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Combustién

Dumatherm

Exactitud

Foliar

Incertidumbre

Método Dumas

GLOSARIO

Proceso quimico de oxidaciéon rapida que va
acompafiado de desprendimiento de energia baja en
forma de calor y luz. El oxigeno, elemento esencial
para que se produzca y continle el proceso de

oxidacion.

Analizador que utiliza el método Dumas como
referencia. Quema el material de muestra a altas
temperaturas y reduce el 6xido de nitrégeno resultante
a nitrégeno elemental, mediante una superficie de

cobre metalica.

Proximidad de concordancia entre el resultado de una

medicién y el valor de referencia aceptado.

En botanica, perteneciente o relativo a la hoja.

Pardmetro asociado al resultado de una medicién que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian

atribuirse razonablemente al mensurado.

Método completo que sirve para determinar el
contenido total de nitrégeno en una matriz
habitualmente organica. La muestra se combustiona a

una temperatura alta en una atmaosfera de oxigeno.
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Precisién

Redox

Repetibilidad

Sesgo

Veracidad

Verificacion

Proximidad de concordancia entre los resultados de
pruebas independientes, obtenidos bajo condiciones

estipuladas.

Reaccion quimica en la que uno o mas electrones se
transfieren entre los reactivos, provocando un cambio

en sus estados de oxidacion.

Variaciones de resultados de una prueba que se
obtienen con el mismo método, sobre objetos de
prueba idénticos, en el mismo laboratorio, por el
mismo operador, usando el mismo equipo y dentro de

intervalos de tiempo cortos.

Diferencia entre el valor esperado de los resultados de

prueba y un valor de referencia aceptado.

Proximidad de concordancia entre el valor promedio
obtenido de una serie grande de resultados de prueba

y un valor de referencia aceptado.

Comprobacion que el laboratorio domina el método de

ensayo normalizado y lo utiliza adecuadamente.



RESUMEN

El presente estudio tuvo como finalidad verificar una técnica de
cuantificacion de nitrogeno total en suelos y plantas, aplicando el método Dumas
y utilizando el equipo Dumatherm, implementando los requisitos técnicos y de
gestién que debe cumplir el laboratorio para acreditar el método bajo la norma
ISO 17025:2017. EI método fue aplicado a muestras que ingresaron en el

Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas.

Se pesaron las muestras de suelos y foliares, se analizé con el equipo
Dumatherm para obtener el porcentaje de nitrdgeno total en las muestras. Para
determinar la aceptabilidad del método se establecieron parametros de
verificacion que fueron: repetibilidad, exactitud, precision y declaracion de

incertidumbre.

Se obtuvo los resultados del andlisis de muestras y se realizo el analisis
estadistico para verificar el cumplimiento de los parametros establecidos. Se
calculé la desviacion estandar en los resultados para estimar la precision
representada como porcentaje de coeficiente de variacion y se realiz6 un analisis
de varianza para determinar la exactitud, repetibilidad y precision intermedia.
Finalmente, se realizaron los informes de verificacion y declaracién de

incertidumbre por medio de una incertidumbre expandida asociada.

Por medio de los resultados obtenidos del analisis estadistico se demostro
gue las concentraciones que se analizaron en el laboratorio, se encontraron
dentro del rango de aceptacion, en comparacion con las concentraciones del

material de referencia, se obtuvo un porcentaje de coeficiente de variacion menor

Xl



al 10 %, se obtuvo un rango de exactitud entre el 90 % y 100 % y un sesgo menor
al 10 %, por lo que el método Dumas fue verificado por el laboratorio y se

demostré que los resultados analizados en el equipo Dumatherm son confiables.

Xl



OBJETIVOS

General

Verificar una técnica de cuantificacion de nitrégeno total en muestras de
suelos y plantas por medio del método Dumas, en el Laboratorio de Suelos,
Plantas y Aguas, para la acreditacion de dicho método bajo la norma ISO/IEC
17025:2017.

