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RESUMEN

El Laboratorio de Quimica Ambiental (LQA) cuenta con un sistema de gestion de
calidad acreditado, por lo cual surge la necesidad de focalizar el desarrollo del
presente trabajo desde el aseguramiento de la calidad de la medicion, la cual se
fundamenta en la validacion, la incertidumbre y la trazabilidad.

Teniendo en cuenta que el LQA se encuentra acreditado por El Instituto de
Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM), bajo la norma
NTC/ISO/IEC 17025:2005 “Requisitos Generales para la Competencia de
Laboratorios de Ensayo y de Calibracion” y en coherencia con la filosofia del
mejoramiento continuo adoptada por el laboratorio, se elaboraron estrategias que
permitan incluir en el alcance de la acreditacion los ensayos de Fdésforo total y
Fosforo Disponible Total, validando la metodologia mediante la evaluacién de los
pardmetros caracteristicos del método, para luego mediante la revision de calculos
asociar una incertidumbre acorde a los resultados que son trazables al SI.

“PALABRAS CLAVE”: Acreditacién, aseguramiento de la calidad, fésforo total,
Fosforo Disponible Total, incertidumbre, NTC/ISO/IEC 17025:2005, sistema de
gestion de calidad, trazabilidad, validacion.

ABSTRACT

The Environmental Chemistry Laboratory (LQA) has a quality management system
accredited, so there is a need to focus the development of this work from the
quality assurance of measurement, which is based on validation, uncertainty and
traceability.

Considering that the Environmental Chemistry Laboratory is accredited by The
Institute of Hydrology, Meteorology and Environmental Studies (IDEAM), under the
NTC/ISO/IEC 17025:2005 "General Requirements for the Competence of Testing
Laboratories and Calibration” and in coherence with the philosophy of continuous
improvement adopted by the laboratory, strategies were developed for inclusion in
the scope of accreditation tests like Total phosphorus and available Total
phosphorus, validating the methodology by evaluating the characteristic
parameters of the method, and then by reviewing associated uncertainty
calculations according to the results that are traceable to the SlI.

“KEY WORDS”: Accreditation, quality assurance, total phosphorus, available

phosphorus, uncertainty, NTC/ISO/IEC 17025:2005 quality management system,
traceability, validation.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El laboratorio de Quimica Ambiental (LQA), de la Universidad Tecnoldgica de
Pereira, realiza analisis que estadn enfocados a la caracterizacion de aguas
residuales, superficiales y subterraneas, atendiendo la demanda de los sectores
académico, industrial y de la comunidad en general, cumpliendo las exigencias de
un sistema de gestién de calidad basado en la NTC-ISO/IEC 17025:2005." Como
decision estratégica ha decidido incluir en el alcance de la acreditacion los
ensayos de Fosforo Total y Fosforo Disponible Total. Para este propdsito se apoya
en la norma ISO citada anteriormente, cuyo objetivo es dar lineamientos a
laboratorios de ensayo y calibracién para generar resultados técnicamente validos.

! International Organization for Standardization. Requisitos Generales para la Competencia de los
Laboratorios de Ensayo y Calibracion. NTC-ISO/IEC 17025:2005



2. JUSTIFICACION

El Laboratorio de Quimica Ambiental (LQA) cuenta con un sistema de gestion de
calidad acreditado, por lo cual surge la necesidad de focalizar el desarrollo del
presente trabajo desde el aseguramiento de la calidad de la medicién, la cual se
fundamenta en la validacion, la incertidumbre y la trazabilidad. Ahora bien, la
actividad analitica hace parte del proceso de medicion en la cual se obtienen
resultados que requieren una alta confiabilidad, por lo cual se hace pertinente la
validacion de los métodos de ensayo como parte del aseguramiento de la calidad,
adicionalmente los datos producidos deben estar acompafiados de una
incertidumbre acorde a los mismos y deben ser trazables a patrones de referencia,
generalmente a las unidades del Sistema Internacional (Sl); ademas es un
requerimiento indispensable que se debe cumplir teniendo en cuenta que el LQA
se encuentra acreditado por El Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
Ambientales (IDEAM), bajo la norma NTC/ISO/IEC 17025:2005 “Requisitos
Generales para la Competencia de Laboratorios de Ensayo y de Calibraciéon”y en
coherencia con la filosofia del mejoramiento continuo adoptada por el laboratorio
se requiere ampliar el alcance de la acreditacion incluyendo los ensayos de
Fosforo Total y Fosforo Disponible Total.

2 Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial. Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
Ambientales, IDEAM. Resolucion No. 0425 del 28 de Febrero de 2011.



3. OBJETIVOS
3. OBJETIVO GENERAL

Validar, estimar la incertidumbre y determinar la trazabilidad para los ensayos de
Fosforo Total y Fosforo Disponible Total apoyado en los lineamientos de la
NTC—ISO/IEC 17025:2005 aplicada en el Laboratorio de Quimica Ambiental de la
Universidad Tecnoldgica de Pereira.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1 Validar el ensayo de Fésforo Total y Fosforo Disponible Total a través de la
estimacion de los pardmetros caracteristicos del ensayo como son: Limite de
deteccién, limite de cuantificacion, exactitud y precision bajo condiciones de
repetibilidad y reproducibilidad, rango lineal y de trabajo, sensibilidad y porcentaje
de recuperacion.

3.1.2 Estimar la incertidumbre de medicion asociada a los ensayos validados
3.1.3 Determinar la trazabilidad para los ensayos validados

3.1.4 Generar la documentacion necesaria para dar cumplimiento a los requisitos
establecidos en la NTC-ISO/IEC 17025:2005 en el numeral 5.4.2.

3.1.5 Presentar los resultados del trabajo de grado como base para realizar una
divulgacion cientifica de los mismos.



4. MARCO DE REFERENCIA

4.1 ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD DE LAS MEDICIONES

El rol que desempefia un laboratorio de ensayo acreditado es producir datos
técnica y legalmente validos con la mayor calidad posible, producto de las
mediciones analiticas diarias que se llevan a cabo, es alli donde el aseguramiento
de la calidad, cobra importancia puesto que tiene como objetivo optimizar la
confiabilidad del proceso de medicion, por lo que se hace necesario implementar
un programa de aseguramiento de la calidad/control de calidad (Quality
Assurance/Quality Control), QA/QC, por sus siglas en inglés a nivel interno del
laboratorio; QA es un plan que el laboratorio genera donde se especifican las
medidas necesarias para obtener resultados con exactitud y precisiébn conocida,
mientras que QC es el conjunto de acciones dentro de una metodologia de
analisis para asegurar que el proceso de medicidn esta bajo control.

Dentro del QA estan asociados diversos documentos que entre muchos se citan la
declaracion de politicas de calidad, perfil profesional y responsabilidades de los
analistas, procedimientos para recoleccién, preservacion y recepcion de muestras,
documentacion de equipos e instrumentos, referencias de normas utilizadas,
procedimientos estandares de operaciéon (SOP’s), actividades de control de
calidad (QC), procedimientos para la calibracion, verificacién y mantenimiento de
equipos e instrumentos, entre otros; ademas es primordial que el personal de
laboratorio comprenda sus roles y responsabilidades para realizar sus actividades
enmarcadas dentro de politicas de calidad.

Un buen programa QC debe incluir por lo menos, demostracién inicial de
capacidad del analista, limite de deteccion y cuantificacion del método de ensayo,
curvas de calibracién con un coeficiente de correlacion apropiado, un blanco del
método, duplicado de muestras, estandar de control de calidad, muestras
adicionadas, criterios de aceptacion de resultados, célculos y estimaciones
estadisticas, cartas de control y acciones correctivas por lo menos por cada set de
muestras. La evaluacion y el reporte final de los datos son los pasos finales en el
proceso de control de calidad y constituyen una parte esencial del programa de
aseguramiento de la calidad.

Conjuntamente, se debe establecer un plan para la evaluacion de la calidad
(Quality assessment), el cual es un proceso utilizado para garantizar que las



medidas de control de calidad se llevan a cabo de forma pertinente y para verificar
la calidad de las mediciones realizadas en el laboratorio mediante el uso de
muestras de control interno, participacion en pruebas interlaboratorio y auditorias
de calidad internas y externas®.

Un proceso de medicidon liga de manera ineludible aspectos técnicos,
administrativos, estadisticos, instrumentales y de personal, estableciendo en cada
uno de estos sus propios parametros de control que aseguren la conformidad de
los datos de acuerdo con los criterios de aceptacién establecidos en cada
laboratorio®, por eso la implementacién de un plan de mantenimiento y calibracion
de equipos (conocida también como proceso de confirmacion metrolégica) como el
uso de cartas de control son herramientas metrologicas recomendadas para el
control estadistico de procesos que deben integrarse de forma adecuada en el
sistema de calidad para cerciorarse de que los resultados cumplan con ciertos
requerimientos®®. Adicionalmente no es suficiente contar con un buen instrumento
de medicién y/o material de referencia, éste debe utilizarse de forma adecuada
para obtener la confiabilidad y mejor capacidad de medicién, lo que implica
seleccionar el método de medicién y/o calibracion mas conveniente una vez
conocida la selectividad/especificidad y robustez del mismo’. La elaboracién de un
informe de resultados es el completo documental y final de un ensayo de
medicion, el cual debe cumplir con ciertos requisitos como lo son: exactos,
precisos (no ambiguos), notificados en forma simplificada, entregados de forma
impresa, con unidades de medida e incertidumbre asociada y digitos significativos
adecuados; todo lo anterior con el objeto de que el usuario final y/o cliente tenga
una facil interpretacién y uso del contenido de los resultados®.

4.2 METROLOGIA®

Las actividades metrolégicas de calibracion, medicion y ensayo son
fundamentales para garantizar la calidad de las mediciones y procesos industriales
asi como de la calidad de vida. Ello supone la necesidad de contar con resultados
trazables a patrones de referencia. EI Reconocimiento de la competencia

$American Public Health Association, American Water Works Association & Water Environment Federation.
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 22™. Washington, D.C., 2012.

* MetAs & Metrélogos Asociados. El Proceso de Medicién. No. 09 (La Guia MetAs, 2007). Pag. 1 — 3.

®> MetAs & Metrélogos Asociados. Herramientas de la metrologia en sistemas de calidad. No. 09 (La Guia
MetAs, 2004). P4g. 1 - 5.

® MetAs & Metrélogos Asociados. Cartas de control para instrumentos de medicién. No. 06 (La Guia MetAs,
2004). Pag. 1 - 5.

" MetAs & Metrélogos Asociados. Capacidad de medicién. No. 03 (La Guia MetAs, 2006). P4g. 2 — 8.
 MetAs & Metrélogos Asociados. Expresion e interpretacion de resultados experimentales en metrologia.
No. 05 (La Guia MetAs, 2007). Pag. 1 — 12.

% Metrologia — Abreviada. 32 Ed. EURAMET, 2008. Pag 13 — 18.



metrolégica en cada nivel de la cadena de trazabilidad puede establecerse
mediante acuerdos o conciertos de reconocimiento mutuo, asi como mediante
acreditacion y revision por pares.

4.3 METROLOGIA EN QUIMICA

En la actualidad el aseguramiento de las mediciones quimicas realizadas en el
area ambiental, médica, alimenticia e industrial en términos de su confiabilidad y
veracidad es un tema de suma importancia para el desarrollo econémico y social
de un pais. La Metrologia se ha desarrollado a partir de las mediciones fisicas y se
encarga de establecer la trazabilidad de los resultados a patrones de referencia
definidos, normalmente al Sistema Internacional de Unidades (Sl), con analisis
completos de las contribuciones a la incertidumbre de medicion para un nivel
declarado de confianza, empleando materiales de referencia y métodos
normalizados de ensayo. Respecto a las mediciones quimicas la situacion es mas
compleja ya que éstas generalmente no se realizan bajo condiciones definidas y
controladas como se observa en la tabla 1. Es importante resaltar que el principal
objetivo de las mediciones quimicas es determinar la cantidad de una entidad
quimica de interés en una matriz dada y no la composicion total de la misma, de
aqui, que el medio donde se realizan las mediciones no puede ser definido y
controlado.

Metrologia en Fisicay Fisica Quimica
Quimica
Medicion Comparando una magnitud. Ej: Comparando una magnitud. Ej: DDT
Temperatura en leche
Unidades m, s, K Mol/Kg, mg/Kg
Influenciada por Mediciones directas Diversos factores que afectan la

calidad la medicion

Principal Impacto Calibracién de Equipos Tratamiento Quimico. Ej: extraccion,
digestion, material de referencia
utilizado, calibracién de equipos

Depende de Generalmente es independiente de Es Fuertemente dependiente de la
la muestra muestra
Ejemplo Longitud de una masa Concentracion de Pb en una

muestra de agua, suelo.

Tabla 1. Comparacién entre la metrologia en Fisicay en Quimica




Muchas mediciones quimicas son trazables a patrones 6 a métodos de
referencias, en otros casos las mediciones pueden ser consideradas trazables a
un material de referencia (certificado) ya sea en forma de sustancia pura o de una
matriz de material de referencia, donde la concentracion del analito ha sido
certificada. El grado en el que los materiales de referencia proporcionan una
cadena de trazabilidad al SI dependen de la calidad del vinculo a los valores
obtenidos mediante mediciones de referencia 6 a valores proporcionados por
patrones de referencia.

Es indispensable conocer y aplicar en el Laboratorio el concepto de
aseguramiento de la calidad de las mediciones sobre el cual se fundamenta la
necesidad de desarrollar el presente trabajo, siendo sus pilares la validacion, la
trazabilidad y la incertidumbre.

4.4 VALIDACION

Partiendo del concepto de validacion como la confirmacion, a través del examen y
el aporte de evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares
para un uso especifico previsto'®, surgen cuatro motivos por los que se hace
necesario validar: Para cumplir las normativas, optimizar procesos, asegurar la
calidad / mejorar productividad y reducir costos. Un método debe validarse
cuando se adopta un método estandarizado 6 se modifica una parte de éste y
cuando se desarrolla un nuevo método para un uso especifico.

En el contexto actual de la globalizaciébn de los mercados, existe una creciente
demanda en cuanto a la comparabilidad de los resultados, esto conlleva a que el
generador del resultado, en este caso el LQA, pueda demostrar documentalmente
gue sus resultados son trazables. Estos documentos hacen referencia, entre otros
aspectos a un procedimiento normalizado de ensayo, a un equipo de medida bien
calibrado y al uso de patrones de referencia; por ello el proceso de validacién
cobra importancia al tener un impacto directo sobre la calidad de estos datos*.

0 International Organization for Standardization. Requisitos Generales para la Competencia de los
Laboratorios de Ensayo y Calibracion. NTC-ISO/IEC 17025:2005. Pag. 17.

1| a importancia de la validacion. En: Técnicas de Laboratorio. No 269 ( , 2002); p.110 — 111.

2 GREEN, JM. A Practical Guide to Analytical Method Validation. No. 68 (Analytical Chemistry, 1996).
Péag. 305A - 309A.



Asegurar la trazabilidad de los resultados analiticos es una etapa clave para que el
cliente tenga confianza en los resultados proporcionados por el laboratorio™®. Sin
embargo, es necesario suministrar un parametro que proporcione una idea del
grado de confianza de los resultados, por tanto, los analistas deben proporcionar
resultados trazables con una incertidumbre asociada’, es decir, cuanto puede
alejarse un valor del convencionalmente verdadero™; adicionalmente, mientras
mas estrictamente se cumplan los requerimientos, menor sera la incertidumbre del
resultado, lo que indica que existe una relacion inversamente proporcional entre
los requerimientos y la incertidumbre.

Como se aprecia en la tabla 2, los requisitos analiticos para un uso especifico,
determinan los parametros 0 criterios de calidad del método a utilizar para resolver
el problema, estos criterios de calidad, conocidos como “performance
characteristics” 6 ‘“figures of merit”, pueden ser de tipo estadistico u
operativo, el laboratorio debe decir cuales de esos pardmetros necesitan
caracterizarse. Una vez se haya finalizado la validacion, es muy importante no
sé6lo realizar los andlisis estadisticos y estimar la incertidumbre del mesurando con
una trazabilidad asociada sino también documentar el procedimiento de forma tal
gue el ensayo pueda reproducirse reduciendo en la medida de lo posible cualquier
ambigledad. El uso de SOP’s que reflejan los detalles de la metodologia analitica
aseguran que el método se aplica siempre del mismo modo™.

Tipo Estadistico u operativo

Selectividad / Especificidad

Robustez

Intervalo lineal y de trabajo

Limites de deteccién y cuantificacion

Sensibilidad

Exactitud, Precision

Recuperacion

Tabla 2. Parametros de Calidad de un método

B3 RIUS, F. Xavier. MAROTO, Alicia. BOQUE, Ricard. RIU, Jordi. Exactitud y Trazabilidad. En: Técnicas
de Laboratorio. No 254 ( , 2000); p. 591 — 594.
¥ RIUS, F. Xavier. MAROTO, Alicia. BOQUE, Ricard. RIU, Jordi. Incertidumbre y Precisién. En: Técnicas
de Laboratorio. No 266 ( , 2001); p.834 — 837.

