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RESUMEN

|. RESUMEN

En este trabajo se presenta, un estudio comparativo en la determinacion de fosforo
utiizando dos métodos espectrofotométricos, el del amarillo del &cido
Vanadomolibdofosfoérico y el del azul de Molibdato de amonio. Ambos se basan en la
medicion de ortofosfatos, por lo que es necesario la digestién del fosforo ya sea
organico, disuelto o en particulas. Para esto comparamos parametros de validacion
tales como precision en términos de repetibilidad, linealidad, limite de deteccion y
cuantificacidn, exactitud, efecto de matriz y la incertidumbre de los resultados, todos
estos evaluados en cada método.

Se parte del supuesto de conocer la cantidad de fosforo presentes en cereales tales

como avena, pinol y cebada, y de la optimizacién de los métodos.

El estudio de la repetibilidad se realizo tanto para un estandar de fésforo 10 ppm, asi
como también para una muestra de cereal por ambos métodos y durante dos dias
consecutivos. La linealidad se evaluo preparando una serie de soluciones estandares

de concentraciones entre 5y 40 ppm de Fésforo usando ambos métodos.

El limite de deteccion y de cuantificacion se evalué de dos maneras: utilizando la

desviacion residual de la CCN y a partir de las lecturas del blanco.

Al mismo tiempo se evalué la incertidumbre aplicando la ley de propagacién del error
para ambos métodos y al final se realizo la aplicabilidad de cada método a diferentes
muestras de cereales (tres muestras diferentes), obteniendo en ambos casos

respuestas favorables.
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RESUMEN

II. INTRODUCCION

El andlisis de fosforo se realiza para evaluar el contenido de éste en cereales, en
este caso tomamos como muestra tres de ellos; avena, cebada y pinol. Para la
seleccion de la muestra tomamos en cuenta tres criterios importantes como son el
consumo, existencia en el mercado y precio. El fésforo es un componente esencial
de los organismos y uno de los minerales mas abundantes y necesarios en el cuerpo

humano.

Debido a la importancia del Fésforo en la dieta alimenticia es necesario realizar la
cuantificacion de éste en los alimentos. Para ello nosotros utilizamos dos métodos

espectrofotométricos los cuales son:

» Método Amarillo del acido Vanadomolibdofosférico.

« Meétodo Azul Molibdato de amonio.

Parte del trabajo también incluye La validacion de los métodos analiticos, Segun ISO
17025, la validacion es la confirmacibn mediante examen y la aportacién de
evidencias objetivas que demuestren el cumplimiento de ciertos requisitos como:
Instrumentos calificados y calibrados, Métodos documentados, Patrones de
referencia confiables, Analistas calificados, Integridad de la muestra.

Los pardmetros experimentales del método aplicados son: Precision en términos de
repetibilidad, Linealidad, Limite de deteccion y cuantificacion, Exactitud, Efecto
matriz, Incertidumbre de los resultados. En la obtencion de estos pardmetros,
empleamos en la mayoria de los casos mas de una forma para obtenerlos, esto con
el fin de tener suficientes elementos que confirmaran nuestras apreciaciones y a su
vez proporcionaran elementos que podrian ser utilizados para futuros estudios

relacionados con la tematica del presente estudio.
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OBJETIVOS

lll. OBJETIVOS:

I11.1 OBJETIVO GENERAL

. Aplicar y comparar los métodos azul de Molibdato de amonio y amarillo de
Vanadomolibdofosforico para la determinacion espectrofotométrica de fésforo

en cereales.

111.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar las muestras de estudio segun criterios especificos.

2. Optimizar los métodos de Azul de Molibdato de amonio y Amarillo
Vanadomolibdofosférico para la determinacion de fésforo en cada uno de los

cereales.

3. Determinar algunos parametros analiticos de validacion para ambos métodos

tales como: precision, limites de deteccion, limite de cuantificacion y linealidad.

4.  Evaluar la incertidumbre de medicidn del contenido de Fosforo en cereales para

ambos métodos.
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MARCO TEORICO

IV. MARCO TEORICO H—
IV.1HISTORIA Y ESTADO NATURAL DEL FOSFORO P
; Fosforo
IV.1.1 DESCRIPCION 30,9738
f“'lkiml

El fosforo fue descubierto en 1669 por el alquimista Henning BRAND, de Hamburgo,
el primer hombre conocido que descubre un elemento. Buscando la piedra filosofal,
BRAND destil6 una mezcla de arena y orina evaporada, y obtuvo un cuerpo que
tenia la propiedad de lucir en la oscuridad. Se le llamo6 “fésforo de Brand” para
distinguirlo de otros materiales luminosos denominados también fosforo. Durante un
siglo se vino obteniendo ésta substancia exclusivamente de la orina, hasta que en
1771 SCHEELE la produjo de huesos calcinados. Mas tarde, la palabra fosforo se
reservd para designar esta substancia. Cuando LAVOISIER demostré que era un

elemento e investigo alguno de los productos formados al quemarla en el aire.

Debido a su marcada actividad, el fosforo no se encuentra libre en la naturaleza, pero
se presenta abundantemente distribuido en forma de fosfatos. Sus principales
minerales son la fosforita, (PO4), Cas, y los apatitos, FoCa. 3(PO,4).Caz y Cl,Ca.
3(P0O,).Cas.

Las plantas necesitan fosforo para construir algunas partes esenciales del tejido
vegetal. Un suelo fértil debe, pues, contener compuestos solubles de fosforo (sobre

un 0.05%) y cuando estos son insuficientes se le afiaden fosfatos como abonos.

El organismo animal también contiene fosforo en forma de complejos fosforados
organicos en los nervios, los musculos y el cerebro y como fosfato célcico, que
constituye de los huesos y de los dientes. Alimentos tales como la leche, la yema de

huevo, las nueces, y el trigo integral son ricos en fésforo.
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MARCO TEORICO

IV.1.2 FOSFORO

El fésforo es un elemento quimico de niamero atémico
15 y simbolo P. Es un no metal multivalente
perteneciente al grupo del nitrdgeno (Grupo 15 (VA):
nitrogenoideos) que se encuentra en la naturaleza
combinado en fosfatos inorganicos y en organismos
Vivos pero nunca en estado nativo. Es muy reactivo y

se oxida espontaneamente en contacto con el oxigeno

atmosférico emitiendo luz.

El fésforo en forma de fosfatos estd ampliamente difundido en la naturaleza. Tanto
en el reino mineral como en el vegetal y el animal. El fésforo representa entre el 0.8%
y el 1.1% del peso total del cuerpo (unos 600-900 gr. Un 80% del cual esta en el
esqueleto, incluyendo los dientes, en combinacion con el calcio. El restante 20% se

encuentra en el suero y esté distribuido por todas las células.

El nivel en suero es de 3-4.5 mg por 100 ml en adultos. En los nifios es de 4-7 mg
por 100 ml. En el organismo, el fésforo existe en forma de sales organicas e
inorganicas. El contenido de fésforo de los tejidos blandos tiene prioridad metabdlica
sobre el de los huesos. El fosforo inorganico es mas ionizable y difusible a través de
las membranas que el organico. La bilis y jugo pancreatico, lo mismo que el jugo
intestinal, contienen iones de fosfato en proporcion considerable y contribuyen a

mantener el equilibrio entre la ingestion de fosforo y su excrecion fecal.
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MARCO TEORICO

V.2 GENERALIDADES

IV.2.1 FISIOLOGIA: La absorcion del fésforo esta intimamente ligada a la del calcio. El
foésforo es absorbido mas eficientemente que el calcio. Se absorbe un 70% del

fésforo presente en la dieta.

La vitamina D interviene en el mecanismo de absorcion de ambos componentes.
Facilita la absorcién de fosforo por el intestino delgado. Los fosfatos de sodio o de
calcio bi o tricalcio son poco o nada asimilables, circunstancia que puede agravarse
al tomar una dieta rica en calcio o en cloruro de magnesio. La excrecion del fosforo
se produce por via renal y tracto gastrointestinal. El riidn mantiene una relacion entre

el fésforo excretado y el fosforo presente en el suero.

La hormona paratiroidea, parathormona, moviliza fosforo del hueso y aumenta la
excrecion de fosforo por los tubulos renales. La vitamina D actia en sentido
contrario. Sin embargo, a dosis elevadas aumenta la pérdida de fésforo. La hormona
paratiroidea bloquea la reabsorcién del fosforo cuando éste aumenta en relaciéon con

el nivel de calcio en sangre.

Es indispensable para la formacion del hueso y su mantenimiento y mineralizacion.
Las dosis elevadas de vitamina D, el hipertiroidismo, la ACTH, los glucocorticoides
suprarrenales y los preparados sintéticos de cortisona desencadenan la liberacion de

fosforo de los huesos y ocasionan osteoporosis.

La vitamina D acelera la transferencia del fosfato organico de los tejidos blandos a
fosfato inorganico del tejido 6seo. Juega un papel importante en el metabolismo de

los hidratos de carbono.

Contribuye a la absorcion de la glucosa en el intestino mediante el proceso de
fosforilacion, en el cual el fosforo se combina con la glucosa y el glicerol de grasa.

Estimula la reabsorcion tubular renal de la glucosa mediante el mismo proceso.
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MARCO TEORICO

Forma parte del masculo e interviene en su metabolismo. Interviene en el transporte
de los acidos grasos, llevandolos en moléculas de fosfolipidos por la corriente
sanguinea. Forma parte de las nucleoproteinas celulares con el ADN y los fosfatidos
gue intervienen en la formacion de numerosas enzimas en el proceso de oxidacion

de la glucosa y produccion de energia (A.T.P.).

Contribuye al control del equilibrio acido-base en la sangre mediante su forma de
acido fosforico y fosfato. El &cido ortofosférico es acidificante. Forma parte del tejido
nervioso. Es indispensable para su buen funcionamiento, y el mantenimiento de la

energia nerviosa, intelectual y sexual.

IV.2.2 NECESIDADES: Se recomienda una racion de fosforo igual a la de calcio en la
dieta, excepto en los lactantes: para los cuales la proporcion de fosforo debe ser mas
baja. Otros autores opinan que la relaciébn 1 a 1 en cuanto a calcio y fésforo debe
mantenerse en el embarazo, el crecimiento y la lactancia, mientras que en el adulto
la cantidad de fosforo ingerido deberia ser mayor que la de calcio en una relacion de
1-1'5.

IV.2.3 DONDE SE ENCUENTRA: Almendras, trigo (especialmente en el germinado),
ajo, avena, flores de capuchina, cebada, guisantes nuevos, maiz, judias frescas,
lentejas, coles, espinacas, cebolla, lechuga, zanahoria, manzana, arroz, apio, patata,
coliflor, puerro, ciruela, fresa, tomate, escarola, pepino, castafas, setas, alcachofas,

nueces, avellanas, pescado, leche y lacteos, carne magra.