Especificos

1. Demostrar que las concentraciones certificadas para un material de
referencia son iguales a las concentraciones determinadas en el
laboratorio, mediante un analisis de varianza, para la verificacion de la

técnica de cuantificacion de nitrégeno total.
2. Estimar los parametros de desempefio del método: precision, repetibilidad,

veracidad, exactitud e incertidumbre, mediante los resultados obtenidos

en el analizador de nitrégeno para la verificacion del método Dumas.
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INTRODUCCION

Se enuncia la determinacion de nitrogeno total en suelos, que cumple un
aspecto importante en los cultivos. Las altas tasas de nitrégeno inorganico en
sistemas agricolas han tenido consecuencias negativas para el funcionamiento
del suelo y la salud ambiental. Los altos aportes de nitrdgeno agotan el carbon
del suelo y atrofian su capacidad para retener agua.

En lo que respecta a la técnica que cuantifica el nitrdgeno total, es aplicable
en muestras de suelos y plantas, es compatible con el método de Dumas, que,
al aplicarlo, se obtiene el porcentaje de nitrégeno total y por consiguiente se

produce la verificacion de dicho método.

En cuanto al equipo Dumatherm, en el que se realiza el método Dumas
permite que se sustituya el método de Kjeldahl, lo que lo hace innovador, en
especial porque permite la determinacion del nitrogeno total, al someter la
muestra a una combustiéon, especificamente a 1 030 °C y con una reduccion a

800 °C, que es lo que permite el porcentaje de nitrégeno total en la muestra.

En relacién con la verificacion del método Dumas, es relevante debido a que
se comprueba que el método esta siendo utilizado adecuadamente y lo mas
importante de dicha evaluacion y comprobacion de resultados, permite conocer
la similitud del material de referencia con las concentraciones estimadas en la

investigacion.
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1. ANTECEDENTES

De acuerdo con el decreto 19-69 Ley del Café del Congreso de la
Republica de Guatemala, articulo 4, se cre6 una Asociacion Nacional del Café,
como “una entidad de derecho publico, no lucrativa, constituida por los
caficultores de la Republica; con personalidad juridica, patrimonio propio, fondos
privativos y plena capacidad para adquirir y disponer de sus bienes y contraer

obligaciones, de conformidad con su objeto y fines”. !

La Asociacion Nacional del Café tiene como misién velar por los intereses
del sector cafetalero; ser responsable de prestar los servicios efectivos para
lograr una caficultura sostenible, competitiva y de calidad. Su vision es, ser una
organizaciéon de vanguardia, lider de los caficultores del pais, prestar servicios a

sus asociados y proyectar el café de Guatemala al mundo.

Entre los servicios que presta Anacafé se encuentra el Laboratorio de
Andlisis de Suelos, Plantas y Aguas. “Cuenta con un Sistema de Gestion de
Calidad implementado y basado en normas internacionales, garantizando la
confiabilidad de los resultados a través de herramientas de aseguramiento de la
calidad, capacitacion constante del personal técnico, equipos de gama alta,

reactivos de alta pureza y proveedores altamente calificados”.?

IANACAFE. Anacafé Asociacion Nacional del Cafe.
https://www.anacafe.org/uploads/file/a750889e55144d9c8cf95df69096d67f/Ley Reglamento
_Decretos.pdf.

2 bid.



Segun el Ing. Martinez Daniel, Anacafé 2017, el laboratorio fue fundado el
21 de marzo de 1972 por la Junta Directiva de Anacafé del periodo 1971-1972.
Fue creado con la finalidad de brindar apoyo al sector cafetalero prestando los
servicios de analisis de suelos, fertilizantes y cales agricolas. Desde el inicio
hasta la fecha, Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas ha realizado diversos
estudios sobre suelos, fertilizantes y cales agricolas. Desde el inicio hasta la
fecha, Analab ha realizado diversos estudios sobre suelos, aguas y plantas para

la mejora de produccion y calidad del café en Guatemala.

En 2013, el laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas realiz6 un estudio de
graduacion de grado, de la Universidad de San Carlos de Guatemala en la carrera
de Ingenieria Quimica, la tesis se denomina Disefio de la investigacion para
evaluacion de agua miel para riego en plantillas de café en el beneficio hUmedo
Cooperativa Nuevo Sendero en la aldea Chapas, Nueva Santa Rosa, Guatemala,
C. A.; el trabajo de investigacion se efectud con el objetivo de aprovechar los
nutrientes de agua miel proveniente de beneficiado hiumedo de café y poder
establecer un método de relso de agua residual para evitar su vertido en cuerpos
receptores. Dicho estudio se llevé a cabo por medio de una comparacion del
efecto de utilizar riego de agua miel cruda y agua miel tratada sobre el desarrollo

de plantillas de café, para sus resultados se emple6 un andlisis de varianza.?