> DE BIEVRE, P. Measurement results without statements of reliability (uncertainty) should not be taken

seriously. No 6 (Accreditation and Quality Assurance, 1997); p. 269
1 RIUS, F. Xavier. MAROTO, Alicia. BOQUE, Ricard. RIU, Jordi. La validacion de Métodos Analiticos.
En: Técnicas de Laboratorio. No 252 ( , 2000); Pag. 382 — 385.


http://authormapper.com/search.aspx?q=accreditation+and+quality+assurance+P.+de+Bievre+(1997)&val=name%3aBi%c3%a8vre%2c+P.+De
http://www.springerlink.com/openurl.asp?id=doi:10.1007/s007690050147
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El analista encargado de realizar la validacion del ensayo deber ser técnicamente
competente y tener suficiente conocimiento sobre el trabajo a realizar con el fin de
que sea capaz de tomar decisiones apropiadas a partir de las observaciones
hechas mientras avanza el estudio, ademas en esta actividad se encuentra
implicita la necesidad de evaluar y confirmar que el método en cuestion tiene
capacidades de desempefio consistentes para lo que fue previsto. La validaciéon
de un método en un laboratorio de ensayo debera incluir por lo menos las
siguientes actividades de acuerdo con la tabla 1, por las siguientes razones®’:

- Evaluacién de selectividad y especificidad: Para asegurar que el método
responde exacta y especificamente al analito de interés y no a otras especies
similares.

- Prueba de Robustez: Permite obtener informacion de forma rapida y sisteméatica
de los efectos sobre pequefios cambios introducidos en el procedimiento, ademas
proporciona una indicacion de confiabilidad durante el uso rutinario del ensayo.

- Intervalo lineal y de trabajo: Es util para determinar el intervalo donde la sefial
de respuesta tendra una relacion lineal con la concentracion del analito.

- Limites de deteccion y cuantificacion: Definen la capacidad de un método de
ensayo para identificar y cuantificar un analito bajo condiciones de exactitud y
precision previamente establecidas.

- Sensibilidad: La sensibilidad es un parametro util para usar en formulas de
cuantificacion.

- Exactitud y Precision: Indica que tan sesgados estan los resultados y que
dispersién existen entre ellos.

- Recuperacion: Indica la eficiencia del método para cuantificar en su totalidad el
analito de interés en una matriz dada.

4.5 INCERTIDUMBRE

Es muy importante que los resultados analiticos entregados en los reportes estén
acompafados de su incertidumbre. La estimacion de la incertidumbre de un
ensayo requiere considerar todas las posibles fuentes de incertidumbre. En la
practica, puede surgir de la toma de muestras, condiciones de preservacion,
condiciones de medicion, incertidumbres debido a efectos instrumentales y

7 The fitness for purpose of analytical methods: A laboratory guide to method validation and related topics.
Eurcachem. 1998



calibracion de equipos, incertidumbre del material volumétrico, valores de
referencia, preparaciones de patrones, aproximaciones e hipotesis incorporadas
en el método de medicion y procedimiento, la variacion aleatoria entre otras. Para
estimar la incertidumbre combinada es necesario tomar cada fuente y realizar los
calculos por separado a fin de obtener la contribucion de cada una. La
incertidumbre de medicion no implica duda acerca de la validez de la misma, por
el contrario, el conocimiento de la incertidumbre implica una mayor confianza en la
validez de un resultado, que de acuerdo con la definicion del término,
incertidumbre es:

“‘parametro asociado con el resultado de una medicién que caracteriza la
dispersion de los valores que pueden ser atribuidos razonablemente al
mesurando”.

Para la mayoria de los propdsitos en quimica analitica se utiliza la incertidumbre
expandida, U, la cual proporciona un intervalo de confianza determinado donde se
encuentra con alta probabilidad el valor verdadero del mesurando®®.

Los pasos para calcular la incertidumbre de un método de ensayo son muy
simples, de forma tal que siguiendo los lineamientos de la figura 1, se puede
estimar facilmente®®:

Definir el mesurando X

Establecer el modelo fisico
Identificar las magnitudes de entrada Xi
Establecer el modelo matematico

A\ 4
Identificar las fuentes de incertidumbre

v

Cuantificar cada fuente y
asociarle una distribucion

'

Calcular la incertidumbre estandar, u(xi)

}

18 Quantifying uncertainty in analytical measurement. Eurachem / CITAC guide. 2" Ed. 2000
9 SCHIMID, Wolfgang. LAZOS, Ruben. Guia para estimar la incertidumbre de la medicion. Centro Nacional
de Metrologia, CENAM. México, 2000.
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Calcular la incertidumbre estandar
combinada, u.(xi)

v

Determinar el factor de
cobertura, k

y

Calcular la incertidumbre expandida, U

v

Expresion de la incertidumbre

Figura 1. Pasos para guiar la estimacion de la incertidumbre

Para definir el mesurando se requiere tanto una declaracién clara e inequivoca de
lo que se esta midiendo, y una expresion cuantitativa que relacione el valor del
mesurando con los parametros de los cuales depende, ademas si es posible
incluir las correcciones para los errores sistematicos.

Un modelo fisico de la medicion consiste en el conjunto de suposiciones sobre el
propio mesurando Yy las variables fisicas 6 quimicas relevantes para la medicion.
Es importante identificar las magnitudes de entrada 6 las variables que estan
directamente relacionadas con el proceso (ensayo). Ademas representar el
modelo fisico mediante un modelo descrito por un lenguaje matematico es
esencial para estimar la incertidumbre, a pesar, de que éste supone
aproximaciones originadas por la representaciéon imperfecta ¢ limitada de las
relaciones entre las variables involucradas.

Una vez determinados el mesurando, el principio, el método y el procedimiento de
medicion, se identifican las posibles fuentes de incertidumbre, las cuales
provienen de los diversos factores involucrados en la medicién. Por lo general es
conveniente empezar con la expresion basica que se utiliza para calcular el valor
del mesurando, ya que todos los parametros de esta expresion pueden ser fuentes
potenciales de incertidumbre. No es recomendable desechar alguna de las fuentes
de incertidumbre por la suposicibon de que es poco significativa sin una
cuantificacion previa de su contribucion, comparada con las demas y apoyada por
mediciones. No obstante de acuerdo con la experiencia, y conocimiento del
método de ensayo se permitira calificar como irrelevantes algunas fuentes
después de las debidas consideraciones. El diagrama causa — efecto es una de
las diversas formas que ofrece un analisis adecuado, conveniente y bien
estructurado de listar las posibles fuentes de incertidumbre, el cual consiste en
una representacion grafica sencilla en la que se traza una linea horizontal que
representa el mesurando. Sobre Este eje se trazan lineas oblicuas que
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representan las posibles fuentes de contribucion de la incertidumbre en la
medicion del mesurando, a su vez cada una de estas lineas recibe otras lineas
perpendiculares que representan las subfuentes de incertidumbre, lo que conlleva
a observar un grupo conformado una linea principal y las lineas secundarias que
contribuyen a la incertidumbre.

La cuantificacion de cada fuente de incertidumbre incluye la asignacion de un valor
(también conocida como incertidumbre original) y la asignacion del tipo de
distribucion a la cual se refiere este valor. Por una parte existen dos formas
principales para cuantificar las fuentes que son incertidumbre Tipo A e
incertidumbre Tipo B, la primera estd basada en un andlisis estadistico de una
serie de mediciones mientras que la segunda comprende toda la informacién
externa u obtenida por experiencia. En cuanto al tipo de distribuciones existen
principalmente de tipo normal, rectangular y triangular.

Al calcular la incertidumbre estandar, lo que se hace es unificar los valores de la
incertidumbre original que tienen diferentes unidades en valores adimensionales y
para ello se calcula la incertidumbre de acuerdo con el tipo de distribuciéon que le
fue asignado a cada valor.

El resultado de la combinacion de las diferentes fuentes de incertidumbre se
conoce como incertidumbre estandar combinada, que generalmente se calcula a
través de la ley de propagaciéon de incertidumbre ya que en la mayoria de los
casos una magnitud de entrada esté influencia por diversas fuentes. Es posible
encontrar que una pequefa variacion de alguna de las fuentes tenga un impacto
importante en el mesurando.

Frecuentemente se elige un factor de cobertura, k, que corresponde a un nivel de
confianza determinado con un porcentaje de probabilidad de encontrar el valor
verdadero del mesurando.

La incertidumbre expandida indica un intervalo de los valores que puede tomar
probablemente el mesurando con un nivel de confianza determinado.

Finalmente, es indispensable comunicar sin ambigtiedades la manera en que la
incertidumbre esta expresada. Cuando se reportan los resultados de los analisis
de rutina en un laboratorio de ensayo, se recomienda la siguiente forma: (x £ U)
(unidades), indicando el valor de k. Para la expresion numérica los valores de los
resultados y su incertidumbre no se deben entregar con un nimero excesivo de
digitos, los resultados deben ser redondeados para ser coherente con la
incertidumbre dada.
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4.6 TRAZABILIDAD?

Para lograr la comparabilidad de los resultados en el espacio y el tiempo, es
esencial vincular todos los resultados de las mediciones individuales a una
referencia comun 6 estandar de medicion, de manera que puedan compararse a
través de su relacion con esa referencia. Esta estrategia se denomina
“"trazabilidad”. El Vocabulario Internacional de términos basicos y generales en
Metrologia (VIM) define la trazabilidad como:

"Propiedad del resultado de una medicion o el valor de un patron tal que pueda ser
relacionado a referencias establecidas, generalmente normas nacionales o
internacionales, a través de un cadena ininterrumpida de comparaciones, todas
teniendo incertidumbres establecidas ".

Esta definicién implica la necesidad de un esfuerzo a nivel nacional e internacional
para proporcionar estadndares de referencia ampliamente aceptados, y a nivel de
cada laboratorio para demostrar los enlaces necesarios a dichas referencias. La
trazabilidad es necesaria pero no suficiente para obtener resultados confiables, se
requiere también tener implementado un sistema de control de calidad de las
mediciones. Una caracteristica clave de los buenos resultados es la
comparabilidad, es decir, la capacidad de comparar los resultados de manera
significativa sin importar donde se originen. La comparabilidad esta provista, entre
otras, por la trazabilidad a un set de unidades de medicidn y escalas consistentes.
Para la mayoria de los resultados de las mediciones quimicas se cuenta con el
Sistema Internacional de unidades. Establecer la trazabilidad asegura que los
valores de las magnitudes medidas y los valores de las condiciones especificadas
estan relacionados a estandares apropiados. Esta actividad se logra mediante
calibracién usando estandares de medicién adecuados.

La naturaleza de la sustancia analizada es importante en todas las mediciones
qguimicas, se expresen 6 no en moles. En particular, cantidades expresadas como
fraccion masica son adimensionales, el punto es que para establecer la
trazabilidad adecuadamente, cada resultado de la medicion debe ser trazable a
una referencia apropiada para la sustancia en particular, de acuerdo como se
observa en la tabla 3 donde se resumen una seleccién de unidades derivadas
importantes en las mediciones quimicas.

2 Traceability in chemical measurements: A guide to achieving comparable results in chemical
measurements. Eurachem / CITAC guide. 2003. Eurachem / CITAC guide. 2003
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Magnitud Unidades

Fraccion molar mol/mol, %

Fraccion masica Kg/Kg, %

Fraccion volumétrica m*/ m*, %
Concentracion molar mol/ m*
Concentracion masica Kg/ m®
Concentracion en volumen m*/ m*
Molalidad mol/Kg

pH 1 (logaritmo negativo actividad i6n hidrégeno)
Actividad Enzimatica Katal (mol*s™), SI; U (umol/min)

Pureza, es una caracteristica importante de muchos materiales de referencia
expresada en términos de algunas de las magnitudes referenciadas en la tabla

Tabla 3. Magnitudes y unidades de medicion quimica

Es necesario realizar un conjunto de actividades clave para establecer la
trazabilidad de los resultados de un sistema de medicién en un laboratorio de
ensayo, las cuales son:

i) Especificacion del mensurando, alcance de las mediciones e incertidumbre
requerida: Una medicidn significativa requiere una especificacion clara del
mesurando. Adicionalmente es necesario prestar atencion a algunas cuestiones
especificas:

- ldentidad del analito: En las mediciones quimicas es necesario diferenciar que
tipo de analito se esta cuantificando, por ejemplo diferenciar entre especies
moleculares o elementales.

- Condiciones de medicién: Al establecer la trazabilidad es importante considerar
que tipo de condiciones se aplican para realizar un ensayo ya que éstas forman
parte de la definicion formal de mesurando.

- Correccion por recuperacion: Es importante indicar si la magnitud de interés es
una cantidad de material recuperado a partir de una matriz 6 si se trata de una
cantidad total que se cree esta presente. Esto es importante porque la correccion
por recuperacion requiere una medida adicional para calcular la correccion y en
general se sumara a los requisitos de trazabilidad.

- Especificacion en términos de un método: La definicion del mesurando en
términos de un procedimiento solo conduce a una lista mas larga de parametros
fijos. Sin embargo sera necesario demostrar que los procedimientos alternativos
brindan resultados equivalentes.
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ii) Eleccion de un método adecuado: Una vez que el mesurando es conocido y
comprendido, se debe seleccionar el mejor método disponible para trabajar bajo
las condiciones actuales del laboratorio. Dentro del método se debe incluir las
ecuacion para célculo del resultado de la medicion y los controles de calidad
necesarios asi como las diferentes magnitudes de influencia (concentracion de
reactivos, tiempo, temperatura, etc.) que seran pertinentes para el propésito de
establecer la trazabilidad, sujeta a la validacién del método de ensayo.

iii) Validacion del método de ensayo: En primer lugar la validacion debe
confirmar que el método y las condiciones de medicién son adecuadas para el uso
propuesto. La segunda consideracién importante es que las referencias que se
utilizan para controlar, calibrar y probar el método durante la validacion son
trazables. La validacion juega un papel clave en el establecimiento de la
trazabilidad, no es un actividad opcional, ain cuando se adopta un método
estandar que ha sido validado y probado siempre sera necesario al menos que el
laboratorio compruebe que puede ejecutar el método correctamente realizando la
validacion del mismo aunque sea a un nivel no muy profundo.

iv) Identificacion de la importancia relativa de cada magnitud de influencia:
La importancia de las diferentes magnitudes de influencia esta relacionada por su
efecto cuantitativo sobre los resultados de la medicion. Los efectos de las
magnitudes fisicas sobre los resultados son mas faciles de medir y controlar en
comparacion con los efectos quimicos por lo que se hace necesario prestar mas
atencion a estos ultimos. Para decidir si un efecto necesita ser medido e incluido
en las disposiciones de trazabilidad, normalmente es suficiente considerar el peor
de los casos que razonablemente podria dar lugar a un error significativo en la
medicion.

v) Eleccion y aplicacion de estandares de referencia apropiados: La
calibracién junto con los métodos validados es la clave para la trazabilidad. Sin
embargo, en la practica no siempre estan disponibles certificados de calibracion y
materiales de referencia certificados por lo que se debe realizar un control
detallado de los estandares de medicion disponibles.

vi) Estimaciéon de la incertidumbre: El requerimiento de la informacion de la
incertidumbre surge de la necesidad de garantizar que las referencias usadas son
suficientemente precisas para el propésito, y segundo, para proporcionar
informacion similar para el resultado de la medicion. El procedimiento minimo que
se debe llevar a cabo es: estimar la contribucion de la incertidumbre de cada
fuente, estimar la incertidumbre combinada y expandida del método de ensayo y
confirmar que la incertidumbre expandida cumple los requerimientos de uso final.
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Notese que esta lista no implica necesariamente un orden de prioridades entre las
actividades puesto que todas son importantes, lo relevante es que se lleven a
cabo de forma apropiada para el propdsito determinado. Adicionalmente estos
lineamientos funcionan adecuadamente sé6lo en un contexto enmarcado por un
aseguramiento de la calidad y control de calidad de las mediciones.

Concluyendo, la evidencia de la trazabilidad se presenta en los certificados de
calibracion 6 estdndares de referencia certificados. Por otra parte no es habitual
suministrar detalles de la trazabilidad en los informes de ensayo, sin embargo, de
ser necesario se informara sobre la identidad de los estandares de calibracion
utilizados para controlar las condiciones de medicion.

4.7 MATRIZ AMEF?!

AMEF 6 Andlisis de Modo y Efecto de Falla, es una herramienta para la mejora,
utilizada para detectar por anticipado los posibles modos de falla, con el fin de
establecer los controles adecuados que eviten la ocurrencia de defectos. Los
objetivos que se desean alcanzar cuando se desarrolla un AMEF son:
identificarlos modos de falla potenciales, sus posibles causas y el efecto,
determinar las consecuencias de las fallas en el desempefio del sistema e
identificar las acciones que pudieran eliminar o reducir la posibilidad de que ocurra
el modo de falla. Cada vez que haya alguna modificacion en el proceso se debe
actualizar el AMEF.