> e
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MARCO TEORICO

IV.2.4 CARENCIA: La hipofosfatemia se manifiesta fundamentalmente por sintomas

como: debilidad muscular, alteraciones 0seas, osteomalacia y raquitismo.

La hipofosfatemia se produce en:

Aumentos del consumo de glucidos, como por ejemplo en el restablecimiento
de la acidosis diabética.

Afecciones intestinales con dificultad de absorcién de fésforo, como sprue y
enfermedad celiaca.

Trastornos del balance calcio-fésforo en osteomalacia y raquitismo.
Hiperparatiroidismo primario.

Ingestion insuficiente con la dieta.

Por aumento de la excrecion renal de fosforo.

Hiperparatiroidismo.

IV.2.5 EXCESO: El exceso de fosforo es responsable de sintomas fundamentalmente

musculares, como tetania.

Se produce en casos de:

Insuficiencia renal.

Hipoparatiroidismo.

Ingestion excesiva.

Administracién endovenosa de fésforo en forma demasiado rapida.
Glomerculonefritis aguda y crénica.

Crecimiento excesivo de los huesos, como sucede en los nifios pequefios y en

los acromegélicos.
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MARCO TEORICO

IV.2.6 CARACTERISTICAS:
* Es un no metal multivalente perteneciente al grupo del
nitrégeno.

« ElI foésforo es un componente esencial de los

organismos.
* Forma parte de los acidos nucleicos (ADN y ARN).
e Forman parte de los huesos y dientes de los animales.
» Es el segundo mineral mas abundante en el cuerpo humano.
» El fésforo comun es un sélido.
* De color blanco, pero puro es incoloro.
» Un caracteristico olor desagradable
e Esun no metal.

* Emite luz por fosforescencia

Existen varias formas alotropicas del fosforo siendo las mas comunes el fosforo
blanco y el rojo; ambos formando estructuras tetraédricas de cuatro atomos. El
fésforo blanco, extremadamente toxico e inflamable presenta dos formas, alfa y beta,
con una temperatura de transicién de -3.8 C; expuesto a la luz solar o al calor (300
) se transforma en fésforo rojo en reaccion exotérmica.

Este es mas estable y menos volatil y toxico que el blanco y es el que se encuentra
normalmente en los laboratorios y con el que se fabrican las cerillas. El fosforo negro
presenta una estructura similar al grafito y conduce la electricidad, es el mas denso

de los otros dos estados y no se inflama.

IV.2.7 APLICACIONES:
» El fosforo rojo se usa, junto al trisulfuro de tetrafésforo, P4Ss, en la fabricacion
de fésforos de seguridad.
» EI fosforo puede utilizarse para: pesticidas, pirotecnia, bombas incendiarias,
bombas de humo, balas trazadoras, etc.
» EI fosforo (sobre todo blanco y rojo) se emplea principalmente en la

fabricacion de acido fosforico, fosfatos y polifosfatos (detergentes).
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» El pentadxido de fosforo se utiliza como agente desecante.

* El hidruro de fosforo, PH3 (fosfina), es un gas enormemente venenoso. Se
emplea en el dopado de semiconductores y en la fumigacion de cereales.

» Eltrisulfuro de tetrafésforo constituye la masa incendiaria de las cerillas.

» Los fosfatos se usan en la produccion de vidrios especiales, como los usados
en las lamparas de sodio.

» El fosfato de calcio tratado con acido sulfurico origina superfosfato. tratado con
acido fosfoérico origina superfosfato doble. Estos superfosfatos se utilizan
ampliamente como fertilizantes.

* La ceniza de huesos, compuesta por fosfato de calcio, se ha usado para
fabricar porcelana y producir fosfato monocélcico, que se utiliza en polvos de
levadura panadera.

» El fosfato sédico es un agente limpiador, cuya funcién es ablandar el agua e
impedir la formacion de costras en caldera y la corrosién de tuberias y tubos
de calderas.

» Los fosfatos desempefian un papel esencial en los procesos biolégicos de
transferencia de energia: metabolismo, fotosintesis, funcion nerviosa y
muscular. Los &cidos nucléicos que forman el material genético son

polifosfatos y coenzimas.

IV.2.8 OBTENCION:

El fosforo lo obtuvo por primera vez Henning Brandt en 1669. El método de obtencion
partia de ingentes cantidades de orines dejados descomponer durante largo tiempo.
Después se destilaban, condensandose los vapores en agua. Se obtenia asi un
producto blando que en la oscuridad irradiaba luz. Fue, por tanto, el primer elemento

aislado a partir de un material biolégico.

En 1833 la sociedad occidental descubrié lo facil que era producir una llama
utilizando cerillas de fosforo blanco. Sin embargo cientos de mujeres que trabajaban

en las fabricas de cerillas murieron debido a la extrema toxicidad del P blanco.
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Su nombre deriva de las palabras griegas phos (luz) y phorus (portador); el fésforo es

el portador de luz.

Actualmente se obtiene, en una escala de millones de toneladas/afio, por reduccion

del fosfato con carbén de coque, en presencia de silice (SiO5):

2 Cas(PO4), + 6 SiO, + 10 C (1500°C) — P4 + 6 CaSiOs + 10 CO

La reaccion puede considerarse como una reaccion acido-base, seguida de una

reaccion redox.

Acido-base: 2 Cas(PO4)2 + Si0, —» P4010 + 6 CaSiO;

Reduccion: P,O1o + 10 C —» P,+10CO

El CaSiO; separa como escoria. En las condiciones de reaccion, el fésforo se
volatiliza (mezcla P4 y P,) y se condensa bajo agua como P4. El proceso consume

una cantidad ingente de electricidad.

Equilibrio P4 (800°C) —» P,

La mayor parte del fosforo obtenido se destina a la obtencion de &cido fosforico. Los
restantes elementos se obtienen por reduccion con H, o C de los o&xidos

correspondientes.

Se obtiene por métodos electroquimicos, en atmdsfera seca, a partir del mineral
(fosfato) molido mezclado con coque y arena y calentado a 1400 °C en un horno
eléctrico o de fuel. Los gases de salida se filtran y enfrian hasta 50 °C con lo que
condensa el fosforo blanco, que se recoge bajo agua o &cido fosférico. Calentando

suavemente se transforma en fésforo rojo.
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IV.2.9 COMPUESTOS DEL FOSFORO:
El hidruro de fésforo o fosfina (PH3) es un gas incoloro enormemente venenoso y se

emplea en el dopado de semiconductores y en la fumigacion de cereales.

El pentadxido de fosforo presenta estructura dimera en estado sélido y liquido. Hay
al menos cuatro modificaciones solidas y dos liquidas. Es higroscopico y al aire se

convierte en acido fosforico. Se utiliza como agente desecante.

Entre los sulfuros de fésforo, tienen interés el P4Sz, que constituye la masa
incendiaria de las cerillas, y el P4S10, que se emplea en la obtencion de lubricantes,

como insecticida y agente de azufrado de combinaciones organicas.

El &cido ortofosforico o fosforico es un acido de fuerza media. Se emplea en la

fabricacion de superfosfatos (fertilizantes), medicamentos y como acidificante.

Los fosfatos naturales son muy insolubles en agua; para aumentar su solubilidad se
tratan con &cido sulfarico: El fosfato de calcio (apatito y fosforita) tratado con acido
sulfurico origina superfosfato (dihidrogenofosfato de calcio y yeso). Tratado con acido
fosforico origina superfosfato doble (hidrégeno y dihidrégenofosfato de calcio). El
empleo de estos superfosfatos, con un contenido de P,Os del orden de 70-75%, ha
adquirido gran importancia en la produccién agricola. Esto ha aumentado la

demanda y la produccion de fosfatos.

Los fosfatos se usan en la produccién de vidrios especiales, como los que se usan

en las lamparas de sodio.

La ceniza de huesos, compuesta por fosfato de calcio, se ha usado para fabricar
porcelana y producir fosfato monocalcico, que se utiliza en polvos de levadura

panadera.
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El fosfato de trisédico es un agente de limpieza, para ablandar agua y para impedir la
formacion de costras en calderas y corrosion de tuberias y tubos de calderas.

El fésforo es componente esencial de los huesos y dientes; también del protoplasma
celular y del tejido nervioso. Los enlaces fosfodiéster sirven para almacenar energia
para los procesos celulares. El hombre necesita un aporte de 1 g diario en forma de

combinaciones fosforadas.

IV.2.10 ISOTOPOS:

Hay por lo menos 6 clases de fésforo (alétropos); los mas importantes son: blanco (o
amarillo), rojo, negro y violeta. Las diferencias entre las modificaciones son mas

claras que las que existen entre los metales alcalinos.

El fésforo ordinario es un sdélido blanco céreo; cuando es puro es incoloro y
transparente. En corte reciente parece amarillento. En todos los estados de
agregacion, la unidad estructural es P4. Tiene a su vez dos modificaciones: a-P4
(cubica) y b-P4 (romboédrica) con una temperatura de cambio a -3,8°C. Es insoluble
en agua Yy soluble en disulfuro de carbono. Arde espontdneamente en el aire con
llama blanco-amarillenta, produciendo vapores blancos de pentadxido de difésforo
(P20s). El fésforo blanco debe guardarse en agua, ya que en el aire es un reactivo
muy peligroso, debe manejarse con pinzas, puesto que en contacto con la piel
produce quemaduras (se emplea en la fabricacion las bombas de fésforo).

El fésforo blanco es un aislante. Brilla en la oscuridad al aire debido a la
transformacion del P,O3; de su superficie en P,Os, mas estable. El fésforo rojo

presenta una estructura cubica, el negro ortorrombico, y el violeta monoclinoca.
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En estado liquido (PF: 44,1 °C) humea al aire con desprendimiento de calor y
formacion del P,Os. Se disuelve en disulfuro de carbono (CS,) y tricloruro de fésforo
(PCl3) y es insoluble en agua. Es extraordinariamente reactivo y un reductor muy
fuerte: sus reacciones con el azufre y los halégenos son muy violentas. Por encima

de 700°C aparece la forma P».

IV.2.11 PRECAUCIONES:

El fosforo blanco es extremadamente venenoso —una dosis de 50 mg puede ser
fatal— muy inflamable por lo que se debe almacenar sumergido en aceite, el
contacto con el agua (Oxigeno) lo haria estallar. Provoca quemaduras si entra en
contacto con la piel. La exposicion continua al fésforo provoca la necrosis de la

mandibula.

El fosforo rojo no se inflama espontaneamente en presencia de aire y no es toxico,
pero debe manejarse con precaucion ya que puede producirse la transformacion en

fésforo blanco y la emisién de vapores toxicos al calentarse.
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V.3 METODO
IV.3.1 PRINCIPIO DEL METODO
Existen varios métodos para la cuantificacion de  fosforo, de los cuales
seleccionamos dos métodos:
* Azul — Molibdeno

* Amarillo de Vanadomolibdofosférico.