Se hizo un estudio de graduacién de grado, de la Universidad de
San Carlos de Guatemala en la carrera de Ingenieria Quimica, la tesis se
denomina Validacion y comparacion de dos métodos analiticos por

espectrofotometria visible para determinar boro en suelos.

8 PALMA, Laura Maria. Disefio de la investigacion para la evaluacién de agua miel para riego en
plantillas de café en el beneficio himedo cooperativa nuevo sendero en la Aldea Chapas, Nueva
Santa Rosa, Guatemala, C.A. p. 2.



“El trabajo de investigacion consiste en comparar dos métodos analiticos
por espectrofotometria visible para extraer boro en suelos, en los resultados
obtenidos se aplicaron los parametros de validacion: selectividad, linealidad,

sensibilidad, limites, precisién, veracidad, robustez y aplicabilidad”.*

Los primeros dos antecedentes son institucionales, los dos anteriores
estan relacionados con los estudios de laboratorio y de tesis de grado, realizados
en el laboratorio; en Guatemala no se encontré un antecedente sobre la
determinacién de nitrégeno total por el método DUMAS, sin embargo existe un
estudio llevado a cabo en Peru que se titula Validacion y estimacion de la
incertidumbre en la determinacién del contenido de nitrégeno total en harina de
pescado empleando la técnica de combustion y detector de conductividad
térmica, con los resultados obtenidos se determind que el método es selectivo y

robusto.®

Otro estudio realizado en Perq, titulado Validacién y obtencion de la
incertidumbre para la determinacion del porcentaje de proteina en harina de
pescado, por el método Dumas (combustion), sefiala que el método es robusto.®

4 DORANTES, Brenda Carolina. Validacién y comparacién de dos métodos analiticos por
espectrofotometria visible para determinar boro en suelos.. 3 p.

5SULCA CARDENA, Edber Abel. Validacion y estimacion de la incertidumbre en la determinacion
del contenido de nitrégeno total en harina de pescado empleando la técnica de combustién y
detector de conductividad termica. p. 11.

6 RAMIREZ CAMPOS, José Luis. Validacion y obtencion de la incertidumbre para la
determinacion del porcentaje de proteina en harina de pescado, por el método dumas
(combustion) p. 10.



Se realizaron estudios previos de determinacion de nitrogeno total para
proteinas en alimentos realizando una validacion y verificacion del método de
combustion Dumas, incluyendo los mismos parametros para la presente
investigacion, se comparan los resultados con el método Kjeldahl que es un

método alternativo para determinar nitrogeno total.



2. MARCO TEORICO

El contenido conceptual desarrollado constituye el fundamento de la
investigacion documental que le da sustento al trabajo realizado y que
corresponde a la verificacion de la técnica cuantitativa para la determinacion de
nitrégeno total por medio del Método Dumas en muestras de suelos y plantas; el
estudio permitié determinar el porcentaje de nitrégeno total en las muestras que

son sometidas a una combustién y una reduccién en el equipo Dumatherm.

2.1 Ciclo del nitrégeno

La atmosfera es el principal reservorio de nitrdgeno, donde constituye
hasta un 78 % de los gases. Sin embargo, como la mayoria de los seres vivos no
pueden utilizar el nitrégeno atmosférico para elaborar aminoacidos y otros
compuestos nitrogenados, dependen del nitrdgeno presente en los minerales del
suelo. Por lo tanto, a pesar de la gran cantidad de nitrégeno en la atmésfera, la
escasez de nitrdgeno en el suelo constituye un factor limitante para el crecimiento
de los vegetales. “El proceso a través del cual circula nitrégeno a través del

mundo organico y el mundo fisico se denomina ciclo del nitrégeno”.’

El ciclo del nitrégeno incluye varios procesos: la fijacion del nitrégeno

atmosfeérico, amonificacion, nitrificacion, asimilacion y desnitrificacion.