La elaboracion de una matriz AMEF se puede resumir en 11 pasos:
i) Proceso: Describe de manera breve y concreta el proceso que desea analizar

ii) Modo de falla Potencial: Es la manera en que podria fallar el proceso para
cumplir con los requerimientos previstos.

iii) Causas de falla potencial: Situaciones que podrian dar origen al modo de
falla, de modo que las acciones correctivas puedan ser orientadas hacia las
causas pertinentes.

iv) Grado de ocurrencia: Se estima la frecuencia de la causa de falla potencial,
utilizando una escala de 1 a 10, donde “1” indica remota probabilidad de
ocurrencia y “10” muy alta probabilidad de ocurrencia.

2 . FMEA. Disponible en linea: http://www.quality-one.com/fmea. Consultado: Agosto de 2012.
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v) Efecto de falla potencial: Se describe los efectos del modo de falla en
términos de lo que el usuario final del producto pueda experimentar.

vi) Grado de severidad: Se estima la gravedad del efecto de falla potencial en el
usuario final, utilizando una escala de 1 a 10, donde “1” indica una consecuencia
sin efecto ocurrencia y “10” una consecuencia muy grave.

vii) Controles: Describe los controles actuales que estan dirigidos a prevenir 6
detectar el modo de falla potencial.

viii) Deteccion: Se estima la probabilidad de que los controles del proceso
detecten el modo de falla potencial antes de terminar el proceso, utilizando una
escala de 1 a 10, “1” indica alta probabilidad de que la falla se pueda detectar y
“10” indica que es improbable de ser detectada.

iX) Niomero de Probabilidad de Riesgo, NPR: Es un valor que establece una
jerarquizaciéon de los problemas a través de la multiplicacion del grado de
ocurrencia, severidad y deteccion, éste provee la prioridad con la que debe de
atacarse cada modo de falla. Toma valores de 1 a 1000, para los NPR mas altos
se deben emprender acciones efectivas con el fin de reducir el riesgo de falla.

x) Acciones recomendadas: Es una descripcion de las acciones correctivas 6
preventivas encaminadas a eliminar 6 disminuir la ocurrencia de la causa de falla
potencial, reducir la severidad del modo de falla y/o incrementar la probabilidad de
deteccion.

xi) Responsable: Se indica el &rea 6 proceso y persona responsable de ejecutar
las acciones recomendadas.

4.8 IMPORTANCIA DE LA DETERMINACION DEL FOSFORO?

El fosforo es el undécimo elemento mas abundante sobre la superficie de la tierra
y se encuentra comunmente en forma de fosfato. Desempefia un papel importante
en los procesos bioquimicos, es un factor clave en la eutrofizacién de las aguas
superficiales y es un nutriente esencial que estimula el crecimiento de
microorganismos Yy macroorganismos fotosintéticos. La quimica del fdsforo
es muy importante en diversos campos, por ejemplo, en el area médica y clinica,
la agricultura, la metalurgiay en las ciencias ambientales. En los ultimos afios,

NAGENDRAPPA, G; MAHADEVAIAH, M; YOGENDRA KUMAR, M; ABDUL GALIL, M;
SURESHA, M. A Simple spectrophotometric determination of phosphate in sugarcane juices, water and
detergent samples. No. 4 (E-Journal of Chemistry, 2007) Pé&g. 467 — 473.
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grandes cantidades de fosfato han sido utilizados en la elaboracion de bebidas,
detergentes, fertilizantes, pesticidas y también en la industria azucarera, por tanto
este analito se puede encontrar en aguas residuales domésticas e industriales asi
como en lodos biolégicos en forma organica como inorganica.
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5. METODOLOGIA

La metodologia que se empled para dar cumplimiento a cada uno de los objetivos
propuestos en el presente documento se describe como una serie de actividades.

5.1 Revision de metodologias analiticas:

5.1.1 Documentaciéon del ensayo de fésforo tomado del Standard methods for the
examination of water and wastewater. 22", 2012. Método 4500 P — E.

5.1.2 Procedimiento Estdndar de Operacion SOP 3-13. Fosforo total como
ortofosfatos. Método del acido ascérbico. 4500 P-E. Laboratorio de Quimica
Ambiental.

5.2 Elaboracion de matriz AMEF (Analisis de modo y efecto de falla), teniendo en
cuenta que la herramienta fue adaptada por parte del LQA.

5.3 Definicion de los pardmetros caracteristicos del método:

5.3.1 Evaluacién de la competencia para desarrollar el analisis y Elaboracion del
plan de validacion de acuerdo con el formato de trabajo que fue aportado por el
LQA.

5.4 Ejecucion de actividades analiticas:

5.4.1 Induccién a la actividad analitica, reconocimiento de equipos y puesta a
punto del método.

5.4.2 Recoleccion, preparacion de muestras y ejecucion del plan de validacion.
5.5 Procesamiento de datos:

5.5.1 Desarrollo de célculos y estimaciones estadisticas a los datos recolectados
usando el software ProControl®.

5.6 Analisis de los resultados:
5.6.1 Andlisis de las estimaciones estadisticas acorde al plan de validacion.

5.7 Estimacion de la incertidumbre de medicion, teniendo en cuenta que se hizo la
revision de los calculos ya existentes en el laboratorio.

5.8 Determinar la trazabilidad del método de ensayo.
5.9 Generacién de la documentacion soporte con los resultados.

5.10 Elaboraciéon de un borrador para divulgacién con los resultados del trabajo.
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6. RESULTADOS

De acuerdo con los objetivos trazados para la elaboracion del presente trabajo, se
realiz6 un cuadro resumen donde se sefiala el producto obtenido de las
actividades realizadas, materializandose en los diferentes documentos que se

describen en la tabla 4, que se incluiran como anexos.

Objetivo Especifico

Resultado

Validar el ensayo de Fosforo total a
través de la estimacion de los
pardmetros caracteristicos del ensayo
como son: Limite de deteccion, limite
de cuantificacion, exactitud y precision
bajo condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad, rango lineal y de
trabajo, sensibilidad y porcentaje de
recuperacion.

Ver Anexo A: Puntos criticos del
ensayo Fosforo total

Ver Anexo B: AMEF Fésforo total

Ver Anexo C: Plan de validacion
Fosforo total

Ver Anexo D: Resultados validacion
Fosforo total

Validar el ensayo de Fosforo Disponible
Total a través de la estimacion de los
pardmetros caracteristicos del ensayo
como son: Limite de deteccion, limite
de cuantificacion, exactitud y precision
bajo condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad, rango lineal y de
trabajo, sensibilidad y porcentaje de
recuperacion.

Ver Anexo G: Puntos criticos del
ensayo Fosforo Disponible Total

Ver Anexo H: AMEF Fosforo Disponible
Total

Ver Anexo |: Plan de validacion Fosforo
Disponible Total

Ver Anexo J: Resultados validacion
Fosforo Disponible Total

Estimar la incertidumbre de medicion
asociada al ensayo validado

Ver Anexo E: Estimacion de la
incertidumbre del ensayo Fésforo total

Ver
incertidumbre
Disponible Total

de la
Fo6sforo

Estimacion
ensayo

Anexo K:
del

Determinar la
ensayo validado

trazabilidad para el

Ver Anexo F: Trazabilidad del ensayo
Fosforo total

Ver Anexo L: Trazabilidad del ensayo
Fosforo Disponible Total
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Generar la documentacién necesaria
para dar cumplimiento a los requisitos
establecidos en la NTC-ISO/IEC
17025:2005 en el numeral 5.4.2

La documentacion que soporta que el
LQA aplica de forma adecuada el
método de ensayo para el analisis de
Fosforo Total y Fésforo Disponible Total
se evidencia en los anexos del A al L.

Presentar los resultados del trabajo de
grado como base para realizar una
divulgacion cientifica de los mismos.

De forma preliminar, se entreg6 al LQA
un documento que se encuentra en
construccion con los resultados del
ensayo de fésforo total.

Tabla 4.
Disponible Total

Resultados validacion del

ensayo Fosforo total y Fosforo
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CONCLUSIONES

Se valid6 el ensayo de Fosforo Total a través de los parametros caracteristicos
como Limite de deteccién, limite de cuantificacién, exactitud y precision bajo
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, rango lineal y de trabajo,
sensibilidad y porcentaje de recuperacion lo que permitié concluir que el método
es apto para el alcance y uso propuesto en el numeral 1 del anexo C.

Se valid6 el ensayo de FoOsforo Disponible Total a través de los parametros
caracteristicos como Limite de deteccion, limite de cuantificacion, exactitud y
precision bajo condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, rango lineal y de
trabajo, sensibilidad y porcentaje de recuperacion lo que permitié concluir que el
meétodo es apto para el alcance y uso propuesto en el numeral 1 del anexo |.

Se estimo la incertidumbre de medicién asociada a los ensayos de Fosforo Total y
Fosforo Disponible Total lo que genera una mayor confianza en la validez del
resultado permitiendo establecer las fuentes que en mayor proporcion contribuyen
a la misma para tomar acciones correctivas, eliminar errores sistematicos y
obtener resultados analiticos mas confiables.

Para los ensayos de Fosforo Total y Fésforo Disponible Total se establecidé que
cada una de las mediciones involucradas en los ensayos son trazables a las
unidades del Sistema Internacional.

Con la documentacion generada (anexos del A al L) a través del desarrollo del
presente trabajo se demostré que el método de ensayo para determinar fosforo
utilizado por el Laboratorio de Quimica Ambiental es apropiado para el uso
especifico previsto.

Se elabor6 un documento con la estructura de un articulo con base en los
resultados del ensayo de Fosforo Total que fue entregado al Laboratorio de
Quimica Ambiental con el objetivo de presentarlo posteriormente ante una revista
de caréacter cientifico cuyos temas de interés sean del ambito ambiental.
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RECOMENDACIONES

Como oportunidad de mejora se sugiere analizar un duplicado de una muestra
adicionada simultdneamente con los ensayos para evaluar la precision y el
porcentaje de recuperacion del analito de interés, cumpliendo asi en su totalidad
con los nuevos controles de calidad estipulados en el Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater. 22" Ed.

Se sugiere que para el ensayo de Fosforo Total se digieran los patrones de la
curva de calibracién al igual que el patron de control y se comparen los resultados
obtenidos sin digestién utilizando un patrén o muestra de concentracion conocida
para observar si existen pérdidas del analito que se puedan disminuir.
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ANEXOS

Anexo A. Puntos criticos del ensayo Fosforo total

Medir Volumen de Muestra*

Adicién de acidos y
perlas de ebullicion

A 4

Digestion hasta observar
vapores cafés*

A 4

Adicién de agua destilada y
gotas de fenolftaleina

v

Adicion de NaOH hasta
viraie de color

A 4

Transferir, filtrando a
balén de 100 mL

A 4
Aclimatar y aforar*

\4
Medir 50 mL solucién* +
gotas de H,SO, 5N +
8 mL de reactivo coloreador*

\4
Lectura en fotbmetro a los 15 minutos

'

Resultado (mg P-PO,/L)

Figura 2. Puntos criticos del ensayo Fosforo Total.

En la figura 2, se esquematiza el analisis de fésforo total con los puntos criticos (*).

Nota: Para la adecuada preparacion del reactivo coloreador remitirse al Standard methods for the examination
of water and wastewater. 22"™. 2012. Método 4500 P — E.
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Anexo B. AMEF Fésforo total

o
Descripcién del Proceso % § ré x At Arealproceso/p
. ; . 2 cciones
Modo de falla potencial Causas de falla potencial 5 Efecto de falla potencial ‘g, Controles actuales E % S ersona
Etapas del proceso 38 2 = responsable
Entrenamiento para
Medir 100 mL Mx y transferirlos a Medir mas o menos del realizar el pipeteado
1|balén Kjeldahl volumen indicado Manejo incorrecto de la pipeta 3|Datos inexactos 8|correctamente 2| 48 Analista LQA
No agregar alguno de |[Falta de atencién en el orden Determinacion de sélo una
Adicionar 5 mL HNO3 conc, 1mL los dos &cidos 6 perlas |de adicion de los acidos o de parte de fésforo como
2|H2S04 conc y Perlas de ebullicién de ebullicién las perlas 3|ortofosfatos en la muestra 8[Leer SOP del ensayo 2| 48
Ubicar perrilla en Determinacién de sélo una Cerciorarse del buen
Ubicar balén en hornilla, girar perrilla |posicion incorrecta. No |Visualizacién equivocada de la parte de fésforo como estado y funcionamiento
3|a posicién 3 y encender digestor encender digestor posicion indicada 2|ortofosfatos en la muestra 8|del digestor 2| 32
Detener calentamiento Emplear un
en un lapso de tiempo Determinacién de sélo una temporizador para la Apagar digestior
superior a la formacion |Dejar un tiempo excesivo la parte de fésforo como revision del tiempo de luego de digerir
4|Digerir hasta observar vapores cafés |de vapores cafés digestion 3|ortofosfatos en la muestra 8|digestion 2| 48|todas las muestras
No dejar enfriar el Premura para realizar etapa de Procesamiento inadecuado Revision de la
5|Dejar enfriar a temperatura ambiente [tiempo necesario neutralizacion 2|de la muestra 3|temperatura del balén 212
Utilizar una probeta
Adicionar menos del Determinacién inadecuada de adecuada para medir el
Agregar 20 mL Agua destilada y unas |volumen indicado. No [la cantidad de volumen. Falta Procesamiento inadecuado volumen. Revisar el
6|gotas de fenolftaleina. agregar fenolftaleina |de atencién 2|de la muestra 3|estado del indicador 2| 12
Neutralizar con NaOH 33% hasta Agregar mas NaOH del | Dispensar mas gotas de las Procesamiento inadecuado Agitar soluciéon
7|viraje a color rosa palido requerido necesarias 4|de la muestra 3|adecuadamente 1] 12
Observar que la solucion
Filtrar solucion neutralizada a balén  [Mala agitacion antes posea una ligera
8|de 100 mL de filtrar contenido Agitacion inapropiada 2|Pérdida de muestra 3[coloracién rosa 212
Mala agitacion antes Utilizar siempre agua
9|Agregar agua de lavados de filtrar contenido Agitacién inapropiada 2|Pérdida de muestra 3|destilada 2| 12
No dejar aclimatar el  |[Tiempo insuficiente para Observar que la
Aclimatar a 20 °C en bafio termostado|tiempo requerido. aclimatar. Visualizacion Disminucién de la Verificar temperatura del temperatura del
10|y luego aforar Aforar incorrectamente |inadecuada del aforo 3[concentracion de fésforo 8|bafio 2| 48|barfio esté a 20 °C
Revision del
Medir 50 mL de Mx adicionandola en [Medir mas o menos del|Determinacién inadecuada de Reporte erréneo de fésforo. funcionamiento de las
11|beaker de 100 mL volumen indicado la cantidad de volumen 3[Sesgo negativo 8|pipetas 2| 48
Agregar H2SO4 5N para eliminar Adicionar méas Dispensar mas gotas de las Procesamiento inadecuado Adicionar el 4cido gota a
12|coloracion volumen del necesario |necesarias 3|de la muestra 3|gota 2| 18
Preparar siempre el Preparar sélo la
reactivo coloreador cantidad necesaria
Adicionar 8 mL Reactivo Coloreador y|Adicionar mas o menos|Determinacion inadecuada de Reporte erréoneo de fésforo. antes de realizar el de acuerdo con el
13|agitar del volumen indicado _|la cantidad de volumen 3|Sesgo negativo 8|ensayo 1| 24[nimero de muestras|
No permitir el
calentamiento previo Verificar encendido de
Calentar lamparas minimo 10 de las lamparas y todo el equipo. Efectuar Verificar que se
minutos, hacer lecturas después de |realizar lecturas fuera |No realizar el procedimiento en Reporte erréneo de fésforo. las mediciones antes de haya cargado el
14|15 minutos pero antes de 30 minutos |del tiempo indicado los tiempos indicados 3|Sesgo negativo 8[30 minutos 2| 48|método de fosfatos

Tabla 5. AMEF Fésforo total
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Anexo C. Plan de validacién Fésforo total

1. Alcance

El método es apropiado para determinar Fosforo Total (como ortofosfatos) en
aguas naturales (superficiales y subterraneas) y residuales (domésticas e
industriales), en el rango comprendido entre 0.03 mg P-PO4/L y 0.60 mg P-PO,/L.