Ambos métodos se basan en la medicidn de los ortofosfatos, por lo que es necesario

la digestion del fosforo ya sea orgéanico disuelto o en particulas.

La digestion se lleva a cabo, hormalmente, calentando la muestra (550 C°por 12 hrs)
hasta la obtencion de ceniza blanca y acidificada con &cido nitrico. Durante la

digestion todos los compuestos de fosforo de la muestra se convierten a orto-fosfato.

En medios acidos los orto-fosfatos se combinan con el molibdato de amonio para
formar acido molibdico fosférico. Con la ayuda de un agente reductor, se puede
formar el compuesto azul-foésforo-molibdeno cuya intensidad es posible medir

fotométricamente a 660 nm.

Los iones de orto-fosfato reaccionan no sélo con el molibdato de amonio, sino
también con el vanadato de amonio y se forma el compuesto amarillo
vanadomolibdato de amonio-fosférico cuya intensidad es posible medir

fotométricamente a 470nm.

IV.3.2 ESPECTROFOTOMETRIA.

La espectrofotometria se refiere a los métodos cuantitativos, de analisis quimico que
utilizan la luz para medir la concentracion de las sustancias quimicas. Se conocen
como métodos espectrofotométricos y segun sea la radiacion utilizada como

espectrofotometria de absorcidn visible (colorimetria), ultravioleta, infrarroja.
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IV.3.2.1 RADIACIONES ELECTROMAGNETICAS

Pueden considerarse como un conjunto de corpusculos, llamados fotones, los cuales
llevan asociada una onda. La energia de radiacion esta relacionada con la longitud
de onda. Las longitudes de onda mas cortas poseen mayor energia que las
longitudes de onda mas largas. De tal manera que podemos hablar de un espectro
electromagnético constituido por las radiaciones electromagnéticas, mismo que se ha

dividido en varias regiones, de acuerdo con la longitud de onda (A) y la energia.

® Rayos X (1-100 nm)

@ Ultravioleta (100-390 nm)

@ Visible (390-700 nm)

@ Infrarrojo (700-100000 nm)

® Microondas (100000- 1000000 nm)

Experimentalmente para el establecimiento de un método espectrofotométrico,
después de optimizar las condiciones quimicas del sistema (pH, temperatura, control
de interferentes, concentracion adecuada de reactivos, solvente apropiado,
proteccion a la luz para evitar reacciones fotoquimicas, etc.) que garanticen que se

tiene la especie de interés en condiciones adecuadas para la medida.

IV.3.3 LEYES DE LA ESPECTROFOTOMETRIA

Cuando un haz de energia monocromaética incide sobre una capa homogénea de una
sustancia transparente, parte de la energia es absorbida y el resto transmitida.( En
realidad también una pequefia parte es reflejada por lo que cuando se disefia un
aparato para hacer estas medidas se tiene en cuenta este factor, de tal forma que se
elimine su influencia). Si la energia radiante incidente tiene longitudes de onda en la
region visible del espectro y el medio a través del cual tiene que pasar, absorbe
selectivamente ciertas longitudes de onda, el color observado correspondera a las

longitudes de onda de la energia transmitida.
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IV.3.3.1 LEY DE BEER.
La ley de Beer establece que la absorbancia es proporcional a las especies

absorbentes.

A= abc, esta ecuacion, fundamental para aplicar la espectrofotometria en quimica se

denomina ley de Beer.

En donde,

a: es la absortividad.

b: longitud del trayecto 6ptico.

c: la concentracion de la muestra.

Absorbancia, A, es el logaritmo en base 10 del reciproco de la tramitancia, T, en el

que el disolvente puro es el material de referencia; esto es, A= Logio 1/T =-Logio T.

Fuente de quI

=
U
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= / \ Muestra A — glC
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— e
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-
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IV.3.3.2 DESVIACIONES DE LA LEY DE BEER.

Normalmente se emplea como comprobante, de conformidad con la ley de Beer 0
como prueba de la desviacion, una grafica de A o de log T en una funcion de la
concentracion, que sirve también como curva de calibracion para el analisis de

disoluciones.

La mayor parte de esas desviaciones son mas aparentes que reales y son debidas a

una de las siguientes causas:

Carencia de monocromatismo de la luz incidente. Aparecen con frecuencia
desviaciones aparentes de la absorbancia cuando se mide un fotbmetro de filtro, en
el que la radiacion incidente ésta incluida en una banda amplia de longitudes de onda
para la que se mide el sistema con maximo de absorcion.

Cambios quimicos en el sistema, de tal forma que las especies absorbentes no

representan la totalidad de la concentracion.

Los cambios mas frecuentes son la asociacion, disociacion, interaccion con el
disolvente (por ejemplo, hidrdlisis), efecto de pH, etc. Las desviaciones reales de la
ley de Beer son insignificantes a concentraciones menores de 0.01M, pero puede
aumentar porque €l termino constante en la ley no es la absortividad, sino una
funcion de la absortividad y del indice de refraccion. También a altas
concentraciones, las particulas de soluto quedan tan juntas que se altera su
distribucion de carga y la capacidad para absorber radiaciones de una determinada

longitud de ondas.
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IV.3.4 METODO ESPECTROFOTOMETRICO
Un método espectrofotométrico para que sea cuantitativo es necesario:

® Que sea selectivo al analito que se desea analizar.

® Que este libre de interferencias que afecten el resultado analitico 6 que las

interferencias se puedan controlar.

® Que tenga alta precision y exactitud.

® Que tenga una alta sensibilidad.

® Que el limite de deteccion corresponda a una concentracion baja.

IV.3.5 TRATAMIENTO DE LOS DATOS ESPECTROFOTOMETRICO S.

IV.3.5.1 Curvas Espectrales:

La curva espectral de una sustancia quimica indica las caracteristicas de absorcion
de dicha sustancia con relacion a la longitud de onda. A veces se la presenta como
Absorbancia vs longitud de onda y el espectro se llama "espectro de absorcion”, o en

funcion de la transmitancia, y se llama, "espectro de transmision”.

Esto sucede por la retencion de energia radiante por la capa de material interpuesta
en la trayectoria de la radiacion, y aunque la energia absorbida corresponde a una
misma longitud de onda se observa una banda de absorcion y no lineas, asi la curva
del espectro esta formada por las lecturas que realiza el aparato para reproducir un
grafico en funcién de una longitud de onda especifica, con el fin de apreciar los
trazos que capta el espectrofotometro. La determinacion cuantitativa de una especie,
con base en observaciones que dependan de la cantidad de radiacion absorbida,
dependen de la comparacion entre el valor de la absorcibn de un patron de

referencia y la absorcién de la muestra.

19
Sindy Valeska Zelles Pérez y Nora Lisseth Rayo Martinez



MARCO TEORICO

IV.3.5.2 Curva de calibrado:

Después de determinar la longitud de onda a la cual deben de realizarse las
medidas, se calibra el método (lo que incluye el instrumento que se ha de utilizar)
midiendo una serie de patrones del constituyente estudiado. Las medidas de
tramitancia ( o absorbancia) se realizan comunmente ajustando la escala de medida
del instrumento a 100% de tramitancia ( absorbancia cero) cuando el rayo luminoso
pasa a través de un blanco, que debe ser idéntico a la muestra en todo, excepto en
gue no debe contener el constituyente que se ha de determinar. El blanco debera
contener los reactivos, aditivos, disolventes, etc. En la misma naturaleza y
concentracion que las utilizadas en cada muestra desconocida en la que se
desarrolle color; de esta manera, las lecturas de las muestras estan corregidas
automaticamente para cualquier absorcién pequefia por accion de los reactivos y del

disolvente.

Con los datos de tramitancia o absorbancia para las diferentes concentraciones de
las series patron se construye una curva de calibrado representando las
absorbencias en las ordenadas y las concentraciones en las abscisas haciendo uso
de ésta, por interpolaciébn se determinan las concentraciones de las muestras

desconocidas.

IV.4 VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS

IV.4.1 DEFINICIONES
Segun la Norma UNE EN ISO 9000, la validacion es la confirmacion, mediante
examen y aportacion de evidencias objetivas de que se han cumplido los requisitos

particulares para un uso especifico previsto.

Segun la EURACHEM, la validacion es un proceso basado en estudios sistematicos
de laboratorio mediante el cual se pone de manifiesto que un método analitico
determinado posee unas caracteristicas de funcionamiento adecuadas a la aplicacion

gue se le quiere dar.
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Segun ISO 17025, la validacion es la confirmacion mediante examen y la aportacion
de evidencias objetivas que demuestren el cumplimiento de ciertos requisitos para el

uso especifico previsto.

IV4.2 REQUERIMIENTOS
La validacion de métodos analiticos o de ensayo requiere:

» Instrumentos calificados y calibrados.
* Meétodos documentados.

» Patrones de referencia confiables.

* Analistas calificados.

* Integridad de la muestra.

IV.4.3 PARAMETROS DE VALIDACION EN METODOS DE ANALI SIS
CUANTITATIVOS

Existen diferentes criterios de la seleccion de los parametros de calidad a considerar
en la validacion segun diferentes organismos como la ONA (Oficina Nacional de
Acreditacion) e internacionales como la AOAC, la convencion de farmacopea de USA
(USP), conferencia internacional de armonizacion (ICH) unidon europea o los
establecidos por la ISO/IEC 17025. Desafortunadamente no hay unanimidad en
todas las organizaciones e incluso, a veces, en el concepto para algunos pardmetros.
Los parametros de validacion en estudios indicados por la ISO, ICH y otras
organizaciones son:

. Precision.

. Exactitud.

. Limite de deteccion.

. Limite de cuantificacion

. Especificidad/Selectividad.

. Linealidad y rango.
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. Inercia diferenciando (Robustez y Solidez) AOAC

. Incertidumbre

IV.4.3.1 PRECISION: La precision se define como el grado de concordancia entre un
grupo de resultados obtenidos al aplicar repetitiva e independientemente el mismo
método analitico a alicuotas de una misma muestra. Desde un punto de vista
estadistico la precision mide la dispersién de un grupo de resultados alrededor de la
media. Se distinguen tres contextos en el estudio de la precisién: Repetibilidad,

Precision Intermedia y Reproducibilidad.

IV.4.3.1.1 REPETIBILIDAD: Es la precision obtenida analizando alicuotas de una
muestra homogénea sometidas independientemente a todo el proceso analitico en
las condiciones més favorables; mismo método, mismo andlisis, mismo equipo,
mismos volumétricos, mismas condiciones y repetidas en un corto periodo de tiempo

en un dia si es posible.

IV.4.3.1.2 PRECISION INTERMEDIA: Llamada también reproducibilidad
intralaboratorio y se determina comparando los resultados de la precision de un
meétodo a lo largo del tiempo en un mismo laboratorio. La precision intermedia puede
reflejar diferentes dias, operadores, instrumentos o alguna combinacion de ellos en

un mismo laboratorio.