7 CAMPBELL, Neil A., MITCHELL, Lawrence G. Biologia, conceptos y relaciones. p.150.



La fijacion del nitrégeno es el proceso de la transformacion del nitrégeno
atmosférico en nitratos o amoniaco, “se lleva a cabo de dos maneras: por
reacciones quimicas de alta energia que aportan los relampagos durante las
tormentas eléctricas o bien a través de procesos bioldgicos efectuados por

algunas bacterias denominadas fijadoras de nitrégeno”.2

La amonificacion ocurre cuando los organismos mueren y actian
bacterias que transforman las moléculas organicas, ocurre en las excreciones de
los organismos. “La nitrificacién convierte el amoniaco en nitritos (NO2) y nitratos
(NO3)".°

Las raices de las plantas absorben el amoniaco o el nitrato y lo utilizan
para la sintesis de sus biomoléculas. Los animales al alimentarse de plantas y
otros organismos, incorporan el nitrdgeno a sus tejidos y como resultado se
genera amonio. La eliminacién del amonio en forma de acido urico y urea. Estos
compuestos se depositan en tierra 0 agua, de donde son tomados por las plantas

y algunas bacterias.

8 LABASTIDA, Jaime, RUIZ, Rosaura. Enciclopedia de conocimientos fundamentales UNAM
Siglo XXI. p. 553.
9 Ibid. p. 554.



Figura 1. Esquema del ciclo del nitrégeno en la naturaleza

NH NH, en suelo
amonlﬁc’adén e

NO,
bacterias
NO,
nitrificantes
n::r;‘;:::s (nitrosas) Desnitrificacion

(nitricas)

Nitrificacion

Fuente: LABASTIDA, Jaime, RUIZ, Rosaura. Enciclopedia de conocimientos fundamentales
UNAM siglo XXI. 2010. http://catalogacionrua.unam.mx/enciclopedia/biologia/Text/85
_tema_05_5.5.3.html. Consulta: 12 marzo 2020.

2.2. Nitrogeno del suelo
“El 98 % de nitr6geno se encuentra en las rocas, 2 % en la atmosfera y

menos del 1 % en el suelo y agua”.*? Las formas en que el N es asimilado por las
plantas son NOs y NH4* mediante proceso de flujo.

10 DAUB, G. William, SEESE, William S. Quimica. p. 52.


http://catalogacionrua.unam.mx/enciclopedia/biologia/Text/85

Las cantidades de N presentes en los suelos dependen especialmente de
las condiciones climaticas, la vegetacion, la actividad microbiana, la topografia,
el material parental, la actividad del hombre y el tiempo. La mayor parte del
nitrdgeno en el suelo se encuentra en combinacion organica, como sustituyente
de la materia organica edafica. Solo una pequefia fraccion se encuentra en
combinaciones inorganicas, fundamentalmente como NH4* en su forma cationica,

y como NO2" y NOz™ en su forma aniénica.!

2.2.1. Fijacion del Nitrégeno

La fijacion del nitrogeno (N2) es un proceso que realizan algunos
microorganismos, esta habilidad da la ventaja de no depender de otras especies

disponibles de nitrégeno.

o Amonificacion: es la transformacién del nitrégeno en amonio. El nitrégeno
organico se encuentra en el suelo en forma de proteinas. EI amonio
obtenido puede ser utilizado por los microorganismos que lo utilizan como
fuente de nitrégeno, incorporarse al humus, es utilizado por plantas y
puede continuar con la nitrificacién. Del valor de pH del suelo depende si
se encuentra como amoniaco (NHs) en suelos neutro/alcalino o como ion

amonio (NH4*) en pH neutro/acido.

o Nitrificacion: el amonio producido en la amonificacion continta con la
oxidacion y se transforma en NO2 y luego en NOs'. Este proceso es
realizado por Nitrobacter y es una fuente de H* hacia la solucion del suelo

gue provoca paulatina acidificacion.

11 PELLEGRINI, Andrea Edith. Nitrogeno del suelo. https://scholar.google.com/
scholar?cluster=4660790784258549879&hl=en&oi=scholarr.



o Desnitrificacion: reduccion de NOs  y NO2 por medio de bacterias del
suelo, son transformados en gases de NO, N20, Nz, pasando del suelo a

la atmoésfera. Las bacterias desnitrificadoras son anaerébicas.

o Inmovilizaciébn microbiana: es la asimilacion por los microorganismos de
nutrientes inorganicos. Los microorganismos utilizan el nitrégeno para
construir sus propias fuentes de energia. Al agregar abono orgénico se
produce un decaimiento del contenido de N inorganico del suelo, ya que
los organismos necesitan, para aprovechar la energia contenida en los

restos organicos y sintetizar sus propias estructuras.