2. Principio

Este método es aplicable para la determinacion de Fosforo Total por conversion
de las formas de fésforo a ortofosfatos por medio de una digestion &cida, seguida
de una determinacién colorimétrica, en la cual el molibdato de amonio y el tartrato
antimonolitico de potasio reaccionan en medio acido con ortofosfatos para formar
un heteropoliacido (Acido Fosfomolibdico) de color amarillo pélido, que es
reducido por el &cido ascorbico a molibdeno de color azul, cuya intensidad es
proporcional a la concentracion del analito® y puede ser determinado por
fotometria a 880 nm, donde las reacciones que se llevan a cabo se representan
por medio de las ecuaciones 1y 2:%42>2¢

PO,> +12M00,* + 27H" — H3P0O4(M0O3)1» + 12 H,0 (3)
H3PO4(MoO3)1» + CeHgOg — Azul de fosfomolibdeno [Mo(*") — Mo(¥)] (4)
3. Criterios de Aceptacion

Exactitud expresada como porcentaje de error (% E) menor 6 igual al 10 % para
patrones.

Precision expresada como porcentaje de coeficiente de variacion (% CV) menor 0
igual al 10 % para los patrones y muestras.

2 American Public Health Association, American Water Works Association & Water Environment
Federation. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 22", Washington, D.C., 2012.
# McKELVIE, I; PEAT, D; WORSFOLD, P. Techniques for the quantification and speciation of phosphorus
in natural waters. No.10 (Analytical Proceedings Including Analytical Communications, 1995) Pag. 437- 445.
% ROBARDS, K; MCKELVIE, I; BENSON, R; WORSFOLD, P; BLUNDELL, N; CASEY, H
Determination of carbon, phosphorus, nitrogen and silicon species in waters. No. 3 (Analytica Chimica Acta,
1994) P4g 147-190.

% WORSFOLD, P; GIMBERT, L; MANKASINGH, U; OMAKA, O; HANRAHAN, G; GARDOLINSKI, P;
HAYGARTH, P; M; TURNER, B; KEITH-ROACH, M; MCKELVIE, I. Sampling, sample treatment and
quality assurance issues for the determination of phosphorus species in natural waters and soils. No. 2
(Talanta, 2005) Pag. 273 - 293
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4. Parametros de Validacién

Se considera que aplican para la validacion los siguientes parametros: Limite de
cuantificacion y deteccion, rango lineal y de trabajo, exactitud y precision,
porcentaje de recuperacion y sensibilidad.

4.1 Limites de deteccion LD y de cuantificacion LC

Previamente a la validacion del método se realizaron varios ensayos analizando
patrones de diferente concentracion, con el fin de determinar cuéal de ellos cumple
con los criterios de aceptacion establecidos en cuanto a exactitud expresada como
% E y precision como % CV. Posterior a la seleccion del estandar adecuado y con
el objetivo de ratificar el limite de cuantificacion experimental, se evaluaran
réplicas de un patron de concentracién 0.03 mg P-PO,/L.

4.2 Rango Lineal

Para la determinacion del rango lineal se analizardn una serie de patrones que
comprendan aproximadamente el rango sugerido por el método (Segun Standard
Methods Ed 22. de 0.15 a 1.3 mg P-POy,/L).

4.3Rango de trabajo

Con base en el resultado del rango lineal se definira el rango de concentraciones
en los cuales se obtengan resultados coherentes con los criterios de calidad
especificados por el laboratorio. El patron mas bajo sera la concentracién definida
como limite de cuantificacion.

4.4 Exactitud

Con el fin de evaluar la exactitud del método se analizaran diariamente 2 réplicas,
durante 7 dias, de 3 estandares de diferente concentracién. Los estandares se
preparan a partir de diluciones de la solucion madre de 50 mg P-PO,/L:

- Solucién Madre: Concentracion tedrica de 50 mg P-POJ/L, preparada por
pesada directa de 0.2195 g de Fosfato monobésico de Potasio MR, secado
previamente a 105 °C por 1 hora y disuelto en 1 L de agua destilada
aforando a 20 °C.

- Patréon Intermedio: Concentracion teérica de 2.5 mg P-PO,/L, preparado

por dilucion, midiendo 10 mL de la solucion madre y diluyendo a 200 mL
con agua destilada aforando a 20 °C.
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- Estandar Bajo, Eb: Concentracién teérica de 0.03 mg P-PO,/L, preparado
por dilucion, midiendo 3 mL del Patron intermedio y diluyendo a 250 mL con
agua destilada aforando a 20 °C.

- Estandar Medio, Em: Concentracion tedrica de 0.30 mg P-PO,/L,
preparado por dilucion, midiendo 30 mL del Patron intermedio y diluyendo a
250 mL con agua destilada aforando a 20 °C.

- Estandar Alto, Ea: Concentracion tedrica de 0.60 mg P-POJ/L, preparado
por dilucion, midiendo 60 mL del Patrén intermedio y diluyendo a 250 mL
con agua destilada aforando a 20 °C.

4.5 Precision

Para evaluar la precision del método se analizaran diariamente réplicas de
estandares y muestras dentro del rango de aplicacion del método. La precision se
evaluard en términos de Repetibilidad y de Repetibilidad intermedia de los
estandares.

Asi mismo se incluiran 2 muestras naturales cuyos valores de fésforo (como
ortofosfato) se encuentran dentro del rango de aplicacion del método. El objeto de
incluir muestras en este parametro es conocer la precision en términos de %CV
cuando se analizan duplicados de muestras; a la vez que se analiza
especificamente para esta determinacion el efecto de las diluciones sobre el
resultado.

M1 - Muestra PTAR — UTP
ARD - Efluente. Con una concentracion de fésforo cercana a 0.30 mg P-PO4/L.
M2 - Muestra PTAR — UTP

ARD - Afluente. Con una concentracion de fosforo cercana a 0.32 mg P-PO,/L
con un factor de dilucion, FD = 20 veces.

Estandares y muestras Eb Em Ea M1 M2

Concentracion mg P-PO,/L 0.03 0.30 0.60 Aprox. 0.30 | Aprox.0.32
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4.5.1 Precision en términos de Repetibilidad

El analista responsable aplicara el método a todos los estdndares y muestras
propuestas durante 7 dias en la validacion.

4.5.2 Precision en términos Repetibilidad intermedia

El analista sustituto aplicara el método a todos los estandares y muestras
propuestos.

4.5.3 Reproducibilidad

Se evaluara la Desviacion estandar media de las series de mediciones. En esta
prueba es posible evaluar la dispersién de cada una de las series de datos (S)
frente al niUmero total de datos (N) y al nimero total de series de mediciones (k).

S = sz:(ni ~1)s°

" \N-k&

Donde:

n = NUmero de mediciones por serie
N = Numero total de mediciones

k= Numero de series de mediciones.

Se espera que la desviacion estandar media de las series de mediciones cumpla
con los criterios de aceptacion establecidos.

4.6 Recuperacion

Con el fin de evaluar el porcentaje de recuperacién se analizara 1 muestra de
agua (M1) que contiene una concentracién aproximada de 0.30 mg P-PO//L a la
cual se le efectuara una adicién baja (Ab) de aproximadamente 0.06 mg P-PO./L
(20%) y una adicién alta (Aa) de aproximadamente 0.16 mg P-PO,/L (53%) de la
concentracion de la muestra.

La muestra y las muestras adicionadas se analizaran por el analista responsable
durante 7 dias en la validacion. El analista sustituto efectuara el analisis durante 2
dias al final de la validacion. A partir de los valores promedio obtenidos, cada dia,
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para la muestra y de los valores promedio obtenidos, cada dia, para las adiciones
se calculara el porcentaje de recuperacion. Una vez terminada la validacion se
espera obtener un porcentaje de recuperacion de 100% + 20%.

Las adiciones sugeridas se haran diariamente, a partir de una solucion patrén de
5.0 mg P-PO4/L y una solucion patrén de 10 mg P-PO,/L. La preparacion de las
muestras adicionadas se describe a continuacion:

- Patron de 5.0 mg P-PO4/L: Preparado por dilucion, midiendo 10 mL de la
solucién madre y diluyendo a 100 mL con agua destilada aforando a 20 °C.

- Patrén de 10.0 mg P-PO4/L: Preparado por dilucion, midiendo 10 mL de la
solucion madre y diluyendo a 50 mL con agua destilada aforando a 20 °C.

- M1 + Ab: Medir 250 mL de la muestra M1, adicionarle 3 mL de solucién
patron de 5.0 mg P-POyL, homogenizando adecuadamente.

- M1 + Aa: Medir 250 mL de la muestra M1, adicionarle 4 mL de solucion
patrén de 10.0 mg P-PO,/L, homogenizando adecuadamente.

4.7 Sensibilidad

En el LQA se ha establecido que la determinacion de la sensibilidad aplica a
procedimientos de ensayo en los que se requiera la construccién de curvas de
calibracion. La sensibilidad estard dada por el valor promedio de la pendiente de
las curvas de calibracion obtenidas durante la validacion.

5. Materiales
5.1 Equipos

Estufa de secado marca Binder

Balanza analitica marca Sartorious BP 221 S

Cabina de extraccion de gases y humos marca C4 modelo C 120X
Agitador magnético marca Heidolph MR 3001 con barras magnéticas
Terméstato marca Julabo modelo F34

Digestor de Fosforo marca Gerhardt tipo Kl 16

Fotometro marca Hewlett Packard modelo 8453
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5.2 Reactivos

Agua destilada

Fosfato monobasico de Potasio, MR
Acido Nitrico concentrado

Acido Sulftrico concentrado
Hidréxido de Sodio p.a

Acido Sulfarico 5 N

Tartrato antimonolitico de potasio p.a
Molibdato de amonio p.a

Acido Ascorbico p.a

Fenolftaleina

5.3 Material de Vidrieria

Balones de digestion Kjeldahl

Balones aforados de 100 mL, 200 mL, 250 mL, 1000 mL. Clase A
Pipetas aforadas de 3 mL, 4 mL, 8 mL, 10 mL, 15 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL.
Pipetas graduadas de 10 mL.

Beakers de 100 mL, 250 mL, 1000 mL.

Erlenmeyer de 100 mL, 250 mL.

Probetas de 50 mL y 100 mL

Embudos de 5 cm de diametro

Espatula

Frasco lavador

Varilla de vidrio

Papel filtro cualitativo Munktell No. 125
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Anexo D. Resultados validacion Fosforo total

1. Recoleccién de datos

En la tabla 6, se encuentra el consolidado de datos producto de la validacién y en la tabla 7 el consolidado de
la muestra adicionada.

Valor nominal 0,03 0,30 0,60 NA NA NA 100 NA NA 100
(mg/L)
w . z P a . g . Muestra baja + Adicién Muestra baja + Adicion
2 Estdndar bajo (Eb, Estandar medio (Em, Estdndar alto (Eq, Muestra baja (M1, Muestra alta (M2, [/
a Analito 1jo (Eb) (Em) (Ea) ja (M1) (M2) Baja (M1Ab) %R (M1Ab) Alta (M1Aa) %R (M1Aa)
Fecha < w2 || B g ° ° ° ° °
U E ’t't d, b precision. 2 Exactitud, B Precision, B Precision, B Precision, % 3 Reactividad | Precision, % B Reactividad
0 xac _I u ! g Creacion de E precision § % Recuperacion § % Recuperacion § Recuperacién § cruzada Recuperacién é cruzada
Precision = Cartas de = = & a a a
atcal
Unidades mg/L mg /L mg/L mg/L mg/L mg/L %R mg/L mg/L %R
Dia Analista 9 9 9 9 9 9 9 9 i
0,030 0,285 0,56 0,28 6,36 0,33 0,42
07/05/2012 i 6l . . . - . . ~
/05/: Dial Oscar Cuéllar 0,031 0,03 0,286 0,29 0,56 0,56 0,28 0,28 6.37 6,37 0,33 0,33 89,9 0,42 0,42 91,7
0,030 0,285 0,58 0,29 6,36 0,36 0,45
2012 . A 2 ) ) 2 ) 5
08/05/20: Dia2 Oscar Cuéllar 0,030 0,03 0,285 0,29 0,58 0,58 0,29 0,29 6,37 6,37 0,36 0,36 124 0,45 0,45 105
0,027 0,261 0,58 0,29 6,31 0,34 0,43
10/05/2012 i 6l . . 2 . 7 = 2 . 2 . 4 1 ~ 4 1
/05/. Dia3 Oscar Cuéllar 0,027 0,03 0,261 0,26 0,56 0,5 0,29 0,29 632 6,3 0,34 0,3 90, 043 0,43 91,8
> . 0,033 0,286 0,57 0,30 6,22 0,35 0,45
30/07/2012
)/07/. R/ Dia 4 Oscar Cuéllar 0,032 0,03 0,286 0,29 0,55 0,56 0,30 0,30 6,23 6,23 0,35 0,35 90,3 0,46 0,46 101
5 . 0,027 0,286 0,58 0,30 6,28 0,34 0,43
14/05/2012 Dia5 Oscar Cuéllar 0,026 0,03 0,288 0,29 0,58 0,58 0,30 0,30 6,30 6,29 0,34 0,34 73,5 0,43 0,43 85,6
R/ Dia 6 . 0,032 0,305 0,55 0,28 6,34 0,33 0,43
01/08/2012 PR Oscar Cuéllar 0,031 0,03 0,305 0,31 0,55 0,55 0,28 0,28 6,35 6,35 0,33 0,33 89,9 0,42 0,43 94,9
) . 0,030 0,273 0,57 0,29 6,25 0,33 0,42
16/05/2012 Dia7 Oscar Cuéllar 0,030 0,03 0,273 0,27 0,57 0,57 0,29 0,29 6,20 6,27 0,33 0,33 73,3 0,42 0,42 85,5
Mauricio 0,030 0,293 0,57 6,28 0,35 0,45
22/06/2012 i i 42 2
/06/: Dia 6 (Sustituo 1) Camacho 0,030 0,03 0,301 0,30 0,58 0,58 0,30 0,30 642 6,35 0,36 0,36 98,8 0,39 0, 79,
Mauricio 0,265 0,55 0,31 6,12 0,35
25/06/2012 i . . - - .
/06/. Dia 7 (Sustituo 1) Camacho 0,029 0,03 0,283 0,27 0,55 0,55 031 0,31 6,14 6,13 0,36 0,36 82,1
o a -~ 0,031 0,303 0,58 0,35 0,39 0,48
22/05/2012 | Dia 6 (Sustituo) | Monica Rodas 0,028 0,03 0,303 0,30 0,60 0,59 0,34 0,35 0,40 0,40 91,2 0,49 0,48 90,6
0,035 0,290 0,57
30/07/2012 i i oni . . .
/07/: Dia 7 (Sustituto) | Monica Rodas 0,031 0,03 0.280 0,29 057 0,57
Total datos n 21 22 22 19 18 20 18
Prueba F ProControl Ver registros Procontrol
Prueba t ProControl Ver registros Procontrol
R Minimo 0,03 0,03 0,27 0,27 0,55 0,55 0,28 0,28 6,12 6,13 0,33 0,33 733 0,39 0,42 79
J Méximo 0,04 0,03 0,31 0,31 0,60 0,59 0,35 0,35 6,42 6,37 0,40 0,40 124 0,49 0,48 105
Media X 0,03 0,03 0,29 0,29 0,57 0,57 0,30 0,30 6,30 6,30 0,35 0,35 90 0,44 0,44 92
Desviacién S 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,08 0,08 0,02 0,02 14,30 0,02 0,02 7,93
Coeficiente variacion %CV 7,22 4,63 2,37 6,34 6,32 1,27 1,24 5,61 5,70 15,84 5,34 4,89 8,65
Error %Error -0,06 -4,80 -5,22 NA NA NA NA NA NA -9,70 NA NA -8,33
LDM 3s 0,01
LCM 10s 0,02

Tabla 6. Consolidado de datos validacion Fosforo Total
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Valor nominal A " 1000 " " 1000
(mg/L)
W Analito | Muestra baja (M1) | Muestra baja +Adicion Baja |~ %R(MIAb) | Muestra baja +Adicion Alta |~ %R (M1Aa)
~
[sn 2 o 0 o o
Fecha L Precision, 9 Precision, % B Reactividad | © Precision, % ? Reactividad | ©
N Uso € y £ £ y £ £
% Recuperacion| 5 | Recuperacion 0 cruzada | g [ Recuperacion 0 cruzada 0
o a a a a
Unidades
L L %R L L %R %R
Dia Analista my/ my/ ' g/ my/ ' '
0,28 03 90 042 92
07/05/2012 Dial Oscar Cuéllar 0,28 033 899 0,42 91,7
0,28 0,3 90 042 92
, , 0,29 036 124 0,45 105
08/05/2012 Dia2 Oscar Cuéllar 029 0,36 124 0,45 105
0,29 0,36 124 0,45 105
, , 0,29 0,34 90 043 9
10/05/2012 Dia3 Oscar Cuéllar 029 0,34 90,1 043 91,8
0,29 0,34 90 043 92
, , 030 0,3 90 0,45 R
30/07/2012 R/Dia4 Oscar Cuéllar 030 0,35 90,3 046 101
030 0,3 90 0,46 105
) , 030 0,34 7 043 8
14/05/2012 Dia5 Oscar Cuéllar 030 0,34 735 043 85,6
030 0,34 7 043 8
01/08/2012 | R/Dia6(mafiana) | Oscar Cuéllar o8 0,28 03 033 2 89,9 U8 04 8 949
08 | 03 ’ %0 oo ' 9 ’
, . 0,29 03 i 042 85
16/05/2012 Dia7 Oscar Cuéllar 0,29 033 733 0,42 85,5
0,29 0,3 7 042 85
nss2 | DiabSustitatot)| U 030 —2> 03 o |—22 wo—
Camacho 030 | 036 ' 107 039 ' 60
, . Mauricio 031 035 T4
25/06/2012 | Dia7 (Sustituto 1) 031 0,35 7B
Camacho 031 0,35 74
28/06/2012 | Dia6(Sustituto) | ManicaRod i 0,35 0¥ 040 Z 9,2 i 049 i 94
fa6(Sustituto) | Mdnica Rodas 0% , 00 , % ) 0 ) 9 ,
26/06/2012 | Dia7(Sustituto) | Monica Rodas
Total datos n 19 20 19 18 18
PruehaF ProControl Ver registros ProControl
Pruebat ProControl Ver registros ProControl
e Minimo 08 028 033 033 B3 |13 039 0,42 60,2 85
Maximo 035 |03 0,40 0,40 4 |14 049 049 286 11
Media X 030 |03 0,35 035 89 9% 0,44 0,44 102 102
Desviacion s 002 |0l 0,02 0,02 1631|158 0,02 0,02 %693 |04
Coeficiente variacion %CV 634 |63 556 567 1824|175 548 5,05 4588 | 26,64
Error 9%Error NA NA NA NA NA~|-9,70 NA NA NA 2,29
LDM 3
LCM 10s

Tabla 7. Consolidado de datos muestra adicionada validacién F6sforo Total
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1.1 Limite de deteccién y Limite de cuantificacién

En la tabla 8, se muestran los ensayos realizados para determinar el Limite de
deteccidon LD y el Limite de cuantificacion LC. Los criterios de aceptacion para %E
y %CV son del 5%.