IV. 4.3.1.3 REPRODUCIBILIDAD: Es la precision obtenida analizando alicuotas de,
muestras homogéneas en las condiciones menos favorables, distintos analistas,
diferentes instrumentos, diferentes periodos de tiempo en diferentes laboratorios. El
objetivo es verificar si el método dard los mismos resultados en los diferentes
laboratorios. La evaluacion de la precision se fundamenta en parametros estadisticos

basados en las distribuciones normales o gausianas.
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IV.4.3.5 EXACTITUD: La exactitud se define como el grado de concordancia entre el
resultado de un ensayo y el valor verdadero o el valor de referencia aceptado (ISO).
La exactitud esta relacionada con términos como veracidad y bias que caracterizan

los errores sistematicos.

Existen bastantes confusiones sobre ellos ya que las definiciones dadas por
diferentes organismos son algunas veces contradictorias.ISO define la veracidad
como el grado de concordancia entre el valor medio obtenido de una amplia serie de
resultados de un ensayo y el valor de referencia aceptado. La definicion afiade que la
medida de la veracidad se expresa en bias, es decir la veracidad es el concepto y
bias es la medida. En términos practicos segun 1ISO ambos términos esencialmente

significan lo mismo.

La IUPAC asigna esta definicion a Bias pero no reconoce el término veracidad.

La AOAC establece una jerarquia entre ellos:

. Exactitud: Diferencia entre un resultado individual y el valor verdadero aceptado
o0 asignado como verdadero.

. Veracidad: Diferencia entre una medida de resultado de un ensayo y el valor
verdadero aceptado o asignado como verdadero.

. Bias: Diferencia entre la media de un numero elevado de resultados de un

ensayo Y el valor verdadero aceptado o asignado como verdadero.

IV.4.3.6 ESPECIFICIDAD/SELECTIVIDAD: EI término especificidad se refiere a un
método que produce respuesta para un unico analito, mientras que el término
selectivo se refiere a un método que responde a varios analitos pero con respuestas
diferenciadas entre si. Debido a que pocos métodos responden a un Unico analito, el

termino selectivo es generalmente mas apropiado.
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IV.4.3.7 LINEALIDAD: La linealidad de un método es su capacidad para obtener
resultados que son proporcionales a la concentracion del analito en la muestra de un
rango determinado, bien directamente o a través de una transformacién matematica.
En general la linealidad se determina realizando de 3 a 6 medidas de 5 o mas
estandares cuyas concentraciones cubran entre el 80 y 120 % del rango esperado.
La evaluacion de la linealidad se realiza de forma grafica o, de forma alternativa,

matematicamente.

Si los residuales no muestran una tendencia estando los valores positivos y
negativos igualmente distribuidos y el error aleatorio es bajo la linealidad puede

aceptarse.

Por otro lado existen también métodos matematicos para evaluar la linealidad:

» Valor de coeficiente de correlacion, r, entre 0.98 y 1.

« El valor de n exponente en la ecuacion de regresion: y = mx" + b debe de estar
entre0.9y 1.1

» Test de falta de ajustes (lack of fit F — test) el cual evalla la probabilidad de que la
diferencia o sesgo entre los valores experimentales o predichos por el modelo
(residuales) sea debida exclusivamente al error aleatorio experimental y no a la

existencia de la curvatura.

IV.4.3.8 RANGO: El rango de un método analitico es el intervalo de aplicacion, en
unidades de concentracion entre el nivel mas alto y mas bajo de analito que se
puede determinar con exactitud y linealidad usando el método. No existe
requerimiento especificos para este pardmetro aunque si es importante sefialar que

la linealidad debe establecerse en el rango de concentracion establecidas.
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IV.4.3.9 LIMITE DE DETECCION: el limite de deteccion es la minima concentracion,
gue proporciona una sefial significativamente diferente a la del blanco, es decir que
puede considerarse causada por el analito con una confianza de (1 - a) 100, si la
sefal es inferior solo puede decirse con una confianza de (1 — B) 100 %, que la

concentracion del componente es menor que un determinado valor.

Recordando que a o error de la 1° especie es la posibilidad de que la sefal del
blanco sea considerada como sefial de la muestra lo que origina falsos positivos
(error: rechazo de una hipotesis cierta) mientras que el error B 0 2° especie es la
probabilidad de que la sefal de la muestra sea considerada como sefal del blanco

originandose los falsos negativos (error: aceptacion de una hipétesis falsa).

IV.4.3.10 LIMITE DE CUANTIFICACION: Se define como la minima concentracion
de analito que origina medidas cuantitativas con aceptable exactitud y precision que

puede considerarse como el limite inferior del rango lineal.

IV.4.3.11 INERCIA: La inercia mide la resistencia de un método analitico a generar
valores inexactos cuando se modifica ligeramente el valor operacional de las

condiciones experimentales.

El estudio de la inercia puede llevarse a cabo atendiendo dos tipos de
modificaciones, lo que da lugar a que pueda caracterizarse a través de dos

propiedades:

a. Robustez (robustness): Mide la resistencia de un procedimiento a generar
valores sesgados (con errores sistematicos) cuando se modifica el valor
nominal de las Vvariables experimentales intrinsecas al proceso,

concentraciones, pH, temperatura, velocidad de flujo, etc.
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a. Solidez (ruggedness): mide la resistencia cuando se modifican condiciones
experimentales extrinsecas al proceso: reactivos y o0 consumibles (lotes
fabricantes), equipos (aparatos, instrumentos, sistemas informaticos) operadores,

condiciones ambientales, dias, etc.

Es necesario indicar que los estudios de solidez asi definidos son iguales a los de
precision intermedia, por tanto este término de solidez va dirigido a estudios

interlaboratorio.

La robustez evalua principalmente variables cuantitativas (también son posibles
cualitativas presencia/ausencia de cierto componente) mientras que la solidez tiene g
ver con variables fundamentalmente de tipo cualitativas. Ambas pretenden estimar la
influencia de un cambio en todos los factores de interés sobre la respuesta predicha,

para una determinada concentracion de analito.

IV.4.3.12 INCERTIDUMBRE: La incertidumbre se define como un parametro
asociado con el resultado de una medida que caracteriza la dispersion de los valores

que podrian ser razonablemente atribuidos al mensurando (VIM).

IV.5 TRATAMIENTO DE LOS DATOS

Para poder realizar el tratamiento de los datos obtenidos del analisis de muestras de
distintos origenes, se suelen usar diferentes estrategias de tratamiento estadistico,

de estos datos.

Por lo que los laboratorios, utilizan una gran variedad de herramientas estadisticas
definidas para usos generales o concretos. Los datos se deben obtener minimo por
triplicado, para mayor seguridad del mismo y luego se procede a definir qué o cual

herramienta nos sirve para el propésito que nos hemos planteado.
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En nuestro caso, el fin es el comparar, relacionar o asociar muestras, y por lo tanto

se deben emplear 2 herramientas, entre las que se mencionan:

1. Comparacion de varianzas a través de los test de Fisher, Bartlett o Levene.

2.  Comparacion de medias: con varianzas iguales o diferentes

IV.5.1 ANOVA DE UN FACTOR

Andlisis de varianza (ANOVA, segun terminologia inglesa) es una colecciéon de
modelos estadisticos y sus procedimientos asociados. El andlisis de varianza sirve
para comparar si las medias de un conjunto de datos numéricos son
significativamente distintos a los valores de otro o mas conjuntos de datos. El
procedimiento para comparar estos valores estd basado en la varianza global

observada en los grupos de datos numéricos a comparar.

Tipicamente, el andlisis de varianza se utiliza para asociar una probabilidad a la
conclusion de que la media de un grupo de puntuaciones es distinta de la media de

otro grupo de puntuaciones.

El ANOVA se basa en la descomposicion de la variacion total de los datos con
respecto a la media global (SCT), que bajo el supuesto de que Hp es cierta con una
cierta estimacion obtenida a partir de toda la informacion muestral, en dos partes:

1. Variacion dentro de las muestras (SCD) o Intra grup o0s, cuantifica la
dispersion de los valores de cada muestra con respecto a sus correspondientes

medias.

2. Variaciéon entre muestras (SCE) o Inter-grupos , cuantifica la dispersion de las

medias de las muestras con respecto a la media global.
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Las expresiones para el calculo de los elementos que intervienen en el Anova son las

siguientes:

Media Global: X=

k nj
Zj:l Zj:l XU
n

Variacion Total: SCT = Zfl Z’ 1 (X ;=X )2

Variacion Intra-grupos:  SCD = Zilz’ 1 (Xl.j —Yj)z

—_ k — _ vV .
Variacion Inter-grupos: SCE = Z,:l (o, = X) nj

Siendo x; el i-ésimo valor de la muestra j-€sima; n; el tamafio de dicha muestra y X
su media. Cuando la hipdtesis nula es cierta SCE/K-1 y SCD/n-K son dos
estimadores insesgados de la varianza poblacional y el cociente entre ambos se
distribuye segun una F de Snedecor con K-1 grados de libertad en el numerador y N-

K grados de libertad en el denominador.
Por lo tanto, si Hyp es cierta es de esperar que el cociente entre ambas estimaciones
sera aproximadamente igual a 1, de forma que se rechazard Hop si dicho cociente

difiere significativamente de 1.

En esta prueba las hipotesis nula y alternativa son:

HO :il :iz :§3 :i4 :is :"'ii
H, :il 7'—'i2 7'—'i3 ¢§4 7’—'§5 ;t...ii
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Se acepta Hp si:

2 2
Fcal < F(h ~1),(N-h), 0.05

Se rechaza en caso contrario.

El ANOVA se basa en la comparaciéon de la variabilidad media que hay entre los

grupos con la variabilidad que hay dentro de los grupos.

Un método computacional conocido como tabla ANOVA facilita los calculos. Se trata
de disponer en forma de tabla ciertas cantidades que conducen a la obtencién del F
calculado, se muestra la tabla de resultados de ANOVA.

