 51: ANOVA con carecia de ajuste para la linealidad del método de Hanna a microescala
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.00000610923 1 0.00000610923 3237.99 0.0000
Residuo 3.01878E-8 16 1.88674E-9

Carencia de Ajuste 3.01878E-8 4 7.54695E-9
Error Puro 0 12 0
Total (Corr.) 0.00000613942 17

e Linealidad del método de Merck a microescala

Para determinar si la ordenada al origen (intercepto) es igual a cero se hace un analisis
estadistico tanto de t Studen, asi como de p de probabilidad.

Ho:bo =0
Hl:bO * 0

Parametros de aceptacion

Se acepta Ho si

texp < ttab
p > 0.05

Podemos establecer el tan= 2.16 a través de la tabla t Studen, Anexo 3, tanto el tex, como p
de probabilidad puede ver en la Tabla 52, al aplicar los criterios de aceptacidn tenemos que
la texp (-0.00000) es menor a 2.16 y p (1.00) es mayor que 0.05 por lo que se acepta la
hipdtesis, y se puede decir que la ordenada al origen es igual a 0.
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Del mismo modo que se utilizé para la ordenada al origen, aplica una prueba de hipotesis
para la pendiente quedando de la siguiente manera:

Hy:by =0
Hl: b1 F* 0
Pardmetros de aceptacion

Se acepta Ho si

texp < ttab
p > 0.05

Podemos establecer el twh= 2.16 a través de la tabla t Studen, tanto el texp cOmo p de
probabilidad puede ver en la Tabla 52, al aplicar los criterios de aceptacion tenemos que la
texp (38.6063) es mayor a 2.16 y p (0.0000) es menor que 0.05 por lo que se rechaza la
hipdtesis lo que implica que la pendiente es diferente de 0.

Tabla 52. Coeficiente estadistico para la linealidad del método de Hanna a microescala
Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto -2.0977E-10 0.000178412 -0.00000117576 1.0000
Pendiente 0.999997 0.0259025 38.6063 0.0000

Para la determinar si un modelo se ajusta 0 no es necesario hacer un ANOVA con falta de
ajuste, teniendo asi la siguiente prueba de hipotesis:

Hy: Existe evidencia de que no es el modelo
H;: Es el modelo
Se acepta si
Eiy, >F

p > 0.05

Ponemos determinar el ;X (F§7{s = 3.411)a través de los grados de libertad de la Tabla
53y la tabla de Fisher con un 0=0.05, Anexo 3.

Se puede establecer que como F (5.75) es mayor que F;,, y como P (0.0150) es menor
que 0.05, se puede decir que existe un modelo que ajusta mejor a los datos, sin embargo en
la Tabla 54 podemos ver como el modelo que mejor se ajusta es una raiz doble cuadrada,
sin embargo el modelo de linealidad tiene un coeficiente de correlacion es de por lo que su
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coeficiente de determinacion (r?) es igual a ,mayor que el establecido en la guia de QFB’s,
se puede concluir que el modelo linear se puede utilizar, para predecir el comportamiento

de la curva.

Tabla 53: ANOVA con carecia de ajuste para la linealidad del

método de Hanna a

microescala
Fuente Suma de Cuadrados Gl [Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Modelo 0.000289646 1 0.000289646 1490.44 0.0000
Residuo 0.00000252636 13 |1.94335E-7
Carencia de Ajuste 0.0000015995 3 5.33168E-7 5.75 0.0150
Error Puro 9.26854E-7 10 [9.26854E-8
Total (Corr.) 0.000292172 14

Tabla 54: Comparacion de modelos alternos para la linealidad del método de Merck a

microescala
Modelo Correlacion | R-Cuadrada

Lineal 0.9957 99.14%

Raiz Cuadrada de X 0.9614 92.43%

Cuadrado de X 0.9433 88.98%
Raiz Cuadrada de Y <sin ajuste>
Exponencial <sin ajuste>
Inversa de Y <sin ajuste>
Cuadrado de Y <sin ajuste>

Raiz Cuadrada Doble

<sin ajuste>

Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-
X

<sin ajuste>

Inversa-Y Raiz Cuadrada-X

<sin ajuste>

Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X

<sin ajuste>

Logaritmo de X

<sin ajuste>

Raiz Cuadrada-Y Log-X

<sin ajuste>

Multiplicativa

<sin ajuste>

Inversa-Y Log-X

<sin ajuste>

Cuadrado-Y Log-X

<sin ajuste>

Inversa de X <sin ajuste>
Raiz Cuadrada-Y Inversa de X | <sin ajuste>
Curva S <sin ajuste>