El Limite de cuantificacién definido fue de 0,03 mg P-POJ/L; si bien el patron de
0,02 mg P-PO,/L también cumple con los requisitos establecidos, se optd por el
estdndar de mayor concentracion para trabajar con un mayor margen de
seguridad.

El limite de deteccion definido fue de 0,01 mg P-PO,/L

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4
mg/LP-PO, 0,01 0,02 0,03 0,01 0,02 0,03 0,04 0,01 0,02 0,03 0,02 0,03
0,010 0,021 0,036 0,011 0,021 0,030 0,040 0,011 0,020 0,030 0,021 | 0,030
0,012 0,026 0,035 0,010 0,020 0,030 0,040 0,011 0,020 0,030 0,020 | 0,031
0,014 0,025 0,036 0,011 0,022 0,031 0,041 0,011 0,021 0,031 0,021 | 0,031
0,014 0,025 0,038 0,012 0,023 0,031 0,040 0,011 0,022 0,030
0,013 0,026 0,038 0,009 0,023 0,031 0,040 0,010 0,020 0,031
0,013 0,025 0,038 0,010 0,019 0,031 0,041 0,010 0,020 0,030
Promedio 0,013 0,025 0,037 0,010 0,021 0,031 0,040 0,011 0,020 0,030 0,021 | 0,031
Desviacion 0,002 0,002 0,001 0,001 0,002 0,000 0,000 0,001 0,001 0,000 0,000 | 0,000
% CV 12,0 7.2 3.3 6,7 A 1,1 1,1 5.3 3,9 0,9 0,9 1,3
%Error 25,8 23,1 23,1 4,6 6,0 1,9 0,6 8,2 2,3 1,2 2,8 1,9

Tabla 8. Ensayos Limite de Cuantificacién Fésforo total

1.2 Rango Lineal

El rango lineal se encuentra entre 0,02 mg P-PO,/L y 1,2 mg P-PO,/L, como se
observa en la figura 3.

0,700
y = 0,622x %
0,600 R2=10,999
e 0,500
=
& 0,400
[se]
e 0,300
I
o)
S 0,200
(72}
_2 /
0,100 /
0,000 - T T T T T )
(o] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracion P-PO4 (mg/L

Figura 3. Rango lineal ensayo Fosforo total
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1.3 Rango de trabajo

0,450

0,400

Ri=1 A
0,350 /
0,300

0,250
0,200 /
0,150

0,100
0,050 /

0,000

Absorbancia, 880 nm

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Concentracion P-PO4 (mg/L

Figura 4. Rango de trabajo ensayo Fésforo total

Si bien el rango lineal se encuentra comprendido entre 0,02 mg P-PO4L y
1,2 mg P-PO4L, se optd6 por el rango de trabajo comprendido entre
0,03 mg P-PO4/L y 0,60 mg P-POJ/L (Ver figura 4), lo cual obliga a que se realicen
diluciones a muestras que estén por encima de esta concentracién, dado que
durante la estandarizacién se encontré que algunas muestras con concentraciones
superiores a 1,2 mg P-PO,/L entraban en el rango de trabajo (sesgo negativo),
causando errores en la cuantificacion, pues una vez se efectuaban diluciones se
encontraba que su concentracion era mayor.

1.4 Exactitud

En cuanto a la exactitud, evaluada a través del %E de los estandares, se pudo
evidenciar que el método cumple con el criterio de aceptacion establecido en el
literal tres del anexo C.

1.5 Precision

La precision de la medicién se evalué bajo condiciones de Repetibilidad y de
reproducibilidad. En cuanto a la precision, evaluada a través del %CV, se pudo
evidenciar que el método cumple con los criterios de aceptacion establecidos en el
literal tres del anexo C para todos los estandares.
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Las muestras naturales presentan %CV del 6,32% y 1,24%, sin embargo esta
variabilidad no afecta los resultados analiticos de las muestras que se analizan
habitualmente en el laboratorio porque para el ensayo de Fésforo total se ha
establecido una prioridad 3 en la ejecucion de los ensayos con lo cual se garantiza
que el analisis de Fosforo se efectie de acuerdo al tiempo maximo de
almacenamiento establecido en el DE 097.

De manera general, las pruebas F y T realizadas (Los datos pertenecen al LQA,
razén por la cual no se muestran), con el software estadistico Procontrol®,
no muestran diferencias significativas entre las varianzas, motivo por el cual, se
considera que existe Repetibilidad y Repetibilidad intermedia entre el analista
responsable y el analista sustituto.

La desviacion estandar media del método es 3,96 %CV, valor que se calculé a
través del software estadistico Procontrol con un 95% de seguridad estadistica, el
cual proporciona evidencia de condiciones de reproducibilidad y que se encuentra
por debajo de los criterios de aceptacion establecidos en el LQA.

1.6 Recuperacién

De acuerdo con la tabla 7, los porcentajes de recuperacion obtenidos para la
muestra adicionada fueron del 90% para la adicion baja y 92% para la adicion alta.

Los porcentajes de error obtenidos tanto para la adicion baja (2,78%) como para la
adicién alta (8,70%) son menores al 20%, evidenciando que no existen efectos de
matriz.

1.7 Sensibilidad

El valor promedio de la pendiente de las curvas de calibracién obtenidas durante
la validacién fue de 0,636 cuyo valor se traduce en la sensibilidad del método.

1.8 Limites de control establecidos para las cartas de control

Después de haber efectuado la validacion del método se han definido los
siguientes limites de control (LCS = 0,29 mg/L y LCI = 0,28 mg/L) para el
estandar medio, de acuerdo con la tabla 9. Sin embargo estos limites son muy
estrechos y no reflejan en realidad la variacién del proceso de medicién, por eso
para elaborar la carta de control del método se hara con base los limites de control
por especificacion (LCS = 0,33 mg/L y LCI = 0,27 mg/L).
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Patron 0,30 mg/L
, L, Promedio L. L.
Dia Réplicas Minimo Maximo Rango
(mg/L)
1 0,285 0,286 0,285 0,286 0,001
0,286
2 0,285 0,285 0,285 0,285 0,000
0,285
3 0,261 0,261 0,261 0,261 0,000
0,261
4 0,286 0,286 0,286 0,286 0,000
0,286
5 0,286 0,287 0,286 0,288 0,002
0,288
6 0,305 0,305 0,305 0,305 0,000
0,305
7 0,273 0,273 0,273 0,273 0,000
0,273
1 Sustituto 0,293 0,297 0,293 0,301 0,008
0,301
2 Sustituto 0,265 0,274 0,265 0,283 0,018
0,283
1 Sustituto 2 0,303 0,303 0,303 0,303 0,000
0,303
Promedios 0,286 0,284 0,287 0,003
Promedio 0,29 mg/L
Tamafo subgrupo 2 NA
Factor A, 1,88 NA
Promedio Rango 0,003 mg/L
LCS 029 |mg/L
LCI 0,28 mg/L
LCS (Por Especif. 10%) 0,33 mg/L
LCI (Por Especif. 10%) 0,27 mg/L

Tabla 9. Datos para la carta de control de Fésforo total

1.9 Segun resultados de la validacion el método es apto para el alcance y el uso
propuesto en el numeral 1 del anexo C.
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Anexo E. Estimacion de la incertidumbre del ensayo Fosforo total

1. Mesurando

Se mide la absorbancia a 880 nm del complejo de molibdeno proveniente de la
reduccion del &cido fosfomolibdico causada por el acido ascérbico.

2. Modelo matematico
y = mx
Donde, y: Absorbancia
X: Concentracién (mg P-PO,/L)
m: Sensibilidad del método (L/mg P-PO,)
3. Principio de medicion

Las diferentes formas de fésforo presentes en la muestra se convierten a
ortofosfatos por medio de una digestion acida, luego mediante una determinacion
colorimétrica, en la cual el molibdato de amonio y el tartrato antimonolitico de
potasio reaccionan en medio &cido con ortofosfatos para formar un heteropoliacido
(Acido Fosfomolibdico) de color amarillo palido, que es reducido por el &cido
ascorbico a molibdeno de color azul, se mide la absorbancia a 880 nm, cuya
intensidad es proporcional a la concentraciéon del analito en la muestra.

4. |dentificacion de las fuentes de incertidumbre

Las siguientes consideraciones se tienen en cuenta para estimar la incertidumbre
del ensayo Fdésforo total:

- Temperatura de trabajo: 20 °C, utilizando un terméstato calibrado
- Agua destilada libre del analito de interés
- Reactivos grado analitico

- Fotébmetro calibrado y correcto funcionamiento del equipo segun Procedimiento
Estandar de operacion e Instruccion de trabajo.

Las posibles fuentes de incertidumbre se resumen en la tabla 10 y posteriormente
se desarrollaran en la figura 5.
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Factor critico en la cuantificacion
Procedimiento Aplica No aplica
Incertidumbre Incertidumbre

Preparacion de la solucion madre de X
50 mg P-PO,/L
Preparacion de la solucion intermedia de X
2,5 mg P-PO,/L
Preparacion de la solucién de trabajo de X
0,3 mg P-PO,/L
Preparacién de muestra X
Preparacion blanco de digestion X
Digestion de muestra X
Construccién curva de calibracion X
Preparacién blanco de curva de calibracion X
Lectura fotométrica de patrones y muestras X
Repetibilidad y reproducibilidad (R y r) X

Tabla 10. Fuentes de incertidumbre ensayo de Fésforo total.

5. Diagrama Causa - Efecto

Solucién Madre Solucién Intermedia

e 50 mg P-PO, /L de 2.5 mg P-PO, /L Solucién de Trabajo

de 0.3 mg P-PO,/L

Calibracién matraz

Calibracion matraz
Masamolar / Vol
KH,PO, olumen

Pureza
KH,PO,

mtara Volumen Calibracion pipeta

Calibracion
balanza

Calibracion pipeta
Calibracion matraz
m KH,PO

Calibracion

balanza
m'KH,PO,

[P-POy ] muestra (mg p-po, 1)
Calibracion
matraz

Aforo muestra Repetibilidad

digerida . Ajuste delasefial o
Calibracién lineal validacion
pipeta

L
Volumen
- Curvade Lectura Ryr
Preparacion calibracion fotométrica
demuestra

Figura 5. Diagrama Causa — Efecto ensayo Fosforo total
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6. Calculos

Incertidumbre
Fuente de Incertidumbre Fuente de Incertidumbre original (por I
Magnitud de entrada Valor estimado ; Tipo de distribuci esténdar fuente) i | estandar relativa| [Ue G/
Xi Xi Valor [ Unidades u (x) u (x) u (x)/xi
PREPARACION DEL FOSFATO MONOBASICO DE POTASIO 50 mg/L
Peso del Reactivo 0,2195 g 7,09322E-05| 0,000323154| 1,04E-07
Calibracion de la balanza Fabricante 0,000100626 g B, normal. K=2 0,00005031
tara Fabricante 0,0001 g B, normal. K=2 0,00005
Pureza del Reactivo 0,9996 Certificado 0,0005 N/A__|B, rectangular. 0,00029 0,00029| 0,000288791 8,34E-08|
Peso formula del reactivo 136 g/mol 0,000699906| 5,14637E-06 2,65E-11
K Referencia 0,0001| g/mol |B, rectangular 5,7735E-05
H, Referencia 0,00007| g/mol |B, rectangular 8,0829E-05
P Referencia 0,000002| g/mol B, rectangular 1,1547E-06
O, Referencia 0,0003[ g/mol |B, rectangular 6,9282E-04,
Dilucién del reactivo 1000 N/A 0,065 0,000065| 4,225E-09
Incertidumbre calibracién del balén B20-1000 Calculada 0,13 mL_|B, normal. K=2 0,065
PREPARACION DE PATRONES INTERMEDIOS Y DE TRABAJO
Preparacion patron de 2,5 mg/L mg/L
Incertidumbre calibracion del balén B4-100 100 Calculada 0,02 mL B, normal. K=2 0,01 0,01 0,0001 1,00E-08
Incertidumbre calibracién de pipeta PV37 5 Calculada 0,01 mL B, normal, K=2 0,005 0,005 0,001 1,00E-06
Preparacion patrén de 0,3 mg/L mg/L
Incertidumbre calibracion del balén B5-100 200 Calculada 0,13 mL B, normal. K=2 0,065 0,065 0,000325 1,06E-07
Incertidumbre calibracién de pipeta PV37 24 Calculada 0,02 mL B, normal. K=2 0,02 0,02] 0,000833333 6,94E-07
PREPARACION DE MUESTRAS

6n del volumen de muestra 100 mL 0,025 0,00025 6,25E-08
Incertidumbre calibracién pipeta PV40 Calculada 0,05 mL_[B, normal. K=2 0,025
Aforo de la muestra despues de digerirla 100 N/A 0,01 0,000100} 1,00E-08]
Incertidumbre calibracion del balén B4-100 Calculada 0,02 mL _[B, normal. K=2 0,01
Setal del equipo por medicion de muestras y patrones 03 UA 352E-03|  1,174E-02| 1,38E-04
Repetibilidad de la sefial Mediciones 6,10E-03 UA A, normal 3,52E-03
Incertidumbre de la curva de calibracién ajustada por minimos cuadrados 0,3 UA 0,0011) 0,003666667 1,34E-05
Desviacion en la medicién de la ordenada (Absorbancia) Calculos 0,0011 UA
Repetibilidad y reproducibilidad (R & r) 03 N/A 1,49E-03 4,96E-03|  2,46E-05

Tabla 11. Formato para estimar la incertidumbre del ensayo Fosforo Total

En la tabla 11 se observan de donde provienen los valores para la estimacién de
la incertidumbre de medicion del ensayo Fosforo total, por lo cual se aplicaran las

ecuaciones 3y 4:

U(x)_
x

Donde:

Incert.original

U(xi) =
(i Tipo de distribucion

a. Incertidumbre por la solucion madre de 50 mg P-PO./L, Ugy:

Usmy

7,09322 107> 5

[SM] 0,2195

+(

0,00029 .