Variabilidad| Suma de Cuadrados GL | Cuadrados Medios | F.4
Entre SCE=Y0 > (7 -%)? | k—1| MSE= £ MSE
= Zi-'::] Fh":: T; — T ::'2 MSD

Dentro SCD = Zf:l Z?::l (235 —7:)° | n—k | MSD = L
= Ei::] (ng — '1].?:'?:;2

Total SCT= Y0, Yoty (wy —#)? | n—1

Tabla IV.1Ecuaciones para el calculo de ANOVA de un factor.
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V. PARTE EXPERIMENTAL
V.1 MATERIALES Y METODOS

V.1.1 EQUIPOS

© N o g~ 0N PE

Balanza Analitica (Ohaus, EP 210)
Balanza Analitica (Sartorius, MCI AC 210 S)
Horno Mufla (Heraeus, MR 170 E)

Campana Extractora de Gases (Labconco)
Espectrofotémetro (Shimadzu, UV 1203)

Cocina de Calentamiento Eléctrico (Fisher Scientific)
Celdas de Vidrio

pH-metro

V.1.2 MATERIALES

© © N o O ks~ wDdE

Desecador de Vidrio (Pyrex)

Cépsulas de Porcelana (Fisherbrand)

Pinzas de Céapsulas de Porcelana (Fisherbrand)
Vidrio de Reloj (Pyrex)

Balones aforados de 1000, 250, 100, 50 mL ( Pyrex)
Beaker de 100 mL (Pyrex)

Espatula (Fisher Scientific)

Pizeta de 500 mL (Fisher Scientific)

Pipeta Serolégica de 10, 5, 1 mL
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V.1.3 REACTIVOS

Acetato de sodio trihidratado (Fisher Scientific)
Acido ascorbico (+)(Baker Analyzed)

Acido oxalico (Merck, Darmastadt, Alemania)
Molibdato de Amonio(Merck, Darmastadt, Alemania)
Acido sulfarico (Acros Organics)

Fosfato &cido de potasio(Merck,Darmstadt,Alemania)
Acido Acético Glacial (Merck, Darmstadt, Alemania)

Acido Nitrico(Merck, Darmstadt, Alemania)

© © N o gk~ w NP

Vanadato de Amonio(Fisher Scientific)

V.2 PROCEDIMIENTO
V.2.1 PREPARACION DE SOLUCIONES

V.2.1.1 SOLUCION ESTANDAR DE FOSFORO.
Disolver 0.2195g de KH,PO, vy dilayase a un litro. Esta solucién contendra 50 ppm
de fosforo.

V.2.1.2 SOLUCION TAMPON DE ACETATO pH 4.
Pesar 8.5 g de acetato de sodio trihidratado, disolver en agua y mezclar con 14.25
mL de &cido acético glacial, completar 1 litro con agua, controlar pH con pH-metro.

V.2.1.3 SOLUCION ACIDO ASCORBICO.

Preparar al 1% en solucién de acido oxalico al 0.5% recién preparado.

V.2.1.4 SOLUCION MOLIBDATO AMONIO SULFURICO.
Preparar diluyendo 15 mL de acido sulfurico en 40 mL de agua, que son agregados a

una solucién que contiene 5 g de molibdato de amonio disueltos en 45 mL de agua.
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V.2.1.5 SOLUCION DE MOLIBDATO DE AMONIO-VANADATO DE AMONIO EN
ACIDO NITRICO

Disuélvanse 2.25 g de (NH4)sM07024.4H,0 en 40 mL de agua. Disuélvanse 0.125 g
de Vanadato de Amonio en 30 mL de agua hirviendo. Agréguese la solucién de
Vanadato de Amonio a la de Molibdato de Amonio y enfriese a la temperatura

ambiente. Afiddanse 25 mL de Acido Nitrico concentrado y diliyase a 100 ml.

V.2.2 PREPARACION DEL BLANCO PARA METODO AMARILLO

10 ml de solucion Molibdato/Vanadato y aforar a 50 ml con agua destilada.

V.2.3 PREPARACION DEL BLANCO PARA METODO AZUL
10 ml de la solucion tampon de acetato pH 4, luego 1 ml de la solucién acido

ascorbico y finalmente 5 ml de Molibdato Amonio Sulfarico.

V.2.4 CURVA DE CALIBRACION NORMAL

V.2.4.1 CURVA DE CALIBRACION NORMAL PARA METODO AM ARILLO

Se preparan soluciones estandares de fosforo de 0, 2, 4, 6, 8 ppm, a partir de una
solucion madre de 500 ppm, leer la absorbancia a 470 nm a los 30 min exactos
después de adicionar la solucion Molibdato/Vanadato.

V.2.4.2 CURVA DE CALIBRACION NORMAL PARA METODO AZ UL
Se preparan soluciones estandares de fosforo de 0, 2, 4, 6, 8 ppm, a partir de una
solucion madre de 500 ppm, leer la absorbancia a 660 nm a los 30 min exactos

después de adicionar la solucion Molibdato Amonio Sulfurico.
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V.2.5 CURVA DE ADICION PATRON

V.2.5.1 CURVA DE ADICION PATRON PARA METODO AMARILL O

Se preparan 5 soluciones cada una conteniendo 5 mL de muestra, luego se
adicionan alicuotas de una solucion estandar de fésforo de 500 ppm, se le adiciona
el reactivo colorimétrico y se afora a 50 mL con agua destilada. La concentracion de
los estandares de fosforo son de 0, 2, 4, 6, 8 ppm, se lee la absorbancia a 470 nm a

los 30 min exactos después de preparada cada solucion.

V.2.5.2 CURVA DE ADICION PATRON PARA METODO AZUL

Se preparan 5 soluciones cada una conteniendo 5 mL de muestra, luego se
adicionan alicuotas de una solucion estandar de fésforo de 500 ppm, se le adiciona
el reactivo colorimétrico y se afora a 100 mL con agua destilada. La concentracion de
los estandares de fosforo son de 0, 2, 4, 6, 8 ppm, se lee la absorbancia a 660 nm a

los 30 min exactos después de preparada cada solucién.
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VI. METODOLOGIA

VI.1 DETERMINACION DE FOSFORO
VI.1.1. METODO AZUL-MOLIBDATO SULFURICO

v

RETIRAR LA CAPSULA
Y DEJE QUE ENFRIE
EN UN DESCECADOR

DETERMINACION DE
FOSFORO

v

ANADIR 1mL DE AGUA Y

2mL DE ACIDO NITRICO
CONCENTRADO

PESAR 5 g DE LA
MUESTRA SECA EN
CAPSULA DE
PORCELANA

] v

TRASLADAR EL
ANADIR 15 MIDE CONTENIDO A UN
SOLUCION DE MATRAZ DE 100mL
NITRATO DE
MAGNESIO AL 50%
L MEDIR 5mL DE LA
MUESTRA, AGREGRAR
MEZCLAR 10mL DE LA SOLUCION
1,1mL DE LA

SOLUCION 2 Y 5mL DE
LA SOLUCION 3.

y
EVAPORAR EN UN L
BANO DE VAPOR

MEZCLAR Y AFORAR A

100mL.
CARBONIZAR LA L
MUESTRA
L DEJAR EN REPOSO DE
20 A30MIN Y LEER A
TRANSFERIR LA UNA LONGITUD DE
MUESTRA A UNA ONDA DE 660nm
MUFLA DURANTE 12
HORAS A 550C
N
v FIN

APAGUE LA MUFLA Y
DEJAR DESCENDER
LA TEMPERATURA

HASTA LLEGAR A
LOS 50C

]
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VI.1.2 METODO DE AMARILLO VANADATO-MOLIBDATO

DETERMINACION DE
FOSFORO

PESAR 5 g DE LA
MUESTRA SECA EN
CAPSULA DE
PORCELANA

4

ANADIR 15 MI DE
SOLUCION DE
NITRATO DE
MAGNESIO AL 50%

v

MEZCLAR

4

EVAPORAR EN UN
BANO DE VAPOR

4

CARBONIZAR LA
MUESTRA

v

TRANSFERIR LA
MUESTRA A UNA
MUFLA DURANTE 12
HORAS A 550C

APAGUE LA MUFLA'Y
DEJAR DESCENDER
LA TEMPERATURA
HASTA LLEGAR A
LOS 50C

I

v

RETIRAR LA CAPSULA
Y DEJE QUE ENFRIE
EN UN DESCECADOR

ANADIR 1mL DE AGUA Y
2mL DE ACIDO NITRICO
CONCENTRADO

;

TRASLADAR EL
CONTENIDO A UN
MATRAZ DE 100mL

A

TOMAR 10mL DE LA
MUESTRA Y ANADIR
10mL DEL REACTIVO DE
MOLIBDATO DE
AMONIO-VANADATO DE
AMONIO.

A

TRANSFERIR A UN
MATRAZ DE 50mL Y
AFORAR CON AGUA

:

DEJAR EN REPOSO
DURANTE 30 MIN Y
LEER A UNA LONGITUD
DE ONDA DE 470nm

FIN
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VI.1.3 DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE FOSFORO

VI.1.3.1 METODO AZUL-MOLIBDATO SULFURICO

El método se basa en la reaccién del ién fosfato con molibdato (MoO,*) que da lugar
a fosfomolibdato ([PO,12Mo0O3]*). Este Gltimo por reduccién origina un compuesto
cuya estructura exacta se desconoce, denominado “azul de molibdeno”. Como

reductores se utiliza el acido ascoérbico.

VI.1.3.2 METODO DE AMARILLO VANADATO-MOLIBDATO.

En algunos medios &cidos, los iones de orto-fosfato reaccionan no solo con el
molibdato de amonio, sino también con el vanadato de amonio y se forma el
compuesto amarillo vanadomolibdato de amonio fosférico el molibdato amonico
reacciona en condiciones acidas para formar un heteropoliacido, &acido
molibdofosforico. En presencia de vanadio forma &acido vanadomolibdofosférico
amarillo. cuya intensidad es posible medir fotométricamente a 380 nm.
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VII. ANALISIS DE RESULTADOS
VII.1 SELECCION DE LAS MUESTRAS DE ESTUDIO

En Nicaragua, existe un alto consumo de cereales, todo buen Nicaragiense ha
disfrutado de un delicioso vaso de avena, cebada o pinol. Siendo éstos cereales
parte fundamental en nuestra alimentacion, debido a su variado contenido en
vitaminas y minerales. Existen diferentes presentaciones en la cuales podemos
encontrar estos cereales, que los volumenes de venta y consumo son relativamente
altos y que no contdbamos con un estudio similar al planteado en esta monografia,
decidimos elegir las muestras a ser analizadas en base a criterios puramente

empiricos.

Decidimos realizar la seleccion de las muestras a ser estudiadas en base a los

siguientes criterios:

. Consumo : de todos los cereales que contienen fésforo los mas consumidos
por la poblacion.

. Existencia en el mercado : esto es, las variedades con mayor oferta en el

mercado local.

. Precio : las presentaciones mas accesibles para la poblacion.

Luego de analizar los criterios de seleccion antes mencionados, nos inclinamos por
analizar los cereales elaborados por Café Soluble S.A. (CSSA), los que adquirimos
en una distribuidora del centro de la Ciudad de Ledn. Una vez seleccionados los
cereales a utilizar, se les realizo el andlisis de contenido de fésforo utilizando dos

métodos espectrofotométricos diferentes.
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VII.2 DETERMINACION DE PARAMETROS EXPERIMENTALES
Los parametros experimentales del método fueron:

Precision: en términos de repetibilidad.

Linealidad.

Limite de deteccion y cuantificacion.

Exactitud.

Efecto matriz.

o gk~ whE

Incertidumbre de los resultados.

La obtencién de estos parametros fue realizada posteriormente a la optimizacion de
las condiciones experimentales del método en relacion a nuestras muestras de

estudio.