Doble Inverso

<sin ajuste>

Cuadrado-Y Inversa de X

<sin ajuste>

Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X

<sin ajuste>

Log-Y Cuadrado-X

<sin ajuste>

Inversa-Y Cuadrado-X

<sin ajuste>

Cuadrado Doble

<sin ajuste>

Logistico

<sin ajuste>

Log probit

<sin ajuste>
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Analisis ANOVA para el efecto matriz

Podemos establecer la linealidad del sistema a través del coeficiente de determinacion
estableciendo la curva de calibracidn, asi como un analisis estadistico ANOVA para
determinar si el modelo elegido es el adecuado.

e Analisis ANOVA para el efecto matriz del método a microescala de Hanna

Para determinar si la ordenada al origen (intercepto) es igual a cero se hace un analisis
estadistico tanto de F de fisher, asi como de p de probabilidad.

Hy: by (tridestilada) = b (garrafén)

Hy: b, (tridestilada) T by (garrafon)

Pardmetros de aceptacion
Se acepta Ho si
Eiy, >F

p > 0.05

Ponemos determinar el F;7 (F95 = 10.128)a través de los grados de libertad de la Tabla
55y la tabla de Fisher con un a=0.05, Anexo 3.

Se puede establecer que como F (60.53) es mayor que F,;,, y como P (0.0000) es menor
que 0.05, se puede decir que existe diferencia entre los interceptos.

Prueba de hipdtesis para la pendiente:

Hy: by (tridestilada) = by (garrafén)

Hl: bl (tridestilada) * bl (garrafon)

Parametros de aceptacion

Se acepta Ho si
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F;LVZ >F

p > 0.05

Ponemos determinar el F;X,, (FP5° = 10.128)a través de los grados de libertad de la tabla

55y la tabla de Fisher con un 0=0.05, Anexo 3.

Se puede establecer que como F (52.45) es mayor que F;,, y como P (0.0000) es menor
que 0.05, se puede decir que existe diferencia entre las pendientes.

Tabla 55: ANOVA Adicional para Variables Seqgun el Orden de Introduccion para el efecto
matriz de Hanna

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
[PO4] 1.26566 1 1.26566 7622.63 0.0000
Interceptos 0.0100509 1 0.0100509 60.53 0.0000
Pendientes 0.00870869 1 0.00870869 52.45 0.0000
Modelo 1.28442 3

e Analisis ANOVA para el efecto matriz del método a microescala de Merck

Para determinar si la ordenada al origen (intercepto) es igual a cero se hace un analisis
estadistico tanto de F de fisher, asi como de p de probabilidad.

Hy: by (tridestilada) = b (garrafén)

Hi: b (tridestilada) T b (garrafon)

Parametros de aceptacion
Se acepta Ho si

Eiy, >F

p > 0.05

Ponemos determinar el F;% (F95 = 10.128)a través de los grados de libertad de la Tabla

56 y la tabla de Fisher con un 0=0.05, Anexo 3.

Se puede establecer que como F (16.29) es mayor que F,;,, y como P (0.0002) es menor
que 0.05, se puede decir que existe diferencia entre los interceptos.

Prueba de hipdtesis para la pendiente:
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Hy: by (tridestilada) = by (garrafén)

Hl: bl (tridestilada) * bl (garrafon)

Pardmetros de aceptacion
Se acepta Ho si
E ., >F

p > 0.05

Ponemos determinar el F;¢, (F{5° = 10.128)a través de los grados de libertad de la Tabla

56 y la tabla de Fisher con un 0=0.05, Anexo 3.

Se puede establecer que como F (8.80) es menor que Fy,, , pero el como P (0.0050) es

menor que 0.05, se puede decir que existe diferencia entre las pendientes, ya que no cumple
las dos condicionantes.