0,000699906 _,

0,065

0,9996

136

1000

b. Incertidumbre por la solucion intermedia de 2,5 mg P-POJ/L, Us;:

Usn 1,001 0,005

[s1] (100)2+( 5

)2 =1,00 1073
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c. Incertidumbre por la solucién de trabajo de 0,3 mg P-PO,/L, Usr:

U 0,065 0,02
“”—\/( )+ () =894x107

[ST] ~ . 200 2

d. Incertidumbre por preparacion de la muestra, Uyx:

U 0,025 0,01
(Mx) J( )2 =2,69%107*

[Mx] ~ % 100 )* + (g0

e. Incertidumbre por Lectura fotométrica, U ¢:

U 3,52 x 1073

f. Incertidumbre por Repetibilidad y reproducibilidad, Ugy,:

U 1,49 1073
T

g. Incertidumbre por la curva de calibracién, Ucc:

La ecuacion para estimar la incertidumbre por el ajuste lineal de la curva de
calibracion es la que se describe en 5:

s |1 1 (CM—E)Z
Uccy=7 [-+=—+ ——=
O b\]p n Syx

(5)

Donde,

s: Desviacion estandar residual regresion lineal

b: Pendiente curva de calibracion

p: Niumero de mediciones de la muestra objeto de estudio
n: Nimero de patrones de la curva de calibracién

Cwum: Concentracion de la muestra

C : Concentracion promedio de los patrones
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S,x. suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones obtenidas

Para realizar el célculo de (_:, se utilizan los datos obtenidos en la validacién, de
forma tal que las concentraciones de los patrones se encuentran en la tabla 12:

Concentracion del Patron (mg P-PO4/L) | Absorbancia
0,03 1,8441 E-2
0,05 3,0732 E-2
0,08 51293 E-2
0,10 6,3837 E-2
0,30 0,19219
0,50 0,31794
0,60 0,38184

Tabla 12. Curva de calibracién Fosforo total

La ecuacion de la recta se observaen 6: y =0,637x (6)

c 0,03 + 0,05+ 0,08 + 0,10 + 0,30 + 0,50 + 0,60
7

c

0,24 mg P — PO,/L

Sxx Y S se calculan mediante las ecuaciones 7 y 8:

Sxx =Z(C: _Ej:

(7)

||E?=1[‘£1:' — (b, +b; =C)1*
Y " ®
Donde,
Ai: Absorbancia del patréon i
bo: Intercepto de la curva de calibracion (en este caso = 0,00)

b;: Pendiente de la curva de calibracion

Ci: Concentracion del patron i
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Ci (Ci-Cy
0,03 0,0441
0,05 0,0361
0,08 0,0256
0,10 0,0196
0,30 0,0036
0,50 0,0676
0,60 0,1296

Z“’f _ ey 0,326

Por lo tanto, se tiene que:

n

S, = Z(Ci —€)?=10,326

1=

C A [4; — (B, + b, * C))1?

0,03 1,8441E72 4,48E-7

0,05 3,0732 E2 1,25E-6

0,08 5,1293 E2 1,11E-7

0,10 6,3837 E2 1,88E-8

0,30 0,19219 1,19E-6

0,50 0,31794 3,14E-7

0,60 0,38184 1,30E-7
Zfﬂe — (b, +b; = C)1? 3,46E-6
i=1

De lo anterior se obtiene:

"4 — (b, + b G2 [346E -6
s=j2‘1[l (b, + b = G =J = 832E -4

n—2 5

Se asumira que la concentracion de la muestra, Cy, es de 0,30 mg P-PO./L, que
corresponde a la mitad del rango trabajo, para efectos practicos de calculo.
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= 0,0011

Upy = ———— |=
(6 0,637 0,326

832E—4 |1 1 (0,30—0,24)2
> + 7 +

Uccy  |,0,0011
[cc] ( 0,3

)2 =3,67 1073

h. Incertidumbre combinada ensayo Fosforo total

Se combinan cada una de las contribuciones a la incertidumbre del ensayo.

Up-poajry J(4,38 * 10742 + (1,00 * 1073)2 + (8,94 = 10~4)2 + (2,69 * 10~4)?

[P — PO4/L] ~ +(1,17 % 1072)2 4 (4,96 * 103)2 + (3,67 * 1073)2
Up-proasry -
[PTO‘I‘/L] = 1,33 * 10

i. Incertidumbre expandida, K = 2. Intervalo de Confianza = 95%

Up-pro4/L)

_ -2

P —poa/f = 331107 %2
Up-proa/y

P —poasL] - 03

j- Expresién de los resultados
[P'PO4/|—]muestra = [P'PO4/|—]muestra + (0,03 * [P'PO4/|—]muestra)
k. Contribuciones a la incertidumbre de F6sforo total

En la figura 6 se observa como las diversas fuentes contribuyen a la incertidumbre
del ensayo foésforo total.
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Incertidumbre total

0,013305

Curvade Calibracién 0,003670
Ryr | 0,004960
Lecturafotométrica | 0,011700
Preparacion de la muestra | 0,000269
Solucién de Trabajo 0,30 mg P-PO4/L | 0,000894
Solucién Intermedia 2,5 mg P-PO4/L | 0,001000
Solucion Madre 50 mg P-PO4/L | 0,000438 ’ ,
T T T T T T f
0,0000 0,0020 0,0040 0,0060 0,0080 0,0100 0,0120 0,0140

Incertidumbre Estandar Relativa

Figura 6. Contribuciones ala incertidumbre del ensayo Fosforo Total
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Anexo F. Trazabilidad del ensayo Fosforo total

Medicion Vol. Mx
Adicion de acidos y
perlas de ebullicién

Digestion hasta observar
vapores cafés

v

Adicién de Agua destilada
y gotas de fenolftaleina

Adicién de NaOH 33%
hasta coloracién rosa

Preparacion
Solucién Madre

Transferir, filtrando a
balén de 100 mL

A 4

¢ Preparacion
Curva de Calibracion

Aclimatar v aforar

¢ A 4

Medir 50 mL solucion + Medir 50 mL solucion
gotas de H,SO,4 5N + + 8 mL coloreadora
8 mL de reactivo coloreador

A\ 4
Lectura en fotbmetro a los 15 minutos

v

Resultado (mg P-PQO,/L)

Figura 7. Esquema del ensayo Fésforo total

En la figura 7, se esquematizan las diferentes etapas para el ensayo de fésforo
total de forma tal que se pueda tener un panorama general para establecer la
trazabilidad del ensayo.
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Aseguramiento de la trazabilidad

Medicion Vol. Mx: La trazabilidad de la temperatura del termdstato se tiene por
calibracion con termometro calibrado.

Se asegura la trazabilidad de la medicion del volumen usando la pipeta bajo las
condiciones descritas por el fabricante, ademés se cuenta con una calibracion
hecha en el laboratorio.

Transferir, aclimatar y aforar a un balén de 100 mL: Se asegura la trazabilidad del
balén mediante una calibracion hecha en el laboratorio del material volumétrico y
usando la solucién a 20 °C.

Medir 50 mL solucion + Gotas de H»SO, 5N + 8 mL Reactivo coloreador:
Se asegura la trazabilidad de la medicién de los volumenes de solucion y
coloreadora usando las pipetas bajo las condiciones descritas por el fabricante,
ademas se cuenta con una calibracion hecha en el laboratorio.

Lectura _en el Fotometro: Se asegura la trazabilidad en la lectura mediante
certificacion de mantenimiento y tests del equipo realizada segun el fabricante.

Preparacién de la solucion madre: La trazabilidad de la temperatura de la estufa
para secar el material de referencia se tiene por verificacion con termémetro
calibrado.

Se asegura la trazabilidad del valor de la masa pesada del material de referencia
mediante certificado de calibracién de la balanza analitica y usandola bajo las
condiciones de temperatura y humedad relativa controladas.

Se asegura la trazabilidad del balon mediante una calibracion hecha en el
laboratorio del material volumétrico.

Preparacién de la Curva de Calibracion: Se asegura la trazabilidad de las pipetas
usandolas bajo las condiciones descritas por el fabricante, ademas se cuenta con
una calibracion hecha en el laboratorio.

Se asegura la trazabilidad de los balones mediante una calibracién hecha en el
laboratorio del material volumétrico, y usando las soluciones a 20 °C.
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Anexo G. Puntos criticos del ensayo Fésforo Disponible Total

Medir 50 mL de muestra* +
8 mL de reactivo coloreador

\ 4
Lectura en fotbmetro a los 15 minutos

'

Resultado (mg P-PO,/L)

Figura 8. Puntos criticos del ensayo Fésforo Disponible Total

En la figura 8, se esquematiza el analisis de Fosforo Disponible Total con los
puntos criticos (*).

Nota: Para la adecuada preparacion del reactivo coloreador remitirse al Standard methods for the examination
of water and wastewater. 22™. 2012. Método 4500 P — E.
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Anexo H. AMEF Fésforo Disponible Total

Descripcion del Proceso 2 E 5
X > . ° S| Acciones
Modo de falla potencial| Causas de falla potencial | FEfecto de falla potencial 5| Controles actuales ol
3 > 2| =| recomendadas
Etapas del proceso S 2 a
Enfrenamiento para
Medir 50 mL Mx y transfermlos aun  |Medir mas o menos del Repoite emmineo de fasforo. realizar el pipeteado
1|beaker de 100 mL volumen ndicado Manejoincamecto de la pipeta | 3|Sesgo negativo 8| comectamernte 2| 48]
Preparar siempre el Preparar sblo la
reaciivo coloreador L k
[Adicionar 3 mL Reactivo Coloreador y | Adicionar mas o menos | Determmacion nadecuada de Repoite emmineo de fasforo. anles de regliz ar el
2|agitar del volumen ndicado  |la canfidad de volumen 3/5esg0 negativo B|ensayo 1
No permilir el
cdentamiento previo Verifiicar encendido de
Calentar Eimparas minmmo 10 de las lamparas y todo el equipo. Efectuar Verificar que se
minutos, hacer lecturas después de  |realizar lechwras fuera  |No rediizar d procedimiento en| Repoile ermtneo de fésforo. ka5 mediciones antes de haya cargado el
3|15 minulos pero antes de 30 minutos |del fiempo indicado 105 ndicados 3|Sesgo negativo 8|30 min 2| 43| mélodo de fosfalos

Tabla 13. AMEF Fosforo Dispdnible Total
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Anexo |. Plan de validacién Fosforo Disponible Total

1. Alcance

El método es apropiado para determinar Fésforo Disponible Total (como
ortofosfatos) en aguas naturales (superficiales y subterraneas) y residuales
(domésticas e industriales), en el rango comprendido entre 0.03 mg P-POu4/L y
0.60 mg P-POuJ/L.

2. Principio

Este método es aplicable para la determinacion de Fosforo Disponible Total por
una determinacion colorimétrica, en la cual el molibdato de amonio y el tartrato
antimonolitico de potasio reaccionan en medio acido con ortofosfatos para formar
un heteropoliacido (Acido Fosfomolibdico) de color amarillo pélido, que es
reducido por el &cido ascorbico a molibdeno de color azul, cuya intensidad es
proporcional a la concentracion del analito®” y puede ser determinado por
fotometria a 880 nm, donde las reacciones que se llevan a cabo se representan
por medio de las ecuaciones 1y 2:2%293°

PO,> +12M00,* + 27H" — H3P0O4(M0O3)1» + 12 H,0 (3)
H3PO4(MoO3)1» + CeHgOg — Azul de fosfomolibdeno [Mo(*") — Mo(¥)] (4)
3. Criterios de Aceptacion

Exactitud expresada como porcentaje de error (% E) menor 6 igual al 10 % para
patrones.

Precision expresada como porcentaje de coeficiente de variacion (% CV) menor 0
igual al 10 % para los patrones y muestras

27" American Public Health Association, American Water Works Association & Water Environment
Federation. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 22", Washington, D.C., 2012.
%% McKELVIE, I; PEAT, D; WORSFOLD, P. Techniques for the quantification and speciation of phosphorus
in natural waters. No.10 (Analytical Proceedings Including Analytical Communications, 1995) Pag. 437- 445.
» ROBARDS, K; MCKELVIE, |; BENSON, R; WORSFOLD, P; BLUNDELL, N; CASEY, H
Determination of carbon, phosphorus, nitrogen and silicon species in waters. No. 3 (Analytica Chimica Acta,
1994) P4g 147-190.

% WORSFOLD, P; GIMBERT, L; MANKASINGH, U; OMAKA, O; HANRAHAN, G; GARDOLINSKI, P;
HAYGARTH, P; M; TURNER, B; KEITH-ROACH, M; MCKELVIE, I. Sampling, sample treatment and
quality assurance issues for the determination of phosphorus species in natural waters and soils. No. 2
(Talanta, 2005) Pag. 273 - 293
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4. Parametros de Validacién

Se considera que aplican para la validacion los siguientes parametros: Limite de
cuantificacion y deteccion, rango lineal y de trabajo, exactitud y precision,
porcentaje de recuperacion y sensibilidad.

4.1 Limites de deteccion y de cuantificacion

Previamente a la validacion del método se realizaron varios ensayos analizando
patrones de diferente concentracion, con el fin de determinar cuéal de ellos cumple
con los criterios de aceptacion establecidos en cuanto a exactitud expresada como
%E y precision como %CV. Posterior a la seleccién del estandar adecuado y con
el objetivo de ratificar el limite de cuantificacion experimental, se evaluaran
réplicas de un patron de concentracién 0.03 mg P-PO,/L.

4.2 Rango Lineal

Para la determinacion del rango lineal se analizardn una serie de patrones que
comprendan aproximadamente el rango sugerido por el método (Segun Standard
Methods Ed 22. de 0.15 a 1.3 mg P-POy,/L).

4.3 Rango de trabajo

Con base en el resultado del rango lineal se definira el rango de concentraciones
en los cuales se obtengan resultados coherentes con los criterios de calidad
especificados por el laboratorio. El patron mas bajo sera la concentracién definida
como limite de cuantificacion.

4.4 Exactitud

Con el fin de evaluar la exactitud del método se analizaran diariamente 2 réplicas,
durante 7 dias, de 3 estandares de diferente concentracion. Los estandares se
preparan a partir de diluciones de la solucién madre de 50 mg P-PO,/L:

- Solucién Madre: Concentracion tedrica de 50 mg P-POA4/L, preparada por
pesada directa de 0.2195 g de Fosfato monobésico de Potasio MR, secado
previamente a 105 °C por 1 hora y disuelto en 1 L de agua destilada
aforando a 20 °C.

- Patréon Intermedio: Concentracion teérica de 2.5 mg P-PO,/L, preparado

por dilucion, midiendo 10 mL de la solucion madre y diluyendo a 200 mL
con agua destilada aforando a 20 °C.
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- Estandar Bajo, Eb: Concentracion teorica de 0.03 mg P-PO,/L, preparado
por dilucién, midiendo 3 mL del Patrén intermedio y diluyendo a 250 mL con
agua destilada aforando a 20 °C.

- Estadndar Medio, Em: Concentracion tedrica de 0.30 mg P-POJ/L,
preparado por dilucién, midiendo 24 mL del Patron intermedio y diluyendo a
200 mL con agua destilada aforando a 20 °C.

- Estandar Alto, Ea: Concentracion tedrica de 0.60 mg P-PO4/L, preparado
por dilucion, midiendo 48 mL del Patron intermedio y diluyendo a 200 mL
con agua destilada aforando a 20 °C.

4.5 Precisiéon

Para evaluar la precision del método se analizardn diariamente réplicas de
estandares y muestras dentro del rango de aplicacién del método. La precision se
evaluara en términos de Repetibilidad y de Repetibilidad intermedia de los
estandares.

Asi mismo se incluiran 2 muestras naturales cuyos valores de fésforo (como
ortofosfato) se encuentran dentro del rango de aplicacion del método. El objeto de
incluir muestras en este parametro es conocer la precision en términos de %CV
cuando se analizan duplicados de muestras; a la vez que se analiza
especificamente para esta determinacion el efecto de las diluciones sobre el
resultado.

M1 - Muestra PTAR — UTP
ARD - Efluente. Con una concentracién de fésforo cercana a 0.16 mg P-PO,/L.
M2 - Muestra PTAR — UTP

ARD - Afluente. Con una concentracion de fésforo cercana a 0.60 mg P-PO,/L
con un factor de dilucion, FD = 10 veces.

Estandares y muestras Eb Em Ea M1 M2

Concentracion mg P-PO,/L 0.03 0.30 0.60 Aprox. 0.16 | Aprox.0.60
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4.5.1 Precision en términos de Repetibilidad

El analista responsable aplicara el método a todos los estdndares y muestras
propuestas durante 7 dias en la validacion.

4.5.2 Precision en términos Repetibilidad intermedia

El analista sustituto aplicara el método a todos los estandares y muestras
propuestos

4.5.3 Reproducibilidad

Se evaluara la Desviacion estandar media de las series de mediciones. En esta
prueba es posible evaluar la dispersién de cada una de las series de datos (S)
frente al niUmero total de datos (N) y al nimero total de series de mediciones (k).

S, = iZk:(ni ~1)s,”

YNk &

Donde:

n = NUmero de mediciones por serie
N = Numero total de mediciones

k= Numero de series de mediciones.

Se espera que la desviacion estandar media de las series de mediciones cumpla
con los criterios de aceptacion establecidos.

4.6 Recuperacion

Con el fin de evaluar el porcentaje de recuperacién se analizara 1 muestra de
agua (M1) que contiene una concentracién aproximada de 0.16 mg P-PO,/L a la
cual se le efectuara una adicién baja (Ab) de aproximadamente 0.05 mg P-PO./L
(33%) y una adicion alta (Aa) de aproximadamente 0.14 mg P-PO,/L (87%) de la
concentracion de la muestra.