En la obtencion de los pardmetros experimentales, empleamos en la mayoria de los
casos mas de una forma para obtenerlos, esto con el fin de tener suficientes
elementos que confirmaran nuestras apreciaciones y a Su vez proporcionaran
elementos que podrian ser utilizados para futuros estudios relacionados con la

tematica del presente estudio.

Los parametros experimentales obtenidos asi como un breve analisis de sus

resultados se muestran a continuacion.

VII.2.1 PRECISION: EN TERMINOS DE REPETIBILIDAD.

Tal y como hemos definido en el marco tedrico la repetibilidad es la precision
obtenida analizando alicuotas de wuna muestra homogénea, sometidas
independientemente a todo el proceso analitico de forma independiente, en las
condiciones mas favorables: mismo método de medida, mismo analista, mismo
instrumento de medida usado en las mismas condiciones, mismo laboratorio,

repetidas en un corto periodo de tiempo.
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VII.2.1.1. REPETIBILIDAD INSTRUMENTAL

Para realizar el estudio de repetibilidad para ambos métodos, utilizamos un estandar
de 10 ppm de fosforo, por dos dias consecutivos, obteniendo diez lecturas por dia,
para un total de 20 lecturas. El estandar fue obtenido de una solucion madre de 50
ppm y fue preparado diariamente. Las absorbancias obtenidas experimentalmente en

cada método se muestran en la tabla VII.1.

Estandar |Dia 1 Dia 2 _I
0.238 0.239 0.338 0.339
0.239 0.239 0.339 0.338
0.238 0.237 0.339 0.338
0.238 0.238 0.339 0.338
10 ppm 0.236 0.236 10 ppm 0.339 0.339
0.236 0.237 0.340 0.338
0.239 0.237 0.340 0.339
0.239 0.237 0.340 0.340
0.239 0.238 0.340 0.341
0.236 0.237 0.340 0.340

Tabla VII.1 Resultados de las lecturas del estandar para cada método.

Debido a que para realizar el estudio de la repetibilidad es necesario previamente
determinar la homogeneidad de las varianzas, esto es que no existen diferencias
significativas entre los resultados de cada dia. Para esto aplicamos la prueba

estadistica de Fisher para comparar las varianzas.

Donde se divide la varianza mayor de un dia entre la varianza menor de otro dia, se
compara con el valor de las tablas de Fisher. Si el valor de Fisher calculado (F;) es
mayor que el valor de las tablas (Foos) sSe dice que las varianzas no son

homogéneas (no hay homocedascidad)

5%

Fc=—=
c 37,
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Esta prueba la podemos realizara partir de los resultados de los promedios y
varianzas para cada dia y para cada método se pueden observar en la tabla VII.2.

Repetibilidad 10 ppm de Fésforo _
promedio 0.2378 0.2375 promedio 0.3394 0.339
desviacion | 0.001316561 | 0.000971825 desviacién | 0.00069921 | 0.00105409
varianza 1.73333E-06 | 9.44444E-07 Varianza 4.8889E-07 1.1111E-06
cv 0.554 0.409 cV 0.206 0.311

LI 0.236859087 | 0.236805461 Ll 0.3389003 | 0.33824667
LS 0.238740913|0.238194539 LS 0.3398997 | 0.33975333
Fcal 1.84 Fc 2.72

Tabla VII.2 Resultados del andlisis de estandar de 10 ppm.

Como se puede observar en los resultados el valor de Fc (1.84 para el amarillo y
2.72 para el azul) en ambos casos es menor que el valor de F de tabla (4.026) por lo
cual podemos afirmar que las varianzas son homogéneas tanto para los resultados
Ademas en ambos dias se obtuvieron

del método amarillo como del azul.

coeficientes de variacion relativamente bajos, menores del 1%, por lo cual
comprobamos la excelente repetibilidad que presentaron los resultados de las

lecturas del estandar.

Para comparar los promedios de las lecturas del dia 1 con el dia 2 se utilizé la
prueba estadistica de comparacion de medias independientes o medias muestrales
donde se obtuvo un valor de tc de 0.58 y 1 para el método amarillo y azul
respectivamente, donde en ambos casos es menor que el de t de tabla (2.10) por lo
cual podemos afirmar que en ambos métodos los promedios del dia 1 no difieren
significativamente del dia 2 por lo cual los promedios son iguales.
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Esta comparacion también la podemos confirmar por medio de la grafica de los

intervalos de confianza para cada dia,

ecuaciones:

s Limite superior: X + ty0sn_n)S/raiz(n)

o Limite medio: X

o Limite inferior: X — t(pps._1)5/raiz(n)

para esto utilizamos las siguientes

Las graficas delos intervalos la podemos observar en la figura VII.1.

0,239
0,2385
0,238
0,2375
0,237
0,2365

limites

Repetibilidad 10
ppm (Amarillo)

*
[
L
—o—dia 1
L —m—dia?2
0 2 4

dias

limites

Repetibilidad 10 ppm

0,34
0,3395
0,339
0,3385

0,338

(Azul)

¢

[ ]
1 2
dias

—¢—dia 1
=i—dia 2

Figura VII.1 Grafico de Intervalos de confianza de estandar de 10ppm.

Donde se observa que las graficas presentan puntos en comunes por lo cual

confirmamos que los promedios de los dos dias son iguales para ambos métodos.

VI1.2.1.2 REPETIBILIDAD DEL METODO

Para realizar el estudio de repetibilidad y precision

intermedia del

método

elaboramos dos rectas de calibracion en un intervalo de tiempo definido, estas las

utilizamos para analizar la muestra de avena, por dos dias consecutivos, obteniendo

diez lecturas por dia, para un total de 20 lecturas por dia (Esto fue aplicado a cada

muestra). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla VII.3.
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Dial [Dia 2 | [ plai [ Dia2 |
0.398 0.400 0.414 0.413
0.401 0.401 0.415 0.415
0.399 0.401 0.415 0.413
0.401 0.401 0.415 0.414

Avena 0.399 0.400 Avena 0.414 0.413
0.398 0.400 0.416 0.414
0.401 0.401 0.415 0.413
0.400 0.401 0.414 0.414
0.402 0.400 0.414 0.415
0.401 0.400 0.414 0.415

Tabla VII.3 Resultados del Anadlisis de la muestra de Avena por dos dias

consecutivos.

Al igual que en el caso del estandar de 10 ppm, para realizar el estudio de la
repetibilidad es necesario previamente determinar la homogeneidad de las varianzas.
Para esto aplicamos la prueba estadistica de Fisher para comparar las varianzas.

Esta prueba la podemos realizar a partir de los resultados de los promedios y

varianzas para cada dia y para cada método se pueden observar en la tabla VII.4.

Repetibilidad 10 ppm de Fésforo _
promedio 04 0.4005 promedio 0.4146 0.4139
desviacion | 0.00141421 | 0.00052705 desviacion | 0.00069921 | 0.0008756
varianza 0.000002 2.78E-07 varianza 4.89E-07 7.67E-07
cv 0.354 0.132 cv 0.169 0.212
LI 0.3989893 | 0.40012333 LI 0.4141003 | 0.41327423
LS 0.4010107 | 0.40087667 LS 0.4150997 | 0.41452577
Fc 7.2 Fc 0.64

TablaVIll.4 Resultados del analisis del estandar de la muestra de avena.

Como se puede observar en los resultados el valor de Fc (7.2 para el amarillo y
0.64 para el azul) en el caso del método azul es menor que el valor de F de tabla
(4.026) pero en el caso del amarillo no, sin embargo podemos observar ademas que
existen coeficientes de variacion relativamente bajos para ambos casos.
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Para comparar los promedios de las lecturas del dia 1 con el dia 2 se utilizo la

prueba estadistica de comparacién de medias independientes 0 medias muestrales

donde se obtuvo un valor de tc de 1.02 para el método amarillo y 1.98 para el método

azul respectivamente, donde en ambos casos es menor que el de t de tabla (2.26)

por lo cual podemos afirmar que en ambos métodos los promedios del dia 1 no

difieren significativamente del dia 2 por lo cual los promedios son iguales.

Esta comparacion también la podemos confirmar por medio de la grafica de los

intervalos de confianza para cada dia.

Las graficas de los intervalos la podemos observar en la Figura VII.2.

0,4015
0,401
0,4005
0,4
0,3995
0,399
0,3985

limites

Repetibilidad de la
muestra (Amarillo)

0,4155
0,415
0,4145
0,414

limites

I G = 04135
=i—dia 2 0,413

0

Repetibilidad de la
muestra (Azul)

I —¢—dia 1
=fli—dia 2

2 4

dias

FiguraVIl.2 Gréfico de Intervalos de confianza de estdndar de muestra avena

Donde se observa que las graficas presentan puntos en comunes por lo cual

confirmamos que los promedios de los dos dias son iguales para ambos métodos.
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VII.2.2 LINEALIDAD DEL METODO

Para evaluar la linealidad se efectu6 una curva de calibracion normal de 4 puntos en
un rango de concentracion de 0 a 8 ppm de una serie de estandares de Fdésforo. Los
resultados fueron evaluados mediante las dos formas siguientes:

1. Coeficiente de determinacion

2. Porcentaje de linealidad

VII.2.2.1 COEFICIENTE DE DETERMINACION
La prueba del coeficiente de determinacién, es una de las formas de confirmar el
comportamiento lineal entre dos variables. Para que se considere que una recta se
ajusta a un modelo lineal el coeficiente de determinacion debe ser mayor o igual que
0.99. Los coeficientes de determinacion fueron calculados mediante la siguiente
formula:

2 Gl — O — MD?

20— X)Xy — ¥)?

Los resultados de las absorbancias de los estandares de Fdésforo para cada curva de
calibracion por ambos métodos y los resultados de los pardmetros de regresion se
presentan en la tabla VII.5.

CCN L e ]
conc absorb conc absorb

0 0.0006 a 0.00148 0 0.0007 a 0.01518
2 0.0388 b 0.018355 2 0.1524 b 0.06027
4 0.0758 r2 0.9998339 4 0.2606 r? 0.9962951
6 0.1115 Sa 0.00066918 6 0.376 Sa 0.01039535
8 0.1478 Sb 0.0001366 8 0.4916 Sb 0.00212194

Sx/y | 0.00086391 Sx/y 0.01342033

n 5 n 5

Tabla VII.5 Resultados de los calculos del coeficiente de determinacion para las
rectas de calibracion
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Tal y como se observa en la Tabla VII.5, el valor del coeficiente de determinacion de
la recta es proximo a la unidad (0.999 para el amarillo y 0.996 para el azul), por lo
que podemos decir que se ajusta a un modelo lineal, es decir existe una excelente
relacién lineal entre la concentracion de los estandares de Fosforo y la respuesta de
cada uno de ellos, ademéas se observa en la figura VII.3 que practicamente los

puntos estan sobre la linea de mejor ajuste.