2.2.2. Impacto del nitrégeno

Las altas tasas de nitrdgeno inorganico en sistemas agricolas han tenido
muchas consecuencias para el funcionamiento del suelo y la salud ambiental.
Los altos aportes de nitrégeno agotan el carbon del suelo, atrofian su capacidad
para retener agua y agotan el N del suelo. EI manejo de nitrdgeno es clave para
construir carbédn en el suelo. El carb6on no se puede formar en presencia de altas

tasas de nitrégeno inorganico.!?

Se considera que el 65 % del nitrdgeno es utilizado por los cultivos que
provienen de la fijacion biol6gica. Gran parte del nitrégeno utilizado en agricultura
deriva del proceso del nitrégeno atmosférico que se transforma en amoniaco con
ayuda de bacterias fijadoras del nitrégeno. “Las moléculas vitales para la fertilidad
del suelo son los aminoacidos y humus, las cuales contienen amoniaco que se

incorpora en estas moléculas organicas”.?

12 JONES, Christine. Nitrégeno, la espada de doble filo. http://www.amazingcarbon.com/.
13 |bid.



2.2.3. El nitrégeno en las plantas

El amonio y nitrato son absorbidos por la planta que contienen nitrogeno,
convertidos en aminoacidos. En las raices ocurre la metabolizacion del amonio
con demanda de oxigeno, y el nitrato se metaboliza en las hojas. “La absorcion
de amonio y nitrato afecta de manera diferente el entorno de las raices y la
absorcion de otros nutrientes”.!* Para aprovechar esta absorcion la
permeabilidad se debe mejorar en la estructura del suelo y la capacidad de este

de retener agua y nutrientes.

La funcion mas importante del nitrégeno en los cultivos es formar parte de
las proteinas vegetales y como reserva de energia, “las plantas deficientes en
nitrégeno exhiben un crecimiento pobre. Las hojas mas viejas se vuelven de un
color verde pélido y més pequefio, como resultado del contenido reducido de

clorofila”.1>

2.3. Suelo

El suelo es un ente natural organizado e independiente con unos
constituyentes que son resultado de la actuacién de una serie de factores activos
como el clima, organismos y tiempo sobre la roca madre. “Es la fina capa de
material fértil que recubre la superficie de la Tierra. Es una capa delgada situada
en el limite entre la atmdésfera y la zona continental de la corteza terrestre.”® Es
considerado como medio para el desarrollo de las plantas, regulador del

contenido de agua y nutrientes.

14 SELA, Guy. El nitrégeno en las plantas. https://cropaia.com/es/blog/nitrogeno-en-las-plantas/.
15 1bid.

16 LOPEZ, Antonio Jordan. Manual de Edafologia. https://docplayer.es/15622146-Manual-de-
edafologia-por-antonio-jordan-lopez.html.
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2.3.1. Composicion del suelo

Se pueden diferenciar tres fases de suelo; fase sélida: agregados minerales
y orgénicos; fase liquida: agua de la solucién del suelo y fase gaseosa: atmdsfera
del suelo contenida en el espacio poroso. La fase sélida ocupa aproximadamente
el 50 % del total.

2.3.2. La fase sdlida

Es la responsable del comportamiento del suelo, formada por dos tipos de
componentes, el componente mineral del material original y el componente
organico procedente de los restos de los seres vivos. “La fase sélida representa
la fase mas estable del suelo y por tanto es la mas representativa y la mas
ampliamente estudiada”.’ Un suelo cultivado contiene, aproximadamente un
45 % de materia mineral, un 5 % de materia organica, un 15-35 % de agua y el
resto de aire. La parte solida del suelo proviene de la descomposicion de las
rocas y de los residuos vegetales y es relativamente estable en cuanto a su
composicidbn 'y organizacion. Dicha estabilidad suele servir para la

caracterizacion.

2.3.3. Componentes de la materia organica del suelo

La materia organica del suelo se compone de vegetales, animales y
microorganismos Vvivos, sus restos y las resultantes de su degradacion
fisicoquimica. Durante el proceso degradativo de los restos se obtiene el

contenido medio final en el humus que esta alrededor del 5 % de nitrogeno.