Tabla 56: ANOVA Adicional para Variables Seqgun el Orden de Introduccion para el efecto
matriz de Hanna

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
[PO4] 30.8899 1 30.8899 5437.75 0.0000
Interceptos 0.0925502 1 0.0925502 16.29 0.0002
Pendientes 0.0499695 1 0.0499695 8.80 0.0050
Modelo 31.0324 3
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Anexo 2

e Limite de deteccion (LOD) y Limite de cuantificacion (LOQ)

Para la determinacion del limite de deteccion se utiliz6 la formula 1, (Colegio Nacional de
QFB, 2016)

LOD =

Mientras que para el limite de cuantificacion se utilizo la formula 2, (Colegio Nacional de
QFB, 2016)

En donde:

Sy/x = desviaciéon estandar de regresiéon

b; = pendiente

Estos valores fueron obtenidos a través del analisis estadistico hecho durante la obtencion
de la curva de calibracion parar el método tanto para el caso de Hanna, asi como en el caso
de Merck.

e Hanna

Sy/x = 0.0152482

b; = 0.329833
Sustituyendo valores en la formula 1.

33X 0.0152482

LOD = 0320833 = (0.15259

Sustituyendo valores en la férmula 2.

10 % 0.0152482

Loe 0.329833 04623

e Merck
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Sy/x = 0.0749921

b, = 0.170114

Sustituyendo valores en la férmula 1.
_3.3x0.0749921

LOD = 0170114 = 1.454753
Sustituyendo valores en la férmula 2.
10 X 0.0749921

LOQ = = 4.408343

0.170114
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Tabla 57. t de Student

Anexo 3

Parcentiss da la distnbucitn t de Studant con n grados de libartad.

En la ditima fila sparecen log percentles de la Mormal {0 1) para n — oo

nip 0% 0.90 0.5 0.578 099 0.9%

1 1000000 307768 631375 12T0E2 MBAD 83.65GT
2 0816457 158062 201999 420280  GO06456 99048
E] 0.764B82 163774 235338  JM8M5 454070 58409
4 0740697 15333 21385 2TTES 374695 4.60409
5 0726687  1.47TH5EE 201506  2ET0SE 335483 4020214
é 0717558 143606 184318 244631 30426T 370743
T DT11142 141452 1BM58 226462 25975 345944
L] 0705387 139682 185850 230600 2B9G46 3355
| nro2riz 138303 1EIY 236 ZEA4d 3.9
10 0812  13THE 1B1ME 2234 2T76WT  AiBE
" DEaredd 136343 109088 230099 IR 310581
i2 0505483 135622 178229 29TBE1 268100 305454
13 0E93829 130T 19T 218037 2Es0: 3012
14 DEMAT 13503 176130 204478 ZEM45 207TEM
15 DEN1ST 13067 175305 21345 2B0MB  2846T
18 0590132 13376 174588 211991 2GHEME  2.970TH
17 06E0185 133338 173061 210982 256603  2B0&3
18 D.E88364 133038 1706 290092 255238 2BTEM
11 DEETEM 132773 1733 209302 253ME 288043
20 0656954 132534 1.TMTZ 208896 252798 28453
21 0.EBEIS2 132348 172074 207961 2H1TES  2B31M
2 DEE5R05 1313 1714 207387 25083F  2818TE
21 DERSI0G 131046 171387 206868 2 249087  2B0TH
M 0654850 131784 171088 206300 24916 2766
2 DEM430 131825 170814 205964 J4ER1 2TETM
26 0E6M043 131467 170562 205853  247RE}  27TAM
i) D.GE3683 131370 170329 205183 247286  2770GH
28 0683353 131263 170113 204841 246714 27BN
! 0EA3044 131143 169913 2045823 24EMF 2 THEX
30 DER2TEE  1.31042 188728 204207 2A5T2R 275000
k] 0652486 130846 1ESSE 2031 2453E2 27444
a2 0ER223 130857 169385 203803 144888 271844
i 0631967 130774  1BER236 203432 244479 27333
] DE81774 130885 169002  2032M 244115 2THEH
35 0681564 130631  1BENST 203011 2437 172
38 DE813686 130851 168830 202808 24345 271944
i 0B311TE 130485  1EETOG 202518 243145 271544
38 DESI001 130423 168585 202438 242857 271154
ki 0630833 130384 163488 202260 242584 27079
40 D.E80673 130008 168385 202108 242336 270444
41 0680621 130264 183288 201954 242080 270114
4 DE803TE 130204 1ES195 20808 24847 60T
43 0580238 130165 183107 207660 241625 285510

Fuente: Ferndndez L.C y Mansilla M.A (2012)
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Tabla 58. F de Fisher-Snedeor