CCN

0,2

0,15 /

0,1

0,05 /
e

0 5 10

absorbancia

conc. Fésforo ppm

FiguraVIl. 3 Gréafico de linea de mejor ajuste.

VI1.2.2.2. PORCENTAJE DE LINEALIDAD

La prueba de porcentaje de linealidad, es otra de las formas de confirmar el
comportamiento lineal entre dos variables. El estadistico del porcentaje de linealidad
se calcula mediante la siguiente férmula:

. . Sp
%Linealidad = ( — b—") x 100

1

Doénde:
Sp1: Es la desviacion estandar de la pendiente

bi: Es la pendiente de la recta
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En este caso cuanto mas cercano se encuentre del 100% mayor sera la linealidad de
la recta. Para realizar este célculo se utilizaron los resultados de los pardmetros de
regresion de cada curva de calibracidén. Al realizar el porcentaje de linealidad el

resultado es el siguiente:

%
RECTA LINEALIDAD
CCN 99.26 CCN 96.48

Tabla VII.6 Resultado del calculo de % de Linealidad para la recta de calibracion.

Tal y como se observa en la Tabla VII.6 el valor obtenido de porcentaje de linealidad
es mayor al 95%, por tanto confirmamos que se observa que existe una buena

linealidad en ambos métodos.

VI1.2.3 LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICAC ION

Como ya hemos mencionado en el marco teorico, el limite de deteccion es la minima
concentracion que proporciona una sefial significativamente diferente a la de un

blanco y que puede considerarse que es causada por el analito.

El limite de cuantificacion se define como la minima concentracién de analito que
origina medidas cuantitativas con aceptable exactitud y precision, que puede

considerarse como el limite inferior del rango lineal.

Utilizando una ecuacion que toma en cuenta los efectos de la sefial del blanco, la
gue proporciona una mayor precision en la determinacién de los limites en rangos de

concentracion bajos.
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En este caso las ecuaciones de calculo empleadas fueron:

329X 5, xC 10x 5, xC
0= a E Le = a £

Ya Ya

Donde S, es la desviaciéon estandar del blanco,
CE: concentracién del estandar del fésforo.

Ya: lectura del estdndar menos lectura del blanco.

Los resultados de las lecturas del blanco y los valores del limite de deteccién y de
cuantificacion se presentan en la tabla VII.7

Replicas blanco
Amarillo
1 0.074 0.054
2 0.076 0.053
3 0.077 0.053
4 0.072 0.053
5 0.075 0.054
yb 0.0748 0.0534
Sa 0.001923538 0.000548
CE 5 5
Ye 0.1488 0.2214
Ya 0.074 0.168
LD ppm 0.428 0.054
LC ppm 1.300 0.163

Tabla VII.7 Media de los limites de deteccion y cuantificacion utilizando la sefial del
blanco.
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Los resultados del limite de deteccion y de cuantificacion fueron de 0.428 ppm y
1.300 ppm para el método amarillo y 0.054 ppm y 0.163 ppm para el método azul.
Como se puede observar en ambos el limite de cuantificacién es relativamente bajo y
en ambos casos es menor que el primer punto de la curva de calibracion normal.

VII.2.4 EXACTITUD

VI1.2.5.2 PORCENTAJE DE RECUPERACION CALCULADO A PA RTIR DE LAS
RECTAS DE CALIBRACION POR ADICION PATRON Y CALIBRAC ION NORMAL.

En este caso evaluamos la exactitud como porcentaje de recuperacion de las
muestras, pero utilizando los valores de las pendientes de las rectas de calibracion

por adicion patron (bCAP) y normal (bCN), mediante la siguiente férmula:

bRCAP
%R (ﬁ)x 100
bl

Los parametros de las rectas de adicion patron y normal se muestran en la tabla VII.8
y los resultados del calculo de los porcentajes obtenidos se muestran en la tabla
VII.9.
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CAP CAP CAP
Parametro | CCN | (AVENA) | (PINOL) | (CEBADA)
a 0.0015 | 0.2157 | 0.60344 | 0.1579
b 0.0184 | 0.0184 | 0.01276 | 0.0193
r? 0.9998 | 0.9975 | 0.996 0.9964
Sp 0.00014 | 0.00053 | 0.00083 | 0.00067

a 0.0152 | 0.4047 1.0618 0.2826
b 0.0603 0.059 0.0632 0.0682
r’ 0.9963 | 0.9973 0.9963 0.9958
Sb 0.0021 | 0.0018 | 0.00022 0.0068

Tabla VII.8 Parametros de las rectas de calibracion de adicion patrén y normal.

%R (Avena) 100.0 +/- 3.0
%R(Pinol) 69.30 +/-4.4
%R(Cebada) 104.9 +/-3.7

97.8 +/-3.1

104.8 +/- 0.9

113.1 +/-11.3

Tabla VII.9 Porcentajes de recuperacion de las muestras y sus incertidumbres

obtenidos a partir de las pendientes de las rectas de adicion patrén y normal.

En la bibliografia se establece que, los porcentajes de recuperacion deben ser entre

80 y 110%, si relacionamos estos resultados podemos decir que las muestras se

encuentran en el intervalo esperado por lo que los métodos presentan buena

exactitud en sus resultados. En la recuperacion de fosforo en la muestra de cebada

por el método azul es de 113%, este valor lo podemos aceptar debido a su intervalo

pasa por el cien por ciento de recuperacion.
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Sin embargo en la muestra de pinol por el método del amarillo, el porcentaje de
recuperacion es muy bajo (69.30%) por lo que podemos afirmar que la exactitud del

método no es buena cuando se trabaja con este tipo de matriz.

VI1.2.5 ESTUDIO DEL EFECTO MATRIZ

El estudio del efecto matriz se realiza con el fin de determinar la existencia de

interferencias en la matriz que pueden afectar la determinacion del analito. Existen

dos tipos de efecto matriz:

. Intensificador: si las interferencias producen aumento en la sefial del analito
adicionado en la matriz y la pendiente de la recta mayor que la de la recta
realizada con calibracion normal.

. Depresor: si las interferencias de la matriz producen disminucion en la sefal
del analito adicionado en la matriz y la pendiente de la recta es menor que la de

la recta realizada con calibracién normal.

Para realizar el estudio del efecto matriz realizamos rectas de adicion patrén
preparando disoluciones de las muestras, de las que tomamos alicuotas definidas, a
las que le adicionamos cantidades crecientes de un estandar de Fosforo. De esta
forma obtuvimos 3 rectas de adicion patrén para las muestras de avena, cebada y
pinol y una recta de calibracion normal. los parametros de las 4 rectas se muestran
en la tabla VI1.8.

El efecto matriz fue estudiado mediante:

» Comparacion directa de la pendiente de la recta de adicion patrén entre la
pendiente de la recta de calibracién normal.
» Porcentaje de Efecto de Matriz.

» Comparacion de las pendientes con sus intervalos.
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VI1.2.5.1 COMPARACION DE LAS PENDIENTES DE LAS RECT AS DE ADICION
PATRON RESPECTO A LA PENDIENTE DE LA RECTA DE CALIB RACION
NORMAL.

La comparaciéon de las rectas de adicion patron respecto a la pendiente de la recta

de calibracion normal, la realizamos empleando la siguiente ecuacion:

Efecto Matriz = m

b1 (geny

De esto podemos deducir tres posible situaciones:

1. Que, blrar) = blren), €N este caso no existe efecto matriz y el resultado de la
division es igual a 1. El grafico obtenido mostrara que las dos rectas se ubican
paralelas entre si.

2.  Que, blrap) > blRren), €n este caso existe efecto matriz intensificador y el
resultado de la division es mayor que 1. El grafico obtenido mostrara que la dos
recta de adicién patron no son paralelas entre si, observandose alejamiento
positivo de la recta de adicion patron respecto a la recta de calibracién normal.

3. Que, blrar< blrcn), €n este caso existe efecto matriz depresor y el resultado
de la division es menor que 1. El grafico obtenido mostrara que la dos recta de
adicion patron no son paralelas entre si, observandose alejamiento negativo de

la recta de adicion patron respecto a la recta de calibracion normal.

Suele suceder sin embargo que, las pendientes de las rectas de calibracion de
adicion patrén y de calibracion normal son similares entre si y en este caso se suele
observar en el grafico que las rectas son paralelas entre si, en este caso existe un
pequefio efecto matriz, que puede ser despreciable en funcién de los resultados de

los analisis realizados.
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En este caso se suele determinar el porcentaje de efecto matriz, mediante la

b1
% EM = [1 _ (ﬂﬂ x 100

siguiente ecuacion.

b1 gy
o wev |
bl(RCN) vs bl (RAP AVENA) 0.0272 bl(RCN) vs bl (RAP AVENA) 2.165
bl(RCN)VS. b].(RAp PINOL) 30.4822 bl(RCN)VS. b].(RAp PINOL) -4.861
blren) VS b1lrap ceBaDa) |-5.175 blren) VS b1rar cEBADA) -12.12

Tabla VII.10 Tabla del porcentaje de efecto matriz (%EM).

Tal y como se observa en la tabla, existe un efecto matriz en la muestra pinol por el
método amarillo y también un pequefio efecto depresor en las muestras de cebada

por el método azul, al tomar en consideracion el porcentaje del efecto de matriz.

Al graficar todas las curvas de adicion patron de las muestras de avena, pinol y
cebada con respecto a la recta de la curva de calibracion normal se observa una
pequefa diferencia en la pendiente de la curva de adicion patrén de la muestra de
pinol con respecto a la curva de calibracibn normal por lo que podemos confirmar
gue en este tipo de muestra existe efecto de matriz cuando se realiza la lectura del
complejo amarillo.
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Efecto de Matriz
Amarillo
0,8
. \ ¢ CCN
E 0,6 ‘
S 04 B capavena
o
% 0,2
inol
0 cap pino
0 5 10
X cap cebada
C Fésforo ppm

Efecto de Matriz Azul

wv)
2
S 1,5
2 #CCN
g 1
S o5 B AVENA
2 PINOL
0
0 2 4 6 8 10 X CEBADA

C Foésforo (ppm)

Figura VI1.4 Gréficos del efecto Matriz para los métodos.

Si graficamos las curvas de adicion patrén para las tres muestras respecto a la curva
de calibracion normal observamos que las pendientes de las rectas no varian mucho
por lo que se observa que no existe efecto de matriz cuando realizamos la lectura del
complejo azul en las diferentes muestras. Incluso para la curva de adicion patrén de
la muestra de pinol no se observa muy claramente la diferencia de la pendiente por lo
gue decidimos realizar el analisis con el grafico de las pendientes con sus intervalos.
Los célculos de los intervalos se presentan en la tabla VII.11 y los graficos en la
figura VII.5.
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CAP
PARAMETROS| CCN | (AVENA) | CAP (PINOL) | CAP (CEBADA)
Lbs. 0.0188 | 0.0199 0.0151 0.0212
b 0.0184 | 0.0184 0.0128 0.0193
Lib 0.018 | 0.0169 0.0105 0.0174

Lbs. 0.067 0.064 0.0638 0.0871
b 0.0603 0.059 0.0632 0.0682
Lib 0.0536 0.054 0.0626 0.0493

Tabla VII.11 Paradmetros de la curva CCN vs CAP

PENDIENTES CON SUS INTERVALOS

0,0250
v 00,0200
: 1 BRI
= 0,0150 e
i —f—CAP AVENA
Z 0,0100
~#A—CAP PINOL
0,0050 ~>é=CAP CEBADA

012 3 45
CURVAS

Figura VII.5 Graficos de las pendientes y sus intervalos para los métodos.