La muestra y las muestras adicionadas se analizaran por el analista responsable
durante 7 dias en la validacion, durante un dia en la mafiana y en la tarde.
El analista sustituto efectuara el analisis durante 2 dias al final de la validacion.
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A partir de los valores promedio obtenidos, cada dia, para la muestra y de los
valores promedio obtenidos, cada dia, para las adiciones se calcularad el
porcentaje de recuperacion. Una vez terminada la validacion se espera obtener
un porcentaje de recuperacion de 100% * 20%.

Las adiciones sugeridas se hardn diariamente, a partir de una solucion patrén de
2.0 mg P-PO4/L y una soluciéon patrén de 3.5 mg P-PO4/L. La preparacion de las
muestras adicionadas se describe a continuacion:

- Patron de 2.0 mg P-PO4/L: Preparado por dilucién, midiendo 4 mL de la
solucién madre y diluyendo a 100 mL con agua destilada aforando a 20 °C.

- Patrén de 3.5 mg P-PO,/L: Preparado por dilucion, midiendo 7 mL de la
solucion madre y diluyendo a 100 mL con agua destilada aforando a 20 °C.

- M1 + Ab: Medir 150 mL de la muestra M1, adicionarle 4 mL de solucion
patron de 2.0 mg P-POyL, homogenizando adecuadamente.

- M1 + Aa: Medir 150 mL de la muestra M1, adicionarle 6 mL de solucién
patrén de 3.5 mg P-PO,/L, homogenizando adecuadamente.

4.7 Sensibilidad

En el LQA se ha establecido que la determinacién de la sensibilidad aplica a
procedimientos de ensayo en los que se requiera la construcciéon de curvas de
calibracion. La sensibilidad estard dada por el valor promedio de la pendiente de
las curvas de calibracion obtenidas durante la validacion.

5. Materiales
5.1 Equipos

Estufa de secado marca Binder

Balanza analitica marca Sartorious BP 221 S

Cabina de extraccién de gases y humos marca C4 modelo C 120 X
Agitador magnético marca Heidolph MR 3001 con barras magnéticas
Termoéstato marca Julabo modelo F34

Digestor de Fosforo marca Gerhardt tipo Kl 16

Fotometro marca Shimadzu modelo UV — 1700
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5.2 Reactivos

Agua destilada

Fosfato monobasico de Potasio, MR
Acido Nitrico concentrado

Acido Sulfurico concentrado

Acido Sulfurico 5 N

Tartrato antimonolitico de potasio p.a
Molibdato de amonio p.a

Acido Ascorbico p.a

Fenolftaleina

5.3 Material de Vidrieria

Balones de digestion Kjeldahl

Balones aforados de 100 mL, 200 mL, 250 mL, 1000 mL. Clase A
Pipetas aforadas de 3 mL, 4 mL, 8 mL, 10 mL, 15 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL.
Pipetas graduadas de 10 mL.

Beakers de 100 mL, 250 mL, 1000 mL.

Erlenmeyer de 100 mL, 250 mL.

Probetas de 50 mL y 100 mL

Embudos de 5 cm de diametro

Espatula

Frasco lavador

Varilla de vidrio

Papel filtro cualitativo Munktell No. 125
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Anexo J. Resultados validacion Fosforo Disponible Total

1. Recoleccién de datos

En la tabla 14, se encuentra el consolidado de datos producto de la validacién y en la tabla 15 el consolidado

de la muestra adicionada.

Valor nominal 0,03 0,30 0,60 NA NA NA 100 NA NA 100
(mg/L)
W a . g . g . Muestra baja + Adicién Muestra baja + Adicion
& Analito Estdndar bajo (Eb, Estdndar medio (Em, Estdndar alto (Ea, Muestra baja (M1 Muestra alta (M2, %R (M1ADb, %R (M1Aaq,
g i tjo (Eb) (Em) (Ea) ja (M1) (M2) Baja (M14b) R (M1Ab) Alta (M1Aa) (M1Aa)
Fecha g el @ | EEm g o ° ° ° °
Uso Exac’titud’ ® precl.s/lon. ® Exactitud, ® Precision, ° Precision, ° Precision, % ° Reactividad Precision, % ® Reactividad
L g et G § precision g % Recuperacion ,;E, % Recuperacion g Recuperacién g cruzada Recuperacién g cruzada
Precision & Cartas de & & & o a «
antral
Unidades
9 9
Dia Analista mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L %R mg/L mg/L %R
. . 0,029 0,297 0,593 0,16 5,88 0,2 0,29
19/06/2012 Dial Oscar Cuéllar 0,030 0,03 0,007 0,30 0,593 0,59 0.16 0,16 5.86 5,87 0.2 0,22 108 0,29 0,29 102
0,030 0,299 0,600 0,16 5,87 0,2 0,29
20/06/2012 o 5 A 2 A 3 2 2 )
/06/20: Dia2 Oscar Cuéllar 0,030 0,03 0,209 0,30 0,598 0,60 0.16 0,16 588 5,88 0.2 0,21 102 0,29 0,29 101
. , 0,031 0,300 0,598 0,16 5,99 0,2 0,29
21/06/2012 Dia3 Oscar Cuéllar 0,030 0,03 0,299 0,30 0,598 0,60 0,16 0,16 5.8 5,99 02 0,22 113 0,29 0,29 103
] 0,030 0,301 0,610 0,16 5,92 0,2 0,3
22/06/2012 Dia4 Oscar Cuéllar 0,031 0,03 0303 0,30 0,600 0,61 016 0,16 5,90 591 02 0,21 103 03 0,30 102
. . 0,030 0,300 0,600 0,16 5,94 0,2 0,3
25/06/2012
/06/. Dia5 Oscar Cuéllar 0,030 0,03 0,300 0,30 0,600 0,60 0.16 0,16 593 5,94 0.2 0,22 108 03 0,30 103
0,030 0,301 0,601 0,16 5,95 0,2 0,3
2 2012 " ) A 2 A 3 5 2 2
6/06/20 Dia 6 Oscar Cuéllar 0,030 0,03 0,301 0,30 0,600 0,60 0.16 0,16 595 5,95 0.2 0,21 97,39 03 0,30 103
. " , 0,030 0,301 0,600 0,16 5,95 0,2 0,3
27/06/2012 | Dia7 (Mafiana) | Oscar Cuéllar 0,030 0,03 0,300 0,30 0,600 0,60 0.16 0,16 505 5,95 02 0,21 103 03 0,29 104
] 0,030 0,300 0,600 0,16 5,95 0,2 0,3
27/06/2012 | Dia7 (Tarde) Oscar Cuéllar 0,030 0,03 0,300 0,30 0,600 0,60 016 0,16 5,95 5,95 02 0,21 103 03 0,29 100
Mauricio 0,028 0,296 0,594 0,16 5,82 0,2 0,3
27/06/2012 | Dia 1 Sustituto . 0,03 . 0,30 . 0,60 . 0,16 - 583 . 0,21 101 . 0,28 100
08! e Soust Camacho 0,029 0,207 0,5% 016 5,34 02 03
" . Mauricio 0,029 0,290 0,590 0,14 5,86 0,2 0,3
2 2012
8/06/20 Dia 2 Sustituto Camacho 0,030 0,03 0,300 0,30 0,592 0,59 0,15 0,14 5.89 5,88 02 0,19 100 03 0,27 101
a o - 0,031 0,301 0,597 5,86
26/06/2012 | Dia 1 Sustituto2| Monica Rodas 0,032 0,03 0,303 0,30 0,601 0,60 5.89 5,88
Total datos n 22 22 22 20 22 20 20
Prueba F ProControl Ver registros Procontrol
Prueba t ProControl Ver registros Procontrol
Rango Minimo 0,03 0,03 0,29 0,30 0,59 0,59 0,14 0,14 5,82 5,83 0,19 0,19 97,4 0,27 0,27 100
& Maximo 0,03 0,03 0,30 0,30 0,60 0,60 0,16 0,16 5,99 5,99 0,22 0,22 113 0,30 0,30 104
Media X 0,03 0,03 0,30 0,30 0,60 0,60 0,16 0,16 591 591 0,21 0,21 104 0,29 0,29 102
Desviacién S 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,05 0,05 0,01 0,01 4,51 0,01 0,01 1,38
Coeficiente variacién %CV 2,69 0,90 0,73 3,89 3,98 0,79 0,80 3,41 3,49 4,35 2,36 2,39 1,35
Error %Error 0,26 0,25 0,28 NA NA NA NA NA NA 3,77 NA NA 1,97
LDM 3s 0,00
L™ 105 0,01

Tabla 14. Consolidado de datos validacion Fosforo Disponible Total
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Valor ol M WA 1060 M A 1060
(mg/L)
" Analito Muestra baja (M1) | Muestra baja + Adicion Baja %R (MIAb) | Muestra baja + Adicion Alta %R (M1Aa)
5 2 2 2 9 9
Fecha S Uso Precision, B Precision, % B Reactividad | 9 Precision, % b Reactividad | §
> % Recuperacion g Recuperacion g cruzada g Recuperacion g cruzada g
o o o o o
0 li\r::;;itzs mg/L mg/L %R mg/L mg/L %R %R
. ) 0,16 0 109 029 102
19/06/2012 Dial Oscar Cuéllar 05 0,16 0 0,22 0 108 D 029 0 102
, ) 0,16 01 102 029 101
20/06/2012 Dia2 Oscar Cuéllar 015 0,16 0 0 0 102 0 029 0 101
, ; 0,16 0,22 115 029 103
21/06/2012 Dia3 Oscar Cuéllar 05 0,16 0 0,22 0 113 ¥ 029 0 103
, ) 0,16 01 102 030 102
22/06/2012 Dia4 Oscar Cuéllar 05 0,16 0 02 0 103 0 030 0 102
) . 0,16 02 109 030 104
25/06/2012 Dia5 Oscar Cuéllar 015 0,16 0 0,22 0 108 0 030 0 103
26/06/2012 Dia6 Oscar Cuéllar Vs 016 W 021 : 974 WE 030 o 103
0,16 ' 01 ' 97 ' 030 ' 106
L , 0,16 021 10 0 0
27/06/2012 | Dia7(Mafiana) | Oscar Cugllar 05 0,16 0 021 0 103 0 0,29 mn 104
27/06/2012 | Dfa7(Tarde) | Oscar Cudllar bie 016 ut 021 > 103 L 029 a 100
0,16 ' 01 ' 103 0,29 ' 100
oo | Datsuttwo | P |20 Lol 2 o i | 0 ——
Camacho 016 ' 020 ' 9 029 ' 101
) . Mauricio 0,14 0,19 101 027 103
28/06/2012 | Dia2 Sustituto Camacho 05 0,14 0 019 % 999 ¥ 027 0 101
26/06/2012 | Diad Sustituto2| Mdnica Rodas 016 016 o 021 s 98,5 Ll 029 = 100
0,16 ' 01 ' 101 ' 0,29 ' 9
Total datos n 0 0 0 2 2
Prueba F ProControl Ver registros ProControl
Pruebat ProControl Ver registros ProControl
Rango Minimo 0,14 0,14 019 0,19 959 |94 0 027 994 100
Maximo 0,16 0,16 00 02 15 |13 030 030 106 104
Media X 0,16 0,16 021 021 103|103 029 029 102 102
Desviacion 5 0,01 0,01 0,01 0,01 466 456 001 0,01 166 | 142
Coeficiente variacion %CV 3N 378 3,26 332 45 |44 225 22 1,63 1,39
Error YeError NA NA NA NA NA 329 NA NA NA 180
LDM 3
LCM 105

Tabla 15. Consolidado muestra adicionada validacién Fosforo Disponible Total
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1.1 Limite de deteccién y Limite de cuantificacién

En la tabla 16, se muestran los ensayos realizados para determinar el limite de
deteccidon LD y el Limite de cuantificacion LC. Los criterios de aceptacion para %E
y %CV son del 5%.

El Limite de cuantificacién definido fue de 0,03 mg P-POJ/L; si bien el patron de
0,02 mg P-PO,/L también cumple con los requisitos establecidos, se optd por el
estdndar de mayor concentracion para trabajar con un mayor margen de
seguridad.

El limite de deteccion definido fue de 0.01 mg P-PO,/L

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4
mg/LP-PO, 0,01 0,02 0,03 0,01 0,02 0,03 0,04 0,01 0,02 0,03 0,02 0,03
0,010 0,021 0,036 0,011 0,021 0,030 0,040 0,011 0,020 0,030 0,021 | 0,030
0,012 0,026 0,035 0,010 0,020 0,030 0,040 0,011 0,020 0,030 0,020 | 0,031
0,014 0,025 0,036 0,011 0,022 0,031 0,041 0,011 0,021 0,031 0,021 | 0,031
0,014 0,025 0,038 0,012 0,023 0,031 0,040 0,011 0,022 0,030
0,013 0,026 0,038 0,009 0,023 0,031 0,040 0,010 0,020 0,031
0,013 0,025 0,038 0,010 0,019 0,031 0,041 0,010 0,020 0,030
Promedio 0,013 0,025 0,037 0,010 0,021 0,031 0,040 0,011 0,020 0,030 0,021 | 0,031
Desviacion 0,002 0,002 0,001 0,001 0,002 0,000 0,000 0,001 0,001 0,000 0,000 | 0,000
% CV 12,0 7.2 3.3 6,7 A 1,1 1,1 5.3 3,9 0,9 0,9 1,3
%Error 25,8 23,1 23,1 4,6 6,0 1,9 0,6 8,2 2,3 1,2 2,8 1,9

Tabla 16. Ensayos Limite de Cuantificacién Fésforo Disponible Total

1.2 Rango Lineal

El rango lineal se encuentra entre 0,02 mg P-PO,/L y 1,2 mg P-PO,/L, como se
observa en la figura 9.

0,700
y =0,622x
0,600 R2=0,999 A
0,500
1S
j
& 0,400
[se]
© 0,300
|
I
=2
o 0,200
(72}
2 /
0,100 /
0,000 - T T T T T )
(0} 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracion P-PO4 (mg/L

Figura 9. Rango lineal ensayo Fosforo Disponible Total
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1.3 Rango de trabajo

0,450
0,400

0,350 /

0,300

0,250
0,200 /
0,150

0,100
0,050 /

0,000

Absorbancia, 880 nm

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Concentracion P-PO4 (mg/L

Figura 10. Rango de trabajo ensayo Fosforo Disponible Total

Si bien el rango lineal se encuentra comprendido entre 0,02 mg P-POJL y
1,2 mg P-PO4L, se optdé por el rango de trabajo comprendido entre
0,03 mg P-PO4/L y 0,60 mg P-PO4/L (Ver figura 10), lo cual obliga a que se
realicen diluciones a muestras que estén por encima de esta concentracion, dado
que durante la estandarizacibn se encontr6 que algunas muestras con
concentraciones superiores a 1,2 mg P-PO4/L entraban en el rango de trabajo
(sesgo negativo), causando errores en la cuantificacion, pues una vez se
efectuaban diluciones se encontraba que su concentracioén era mayor.

1.4 Exactitud

En cuanto a la exactitud, evaluada a través del %E de los estandares, se pudo
evidenciar que el método cumple con el criterio de aceptacion establecido en el
literal tres del anexo |.

1.5 Precisién

La precision de la mediciéon se evalué bajo condiciones de Repetibilidad y de
reproducibilidad. En cuanto a la precision, evaluada a través del %CV, se pudo
evidenciar que el método cumple con los criterios de aceptacion establecidos en el
literal tres del anexo | para todos los estandares.
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Las muestras naturales presentan %CV del 3,89% y 0,80%, sin embargo esta
variabilidad no afecta los resultados analiticos de las muestras que se analizan
habitualmente en el laboratorio porque para el ensayo de Fosforo Disponible Total
se ha establecido una prioridad 1 en la ejecucion de los ensayos con lo cual se
garantiza que el analisis de Fésforo se efectie de acuerdo al tiempo maximo de
almacenamiento establecido en el DE 097.

De manera general, las pruebas F y T realizadas (Los datos pertenecen al LQA,
razén por la cual no se muestran), con el software estadistico Procontrol®,
no muestran diferencias significativas entre las varianzas, motivo por el cual, se
considera que existe Repetibilidad y Repetibilidad intermedia entre el analista
responsable y el analista sustituto. Los resultados para el mismo analista en la
mafiana y en la tarde proporcionan evidencia de condiciones de Repetibilidad.

La desviacion estdndar media del método es 0,88 %CV, valor que se calculé a
través del software estadistico Procontrol con un 95% de seguridad estadistica, el
cual proporciona evidencia de condiciones de reproducibilidad y que se encuentra
por debajo de los criterios de aceptacion establecidos en el LQA.

1.6 Recuperacién

De acuerdo con la tabla 14, los porcentajes de recuperacién obtenidos para la
muestra adicionada fueron del 103% para la adicion baja y del 102% para la
adicion alta.

Los porcentajes de error obtenidos tanto para la adicion baja (0,00%) como para la
adicién alta (3,33%) son menores al 20%, evidenciando que no existen efectos de
matriz.

1.7 Sensibilidad

El valor promedio de la pendiente de las curvas de calibracién obtenidas durante
la validacién fue de 0,636 cuyo valor se traduce en la sensibilidad del método.