Percentiles de la distribucién F de Fisher-Snedecor
con m grados de libertad en el numerador v 0 en el denominador

i LR ] 10 W3 AR 53 15 1\ a7 b 5304 50 G ST Lol &0 HE 1471 §0TES [ 4ik ] Bam Lak]
[k H] ALK L] 164 50 T Frokl] 23 i FakE ] 2T 2101 HEH Him Mre HIH R FLE ] HaE
LR B] LI ] THae BSL1E e sy mHn A Wk B L] A HEm e s Lo LN
UL Az Ll k] a4 JEME LHAR M SRE4 HIEL L2 8 SIALE BIE11 Hae3 LiF-§ ] EM2T a1
LRI IRUS L 4 o MGk EME NNE 21 MR MM MEM i MM MR sl
2 a1 (L5 000 (R M 92025 [l N 83051 (5] 1181 LT bdam LERCH] B30 BT
aas ALELh] 10030 116 1ar A 1113 ny HIT 1a1ms X (FE ] 1a413 T th L EF] nae
aNE | JeBE  JRmE FOE e JREE RO ER O MR BOE M Ral Man e Rai eh
30 | MHI R0 WS MR MREER M1 WEE MM BIW WRE WAaE AR R maA e
Q95 | 1MS0  1A0F  WRIT WIS TE0E 9RM MR WRIT IR0 1WAD WERA iWdE R4 WEG WA
1 | o T3 GAEM ReE Sl S0 SRMT G GBNT R0 S2BM REEM GEUE G20R DRMT 00
[LH) ol AT R RIWE SM3F BMIE BERT BRED RBTE A7ERR BTEM RTe A7R] BT TR
0876 | ey R0l Al R B 7R BN wWB el ik Il Al WM W
aae HE BLA L b L1 o bl b b I TGN AR aTMa N #in s M1 A man
0900 | GRAT  ARTEE  ATAET A WRR RPN 4B 4l MM ISR 3B WAM T Al aaR dams
o TT0E A RERM BJEEE BT RWMIT EBME AWM 3WE SR REIW REVIT O GEEM SRR SETR
LR B] 12218 DEAR Bane REHE 3643 LHN T B 978 EBHT LECs) ETi® pm2 arsy EEIM eSS
aae Lne 1D 15604 sEr Ty 15207 WaE T 1455 HHE 1445 Wi W 24 4 e
0866 | DA JeEM MM DaE ZRGE BT BN M PR M) NAM MM Jel Wnd Jam
) a4 4 LGH 1R 161 18 BELS ] 14H3 1late 118 13 11N 16 1512 1387 1M 13
08% | Ge0fe GBIl Rade  BME BAME 40D AEFER Bl ATEED a0ER ATMD AETIT aRMm 4iW dEne