Como se puede observar en el grafico de los intervalos por el método amarillo la
pendiente de la CAP de la muestra pinol no presenta puntos en comunes con
respecto a la pendiente de la CCN por lo que podemos afirmar que existe efecto de
matriz. Por el método azul todas las pendientes presentan puntos en comunes por lo

que afirmamos que no existe efecto de matriz.
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VII.2.6 INCERTIDUMBRE DE LOS RESULTADOS

La incertidumbre es un pardmetro que estd asociado al resultado de una medicion
analitica, que nos indica cuan dispersos estan los datos y las posibles fuentes de

error que pueden influir en la determinacion de un analito.

Para evaluar la incertidumbre de una medicion espectrofotométrica se utilizo a
manera de aplicacibn una muestra de agua que contenia fésforo, se calculo su

concentracion a partir de los parametros de la curva de calibracion normal.

Primeramente se encontré0 el modelo matematico que se utiliza para calcular la

concentracion. El modelo matematico es el siguiente:

Am —a V2 = Vo = 100
ES
b Vi * m  10e—6

%P =

Donde:

An: Absorbancia de la muestra.

a: Intercepto

b: Pendiente

VO: volumen de alicuota de 100 ml.

Vi: volumen de la alicuota de 10 ml (método amarillo)

V,: volumen de la alicuota de 50 ml (método amarillo)

A partir del modelo matemaético se identificaron las fuentes de incertidumbre para
cada componente a través del diagrama causa/ efecto. Cada uno de estos
componentes principales tiene otras fuentes de incertidumbre los cuales se detallan

el diagrama que se presenta en la figura VII.6.
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U(Am) U(b) ] u(va)
Repetibilidad
Linealidad S,/Vn Urep
Ufabricant

S./Vn .
/ Urep — Ufabricante —7/
—>
Ufabricante __ Urep /’ Udesv

V) | _U(ij U {vo) U(m)

Figura VII.6 Diagrama de las principales fuentes de incertidumbres a partir de la

curva calibracion normal.

Existen siete componentes principales que influyen en la incertidumbre en P.
UAm= Incertidumbre de la absorbancia de la muestra.

Ua= Incertidumbre del intercepto.

Ub = Incertidumbre de la pendiente.

Uvo= Incertidumbre del matraz de 100 ml.

Mv1 = Incertidumbre de la pipeta volumétrica de 10 ml. (método amarillo).

Mv2 = Incertidumbre del matraz de 50 ml. (método amarillo).

Un.= Incertidumbre de la masa.
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Finalmente calculamos la incertidumbre mediante la siguiente ecuacion:

U - (CAm* *UAm?®) + (Ca® *Ua®) + (CH* *Ub*) + (CV,> *UV,”) + (CV,” *UV,) + (CV,> *UV,?)
Y (Cm? *Um?) + (2% Ca* Ch*Ua *Ub * )

Los resultados del contenido de Fosforo en las muestras de avena, pinol y cebada
cuantificados a partir de la curva de calibracién normal son las siguientes:

cereal Contenido de Fésforo con su Contenido de Foésforo con su
incertidumbre ( % P) incertidumbre (%P)
Avena 0.721 +/- 0.004 1.070 +/- 0.023
Pinol 2.890 +/- 0.005 2.820 +/- 0.023
Cebada 1.000 +/- 0.003 0.394 +/- 0.023

Tabla VII.12 Resultado de contenido de fosforo con sus incertidumbres con respecto
ala CCN.

De la misma manera se encuentra el modelo matematico para la cuantificacion a

partir de una curva de adicion patron. El modelo es el siguiente:

V2 x Vo = 100
Vi *xm x 10e — 6

a
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A partir del modelo matematico se identificaron las fuentes de incertidumbre para
cada componente a través del diagrama causa/ efecto. Cada uno de estos
componentes principales tiene otras fuentes de incertidumbre los cuales se detallan

el diagrama que se presenta en la figura VII.7.

u(b) U(v1)

Urep—
Sy/Vn —_—

Ufabricant

S./Vn
o/ Urep — Ufabricante 47/
—>
Ufabricante __, Urep /’ Udesv

Vi) ﬂ Ty U(m)

Figura VII.7 Diagrama de las principales fuentes de incertidumbres a partir de la

curva adicion patron.

Y la incertidumbre combinada se calcula de la siguiente manera:

(Ca’ *Ua®) +(Cb* *Ub*) +(CV," *UV,") +(CVy* ¥ UV ) +(CV *UIY)

U,, =
Y (Cm *Um?) + (2% Ca* Ch*Ua* Ub* 1)
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Los resultados del contenido de Fdosforo en las muestras de avena, pinol y cebada
cuantificados a partir de la curva de adicidn patrén son las siguientes:

cereal Contenido de Foésforo con su | Contenido de Fésforo
incertidumbre ( % P) con su incertidumbre

(%P)

Avena 0.117 +/- 0.002 0.137 +/- 0.003
pinol 0.473 +/- 0.011 0.336 +/- 0.013
cebada 0.082 +/- 0.002 0.041 +/- 0.003

Tabla VI11.13 Resultado de contenido de fosforo con sus incertidumbres con respecto
ala CAP.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se seleccionaron las muestras adecuadas segun los criterios de consumo,

existencia en el mercado y sobre todo el precio, obteniéndose tres muestras

de cereales las cuales son: avena, pinol y cebada; estos tres cereales

producidos y distribuidos por la misma empresa .

En el presente trabajo también se evaluaron algunos parametros de validacion

para ambos métodos, amarillo y el azul por lo cual podemos concluir lo

siguiente:

En la evaluacion de la precision expresada como repetibilidad se observo
gue para ambos métodos se obtuvieron resultados buenos, tanto en la
evaluacion de la repetibilidad del equipo y la repetibilidad del método, esto
se demostré con valores de coeficientes de variacion menores del uno por

ciento demostrandose la excelente repetibilidad de las lecturas.

Con respecto a la linealidad se obtuvo excelente relacion lineal entre la
respuesta del equipo (en absorbancia) y la concentracion de los
estandares de fosforo, con valores de coeficiente de regresion proximos a
uno, ademas de un excelente porcentaje de linealidad mayores del 96 por

ciento para ambos métodos.

Se obtuvo limites de deteccion de 0.428 ppm y 0.054 ppm de fosforo para
el método amarillo y azul respectivamente. Por lo cual podemos afirmar
gue el método azul presenta mayor aplicacion cuando existe menor
cantidad de fosforo en las muestras.

También se evalud el efecto de matriz para las tres muestras por ambos
métodos obteniéndose que la muestra de pinol presenta un efecto de
matriz provocando, depresor de la sefial solamente para el método

amatrillo.
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* De la misma manera el porcentaje de recuperacion fue de 69.3 por ciento

para esta misma muestra y por este mismo metodo.

* Se evalud la incertidumbre para ambos métodos y también para las dos
formas distintas de cuantificacion, con curva de calibracién normal y a partir de
la curva de adicidon patron, obteniéndose valores de incertidumbres menores

de 0.03 con porcentajes menores del 5 por ciento de incertidumbre.

« De la misma manera se obtuvo la cantidad de fosforo en cada muestra

demostrandose la aplicabilidad de cada método.
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RECOMENDACIONES

» Evaluar la exactitud del método utilizando una muestra de referencia.

 Aumentar el nUmero de muestras.

* Aplicar el método a otras diferentes marcas comerciales de cereales.

Sindy Valeska Zelles Pérez y Nora Lisseth Rayo Martinez

62



BIBLIOGRAFIA

BIBLIOGRAFIA

. Miller N. James, Miller C. Jane. Estadistica y Quimiometria para Quimica
Analitica 4ta edicién 2002.

. “Métodos espectroscopicos”, Maestria en Quimica aplicada al Analisis y Gestion
de la Calidad. UNAN —LEON (Febrero del 2008)

. G. Delgado. Curso Validacion de Métodos Analiticos. Maestria en  Quimica
Aplicada al Analisis y Gestion de la Calidad. UNAN-LEON (Febrero del 2008).

. ISO/IEC Guide 98:1995- Guide to the expression of uncertainty

. NORMA ISO / IEC 17025:2005.

. Lucas Hernandez Hernandez yClaudio Gonzales Pérez, Introduccion al Analisis

Instrumental.

. Douglas A. Skoog, F. James Holler y Stanley R. Ckounch, Principios de

Analisis Instrumental

. Schdmit-Hebbel, H. “Ciencia y Tecnologia de los Alimentos”. Editorial
Universitaria,Santiago-Chile, 1981.Pulliainen & Walin: Journal of A.O.A.C.
International Vol. 79, N6 (1996)

. Monografia: Validacion del Método Polarografia Clasica para la determinacion
de vitamina C en diferentes Citricos. Br .Maria Cecilia Moreno Garcia, Tutor: Dr.

Gustavo Marcial Delgado Paniagua (2003)

. SILPAhttp://amienses.blogspot.com/2010/04/parametros-de-validacion-de-

metodos.html

63
Sindy Valeska Zelles Pérez y Nora Lisseth Rayo Martinez



BIBLIOGRAFIA

. Guillermo Ramis Ramos, Maria Celia Garcia Alvarez-Coque. Quimiometria.
Carlos Seoane Prado, Editorial Sintesis, S.A. (Madrid Espafa), Afio 2001Pag
61-68. Junio 15, 2011, Monografia

. Gustavo Delgado, “Principios de estadistica y técnicas de Validacion”.
Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, UNAN-LeON,
Nicaragua(1999)

. D.C. Harris, Analisis Quimico Cuantitativo 22 ed., Ed. Reverte. Capitulos 14 al
18
C. Baird, Quimica Ambiental, Ed. Reverté 2001. Capitulo 9.

. Fiske C.A.R & subarow (1925), Y.J Biol Chem Vol 66:375.
. Lowry, D.H & Lopez (1946) J.A.J Biol Chem Vol 162: 421.

. INCAP 1964 “ Metodos de laboratorio Vol | Analisis de Alimentos” Instituto de
Nutricion de Centro America, Guatemala G.A.

64
Sindy Valeska Zelles Pérez y Nora Lisseth Rayo Martinez



A LA LIBERTAD POR LA UNIVERSIDAD