1.8 Limites de control establecidos para las cartas de control

Después de haber efectuado la validacion del método se han definido los
siguientes limites de control (LCS = 0,30 mg/L y LCI = 0,30 mg/L) para el
estandar medio, de acuerdo con la tabla 17. Sin embargo estos limites son muy
estrechos y no reflejan en realidad la variacién del proceso de medicién, por eso
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para elaborar la carta de control del método se hara con base los limites de control
por especificaciéon (LCS = 0,33 mg/L y LCI = 0,27 mg/L).

Patrén 0,30 mg/L
P di
Dia Réplicas romedio Minimo Maximo Rango
(mg/L)
1 0,297 0,297 0,297 0,297 0,000
0,297
2 0,299 0,299 0,299 0,299 0,000
0,299
3 0,300 0,300 0,299 0,300 0,001
0,299
4 0,301 0,302 0,301 0,303 0,002
0,303
5 0,300 0,300 0,300 0,300 0,000
0,300
0,301
6 . 0,301 0,301 0,301 0,000
0,301
0,301
7 (Mafi ’ 0,301 0,300 0,301 0,001
(Mafiana) 0,300
7 (Tarde) 0,300 0,300 0,300 0,300 0,000
0,300
1 Sustituto 0,296 0,297 0,296 0,297 0,001
0,297
2 Sustituto 0,290 0,295 0,290 0,300 0,010
0,300
1 Sustituto 2 0,301 0,302 0,301 0,303 0,002
0,303
Promedios 0,299 0,299 0,300 0,002
Promedio 0,30 mg/L
Tamaiio subgrupo 2 NA
Factor A, 1,88 NA
Promedio Rango 0,002 mg/L
LCS 0,30 mg/L
LCI 0,30 mg/L
LCS (Por Especif. 10%) 0,33 mg/L
LCI (Por Especif. 10%) 0,27 mg/L

Tabla 17. Datos para la carta de control de Fosforo Disponible Total

1.9 Segun resultados de la validacion el método es apto para el alcance y el uso
propuesto en el numeral 1 del anexo I.

63



Anexo K. Estimacion de la incertidumbre del ensayo Fo6sforo Disponible
Total

1. Mesurando

Se mide la absorbancia a 880 nm del complejo de molibdeno proveniente de la
reduccion del &cido fosfomolibdico causada por el &cido ascérbico.

2. Modelo matematico
y = mx
Donde, y: Absorbancia
X: Concentracién (mg P-PO,/L)
m: Sensibilidad del método (L/mg P-PO,)
3. Principio de medicion

Mediante una determinacion colorimétrica, en la cual el molibdato de amonio y el
tartrato antimonolitico de potasio reaccionan en medio acido con fésforo en forma
ortofosfatos para formar un heteropoliacido (Acido Fosfomolibdico) de color
amarillo palido, que es reducido por el acido ascoérbico a molibdeno de color azul,
se mide la absorbancia a 880 nm, cuya intensidad es proporcional a la
concentracion del analito en la muestra.

4. |dentificacion de las fuentes de incertidumbre

Las siguientes consideraciones se tienen en cuenta para estimar la incertidumbre
del ensayo Fosforo total:

- Temperatura de trabajo: 20 °C, utilizando un terméstato calibrado
- Agua destilada libre del analito de interés
- Reactivos grado analitico

- Fotébmetro calibrado y correcto funcionamiento del equipo segun Procedimiento
Estandar de operacion e Instruccion de trabajo.

Las posibles fuentes de incertidumbre se resumen en la tabla 18 y posteriormente
se desarrollaran en la figura 11.
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4. |dentificaciéon de las fuentes de incertidumbre

Factor critico en la cuantificacion
Procedimiento Aplica No aplica
Incertidumbre Incertidumbre

Preparacion de la solucibon madre de X
50 mg P-PO,/L
Preparacion de la solucion intermedia de X
2,5 mg P-PO,/L
Preparacion de la solucién de trabajo de X
0,3 mg P-PO,/L
Preparacién de muestra X
Preparacion blanco de digestion X
Digestion de muestra X
Construccién curva de calibracion X
Preparacién blanco de curva de calibracion X
Lectura fotométrica de patrones y muestras X
Repetibilidad y reproducibilidad (R y r) X

Tabla 18. Fuentes de incertidumbre ensayo Fésforo Disponible Total

5. Diagrama Causa - Efecto

Solucién Madre Solucién Intermedia

e 50 mg P-PO, 1L de 2.5 mg P-PO, /L Solucion de Trabajo

de 0.3 mg P-PO,/L

Calibracion matraz

/ Volumen

Calibracion pipeta

Pureza

KH,PO; Calibracién matraz

Masamolar
KH,PO,

mtara Volumen

Calibracion
balanza

Calibracion pipeta
Calibracion matraz
m KH,PO,

Calibracion

balanza
m’'KH,PO,

[P-POy4] muestra mg p-Po, 1)

Repetibilidad

Ajuste delasefial

Calibracién lineal validacion
pipeta
Volumen
B Curvade Lectura Ryr
Preparacion calibracion fotométrica
demuestra

Figura 11. Diagrama Causa — Efecto ensayo Fésforo Disponible Total
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6. Calculos

De la misma manera que para el ensayo de fésforo total se utilizaran las mismas
ecuaciones para la estimar la incertidumbre de medicion del ensayo Fosforo
disponible total, observandose en la tabla 19 el origen de los valores para realizar
el respectivo célculo.

Incertidumbre
Fuente de Incertidumbre Fuente de Incertidumbre original (por L,
Magnitud de entrada Valor estimado ' Tipo d 6 estandar fuente) i | estandar relativa| [Uc 0T
X; Xi Valor [ unidades u (x) U (x) u (x)/x;
PREPARACION DEL FOSFATO MONOBASICO DE POTASIO 50 mg/L
Peso del Reactivo 0,2195 g 7,09322E-05| 0,000323154| 1,04E-07
Calibracion de la balanza Fabricante 0,000100626 g B, normal. K=2 0,00005031
tara Fabricante 0,0001 g B, normal. K=2 0,00005
Pureza del Reactivo 0,9996 Certificado 0,0005 N/A__[B, rectangular. 0,00029 0,00029| 0,000288791| 8,34E-08
Peso formula del reactivo 136 g/mol 0,( 5,14637E-06 2,65E-11
K Referencia 0,0001| g/mol |B, rectangular 5,7735E-05
H, Referencia 0,00007( g/mol |B, rectangular 8,0829E-05
P Referencia 0,000002| g/mol_|B, rectangular 1,1547E-06|
O, Referencia 0,0003[ g/mol |B, rectangular 6,9282E-04
Dilucién del reactivo 1000 NIA 0,065 0,000065| 4,225E-09
Incertidumbre calibracién del balén B20-1000 Calculada 0,13) mL |B, normal. K=2 0,065
PREPARACION DE PATRONES INTERMEDIOS Y DE TRABAJO
Preparacion patrén de 2,5 mg/L mg/L
Incertidumbre calibracion del balén B4-100 100 Calculada 002| mL_[B, normal. K=2 0,01 0,01 0,0001] 1,00E-08
Incertidumbre calibracién de pipeta PV37 5 Calculada 0,01 mL__|B, normal, K=2 0,005 0,005 0,001 1,00E-06
Preparacion patrén de 0,3 mg/L. mg/L
Incertidumbre calibracién del balén B5-100 200 Calculada 013| mL B, normal. K=2 0,065 0,065 0,000325| 1,06E-07
Incertidumbre calibracién de pipeta PV37 24 Calculada 0,02| mL_|B, normal. K=2 0,02 0,02]| 0,000833333| 6,94E-07.
PREPARACION DE MUESTRAS

Medicién del volumen de muestra 50 mL 0,01 0,0002| 4,0E-08
Incertidumbre calibracién pipeta PV40 Calculada 0,02 mL B, normal. K=2 0,01}
Sefial del equipo por medicién de muestras y patrones 0.3 UA 3,52E-03 1,17E-02| 1,38E-04
Repetibilidad de la sefial Mediciones 6,10E-03] UA _|A, normal 3,52E-03
Incertidumbre de la curva de calibracién ajustada por minimos cuadrados 0,3 UA 0,0011| 0,003666667| 1,344E-05
Desviacién en la medicion de la ordenada (Absorbancia) Célculos 00011 UA
Repetibilidad y reproducibilidad (R & r) 0.3 N/A__|A, normal 3,69E-04| 1,23E-03 1,52E-06

Calculos 0,003 3,69E-04

Tabla 19. Formato para estimar laincertidumbre del ensayo Fosforo disponible total

a. Incertidumbre por la solucion madre de 50 mg P-POJ/L, Ugy:

Usmy [ 7,09322 %1075
[SM] 0,2195

0,00029 0,000699906 0,065
)2+ 2+
0,9996 136 1000

+( )2 = 4,38 107*

b. Incertidumbre por la solucién intermedia de 2,5 mg P-PO,/L, Us;:

U 0,01 0,005
sn _ |0015, 0005, _ 3
S (Fgg)* + 5 )? =100+10

c. Incertidumbre por la solucion de trabajo de 0,3 mg P-POy/L, Ust:

Usry | 0065 0,02

= 2 —)2 = —4
7] ~ | C200 ) T ()" =894+10

66



d. Incertidumbre por preparacion de la muestra, Uyx:

)2 =2,0x107*

U(Mx) 0 01
5o

e. Incertidumbre por Lectura fotométrica, U f:

U 3,52 %1073
(LF) ’ _ )
LF] 03 =117 x 10~

f. Incertidumbre por Repetibilidad y reproducibilidad, Ugy,:

=1,23%1073
Ryrl Y 03 ’

g. Incertidumbre por la curva de calibracion, Ucc:

Los célculos para estimar la incertidumbre por el ajuste lineal de la curva de
calibracion son los mismos que se utilizaron para el ensayo de fésforo total.

U , 0,0011
(CC) ’ _
ce] ~ |Coz )t = 367107

h. Incertidumbre combinada ensayo Fosforo total

Se toman cada una de las contribuciones anteriores a la incertidumbre

Up-poajLy \](4,38 £ 10742 + (1,00 * 1073)2 + (8,94 x 10~4)2 + (2,00 * 10~%)2

[P— PO4/L] +(1,17 * 1072)2 + (1,23 * 10-3)2 + (3,67 * 10~3)2
Up-pros/y -
P—po4j A+ 10

i. Incertidumbre expandida, K = 2. Intervalo de Confianza = 95%

Up-proasy -
[PTO‘L/L] = 1,24 * 10 * 2
Up-pros/y
P —poasL] - %
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j- Expresion de los resultados
[P-PO4/L]muestra = [P-POa/L]muestra £ (0,02 * [P-PO4/L]muestra)
k. Contribuciones a la incertidumbre de Fésforo Disponible total

En la figura 12 se observa como las diversas fuentes contribuyen a la
incertidumbre del ensayo fosforo total

Incertidumbre total 0,012564
Curvade Calibracion 0,003670
Ryr 0,001230
Lecturafotométrica 0,011700
Preparacion de la muestra 0,002000
Solucién de Trabajo 0,30 mg P-PO4/L 0,000894
Solucion Intermedia 2,5 mg P-PO4/L 0,001000
Solucién Madre 50 mg P-PO4/L 0,000438
1 T T 1 T T - 1
0,0000 0,0020 0,0040 0,0060 0,0080 0,0100 0,0120 0,0140
Incertidumbre Estandar Relativa

Figura 12. Contribuciones a la incertidumbre del ensayo Fésforo Disponible Total
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Anexo L. Trazabilidad del ensayo Fosforo Disponible Total

Medicion Vol. Mx Preparacion
Solucién Madre

A 4
Preparacion

A 4

Medir 50 mL solucién + Curva de Calibracion

gotas de H,SO, 5N +
8 mL de reactivo coloreador

\ 4
Medir 50 mL solucion

+ 8 mL coloreadora

A 4

Lectura en fotbmetro
a los 15 minutos

A\ 4
Resultado (ma P-PO./L)

Figura 13. Esquema del ensayo Fésforo Disponible Total

En la figura 13, se esquematizan las diferentes etapas para el ensayo de fésforo
total de forma tal que se pueda tener un panorama general para establecer la
trazabilidad del ensayo.

Aseguramiento de la trazabilidad

Medicion Vol. Mx: La trazabilidad de la temperatura del termdstato se tiene por
calibracion con termometro calibrado.

Se asegura la trazabilidad de la medicion del volumen usando la pipeta bajo las
condiciones descritas por el fabricante, ademas se cuenta con una calibracién
hecha en el laboratorio.

Medir 50 mL solucion + Gotas de H,SO4 5N + 8 mL Reactivo coloreador:
Se asegura la trazabilidad de la medicion de los volumenes de solucion y
coloreadora usando las pipetas bajo las condiciones descritas por el fabricante,
ademas se cuenta con una calibracion hecha en el laboratorio.
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Lectura en el Fotometro: Se asegura la trazabilidad en la lectura mediante
certificacion de mantenimiento y tests del equipo realizada por el fabricante.

Preparacién de la solucion madre: La trazabilidad de la temperatura de la estufa
para secar el material de referencia se tiene por calibracibn con termémetro
calibrado.

Se asegura la trazabilidad del valor de la masa pesada del material de referencia
mediante certificado de calibracién de la balanza analitica y usandola bajo las
condiciones de temperatura y humedad relativa controladas.

Se asegura la trazabilidad del balébn mediante una calibracion hecha en el
laboratorio del material volumétrico.

Preparacién de la Curva de Calibracion: Se asegura la trazabilidad de las pipetas
usandolas bajo las condiciones descritas por el fabricante, ademas se cuenta con
una calibracion hecha en el laboratorio.

Se asegura la trazabilidad de los balones mediante una calibracién hecha en el
laboratorio del material volumétrico, y usando las soluciones a 20 °C.
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GLOSARIO®

Andlisis: Proceso que provee de informacion quimica o fisica a cerca de los
constituyentes de una muestra o de la muestra en si.

Analito: Constituyente de interés en una muestra.

Blanco del método: Muestra que sin contener analito pasa a través de todos los
pasos del método.

Calibracion: Proceso para asegurar que la sefial de la medicion dada por un
equipo o instrumento es correcta.

Curva de calibracion: Resultado de la estandarizacion que muestra graficamente
como la sefal del método cambia respecto a la cantidad de analito.

Determinacion: Analisis de una muestra que busca la identidad, la concentracion
o las propiedades del analito.

Estandarizacién: Proceso para establecer la relaciéon entre la cantidad de analito
y la sefal del método.

Exactitud: Diferencia entre el resultado obtenido y el resultado esperado,
usualmente dividido entre el resultado esperado y reportado como porcentaje de
error relativo, E%.

Incertidumbre: Rango de posibles valores para una medicion.

Limite de cuantificaciéon: Minima cantidad de analito que puede ser cuantificada
con un alto grado de confianza.

Limite de deteccién: Cantidad mas pequefa de analito que puede ser detectada
con confianza, pero no cuantificada.

Linealidad: Capacidad del método para producir resultados proporcionales,
directamente o mediante una transformacion matematica, a la concentracion del
analito en las muestras, dentro de un determinado rango.

Matriz: Todos los constituyentes de una muestra a excepcion del analito.

S'HARVEY, D. Modern Analytical Chemistry. McGraw-Hill: USA, 2000. Pég. 35 — 47.
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Medicidon: Determinacion experimental de una propiedad quimica o fisica del
analito, usualmente producto de la comparacion con un patréon trazable a un
estandar definido y aceptado.

Mesurando: Magnitud particular sujeta a medicion.

Método: Forma de analizar una muestra para un analito especifico en una matriz
especifica.

Muestra: Parte del sistema que se somete a analisis.
Precisién: Indicacion de la reproducibilidad de la medida o resultado.
Procedimiento: Directriz escrita que resume cOmo analizar una muestra.

Protocolo: Directriz escrita para analizar una muestra, especificada por una
agencia.

Prueba t: Prueba estadistica para comparar dos medias y ver si su diferencia es
suficientemente grande para explicar errores indeterminados.

Prueba f: Prueba estadistica para comparar dos varianzas y ver si su diferencia
es suficientemente grande para explicar errores indeterminados.

Regresidn lineal: Técnica matematica para ajustar una ecuacion, a una tendencia
lineal, obtenida experimentalmente.

Residual: Diferencia entre un valor experimental y el obtenido por la ecuacion de
regresion lineal.

Sensibilidad: Medida de la habilidad del método para distinguir entre dos
muestras con diferente concentracion de analito, reportada como el cambio de la
sefal por unidad de cambio en la cantidad de analito.

Técnica: Principio quimico o fisico que puede ser usado para analizar una
muestra.

Validacion®?: Es la confirmacion, a través del examen y el aporte de evidencias
objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico
previsto.

%2 International Organization for Standardization. Requisitos Generales para la Competencia de los

Laboratorios de Ensayo y Calibracion. NTC-ISO/IEC 17025:2005. Pag. 17.
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