LR B] L D E R R s EOIFT Bl BR BRI Rz BMA BRh A4EME B3N a2
L) R TR W W7 AR ER W AW 0 RN BRI AR AT AR

04| | J2Ts 1E3H 15 536 W 14511 WA H1561 117713 11618 11481 133 13183 11215 13 ME

LEH] SMN 8 AW 4BR AWM AHE 42087 ausd AR A0 4D TEE e JaiM 1Eh
aqn N 115 (%1 [ Frird 390TE aniE LR 5 56 LEH 34613 SHE 1362 4180 57 1T
(k1] JERLH] 1023 TS #1403 [ KL [ E14] [ B [ §iH TERA 7T T T 7l TRETS T i 1554
LR ] BB .54 Hr 12ME 11484 11313 10k 364 10381 100 11.131 1nas 13301 LA IEL] LEMD
T u THW TR TN TEE TET PR ITME ETEW TR PR TERR IS Belw TR
[ L L] 1394 4.7304 4 M3 4.12483 ivn 1B 18 ars LETET 5 1] M LITT 13503 inm LIWT
[k B LEnT T £1-L ] 1338 S2mEr RN 4. 5ME 4 18] 4RR 4761 4TiE 4 538 45 4 561 43678
LE 1) 1ME v pelid DR TAdd LW BB BB R]IER Ad2H RBIR Bagi A4k B3IM 3wl
086 | B2 1a AR 1003 d8En RSl dael el EOIH A8 B (AL U T T 1.8
i 1 pELL ] 11 Fd o R 1 241 F 1 & 4 4 1A,
Lk ) L& 1105 EEL 4 e LENE A8ETY 2508 1309 a4m 1.3 1HR2 anm 1mn A28 12314 e
A5 | TAME Gl B4 IR AWT) AEMT A 44 AETR A AMM T A AR 40
LE 1] e L TSN TR BEME  RIOT RATTE AR RMe  Sbad  BTHMD BERET G40 DBSM 39
[ K] 14 B3 11. 043 0 5305 B EE 3008 1.5 7 T 4550 1. 7188 7 1 T 843 7. 0ME [ b [ 4. brd | LEH3
I H EICE o1 B, 2810 i g Frly R T 2 2 3510 R
[k H] ERLE] 47553 b+ 1EH 1487 inm 1xar 133 e 1137 1WA 10T 1M 1mE 1
asm 1.3 a4y S O7NE 47 L] 4 Jig7 EREH 4 13 A 280 AW A1 18 ELE Y 1 THE 176HE
LE L] jLE 1 RN (% 1E] (2 L] aEnm aERE LE ] wEn A2 airn ERRLL] L L S 4.1
L] 126 01 BTN 1. rAr 1.1A LA o1 B §3] EH1 LELlr B34 [ Fi ] 81530 £ OUET [ Hr]
W | a3 1m0 153 ararr $.HI3 233 TR0 T4MD anm EHn T3 ZHn T 23 2333 T
[ H] 4. 5HE 4108 1Tm 14THD 1158 inn 118k aare piei ] 24T ZHH Fa-1k] 28ETT BT 1.H0
006 | GEMT GBS LEM daBE A2B A0f DMME 38l RTTR) DDMRE R LEM QGeR A6 i
LE ] 104 PABM BBERD  BBME BAME  BNSA A20m BoMF Al AMs AFME AT0l A8SE 4BlE 4850
[ k1] 12 i F45E B GNT 7 HH BATH s SHAS LR H] i 1158 5 T 5 W7 & TR SRR A 37 5 5257 34TIT
"l LR M IMRE IR INT O ZAM 2P 2N IR MR AR P 21 MR imn
LR ) 4 B3 1R 15074 1.1 1208 LG LEEy 28 LER 205 281m T 2TEH 4TI .76
A5 | ATMY G2MF ARMM 43TH Adak RBOT D7NE deEM ECEUT o T T Lgs 1w iNE 1ie
[ 1] 1D i E2ET LEES 316 S06ER 40561 4 T4 46115 4333 LR ] 41 AHE Ly o) 4758
Lk 1230 [ B gy T G304 L4 4297 B W16 38R 5 621 2516 34W3 51187 1783 LRl 1N il
@] a3 11T4% 31058 7 AR 2164k #1140 FR ] 7 M FHE FRLH ] 7 FACH ] 2183 #iin AL
i AW 1m0 13 JiEE ZEED JHH O 2HM ITME MM FTIT ZEMER 2ERRF BRI 2EME
OF70 | E35E GEER 44N A3 DB AR DGR AWM W 1R s W 2w ane 1T
L L] 1.2 (8 -] EE -] 4RD ST 4 B 48m5 445 4.3 421951 4219 41583 419 4113 4.0HE
08 | T 3 TEE BRI AT BTITD SR G RAE  GRElh 0B 4B A0EE ATME 423
11| a3 1Mz 1761} 5600 1437 2 HE e b 2IM1 2 18] FRLE ] 2137 20153 2096 2aE 7065 -
[k H] 4 BETF 1R 14108 1T 15 #01| I 2 THE ZTHA AT FEMT ik 2ATER 5N il
085 | fAME 488 AMRE BB Dfe) ReMd JamY 3 BN QW amn nER Anse  doem Lol
L L] BEFIE .0 LR ] [ Fh) LE1d ] 4 I 4440 43 4.1 4103 4043 198 AN 183 LETH
O8I | 1IN DMl RM RINE AR Bl BNIR BOTRI AR AR ATHO AR AT AEIE ddE
H | a3 lmz 1.7 iam LIMT 216 LM 21 2un L1Em 2HE 2018 Fali-hig 2038 WM i)
LEH] AR TEE bME it 28 2EdTT 1TedR 2aMY B MR RN 2EMp 2500 ReY Ldsl
A5 | G390E AR08 AaT REeR J8EM 3Bk 1IN 2D RAE Lk a0hs MR Ak leve 1R
[k 1] TEEIE 348 556N !-I\!H L1 4489 4318 IIJII A IR JI\IH 3BT 1EH 1M :III:I'! 1E38T
[ k1] 11 60 il i G0 4331 ST 3813 4711 4 HiE 4471 4351 A FEil
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Fuente: Ferndndez L.C y Mansilla M.A (2012)
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