17 LOPEZ, Antonio Jordan. Manual de Edafologia. https://docplayer.es/15622146-Manual-de-
edafologia-por-antonio-jordan-lopez.html.
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o Compuestos hidrocarbonados: formados por carbono, hidrégeno y
oxigeno, como azucares solubles, almiddn, celulosa, lignina, grasas,

resinas, entre otros.

o Sustancias nitrogenadas: en forma de amino&cidos, péptidos, proteinas,
amino azlcares, entre otros. Son sustancias que se componen de

carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, fosforo y azufre.

o Productos transitorios: son sustancias resultantes de la degradacién y la

descomposicion de las moléculas organicas complejas.

2.4. Cuantificacion de nitrégeno total

La cuantificacion de nitrdgeno total cobra importancia en distintos ambitos,
resultando ser un parametro de decision para cultivo y reproduccion de plantas;
como también para establecer si un cuerpo de agua es apto para el consumo
humano. La fase final de valoracion en el método Kjeldahl requiere de alta
precision y repetitividad en los resultados obtenidos. Con el sistema de titulacion
y el electrodo combinado se optimiza esta determinacion con curvas de titulacion
definidas y punto final exacto al tratarse de un valor potenciométrico.
Adicionalmente se disminuye el consumo de reactivos tales como indicadores los
cuales pueden tener costos elevados y una baja efectividad al momento de la

deteccién del punto final.

2.5. Método de Dumas

Es un método completo que sirve para determinar el contenido total de
nitrégeno en una matriz habitualmente organica. “La muestra se combustiona a

una temperatura alta en una atmdsfera de oxigeno”.18 A través de subsiguientes

12



tubos de oxidacion y reduccion, el oxido de nitrdgeno se convierte
cuantitativamente en N2. El resto de los productos volatiles de la combustion se

aislan o se separan.

Un detector de conductividad térmica mide el gas nitrégeno. En el detector
de conductividad se produce un cambio de transferencia de calor desde una
localizacion a través de la muestra a un sumidero de calor (pared del detector).
Una temperatura alta causa mayor resistencia a la conductividad eléctrica del
mismo, este cambio modifica el equilibrio del sistema y puede medirse el
nitrégeno. “Los resultados se indican en forma de porcentaje o en mg de

nitrégeno”.1°

2.5.1. Fundamento método Dumas

Este método se caracteriza por pirolisis completa de la muestra y mediciéon
del contenido de nitrdgeno de los gases de combustién. “El nitrdgeno puede ser
medido con mandmetro después de absorber el diéxido de carbono en una

solucién alcalina o por conductividad térmica en métodos automatizados”.?°

18 MULLER, Jurgen. Dumas o Kjeldahl para el andlisis de referencia. http://www.fossanalytics.
com. Consulta: 21 de marzo 2020. p 2.

19 1bid. p. 4.

20 ROMERO, Nalda. Métodos de analisis para la determinaciéon de nitrégeno y constituyentes
nitrogenados en alimentos. p. 165-175.
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o Ventaja

Muestra equivalencias satisfactorias al compararlo con el método de

Kjeldahl en andlisis de muestras, aunque con valores levemente mayores.??

) Desventaja

Requiere pequefias cantidades de muestra, finamente dividida vy
homogénea para minimizar el error de muestreo. “Este método no puede

aplicarse a material himedo por lo que debe efectuarse un secado previo”.??

Con relaciéon a la selectividad, las interferencias y la susceptibilidad a la
adulteracion, hay que tener en cuenta que el método Dumas recupera
cuantitativamente todas las formas de nitrdgeno, organico e inorganico, durante
el analisis y es especifico del nitrégeno total. EIl método es susceptible de
adulteracion por parte de todos los compuestos organicos e inorganicos que

contienen nitrégeno”.?3

2.6. Equipo Dumatherm

El equipo contiene un reactor de alta temperatura sin cromo que realiza una
combustion catalitica sin residuos de las muestras, se utilizan gases como helio
y oxigeno de alta pureza para determinar con precision los porcentajes de

nitrdbgenos mas bajos.

21 ROMERO, Nalda. Métodos de andlisis para la determinacion de nitrégeno y constituyentes
nitrogenados en alimentos. p. 167.

22 |bid. p. 168.

23 |bid. p. 169.
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Figura 2. Esquema del funcionamiento del equipo Dumatherm
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Fuente: GERHARDT, D. Manual Dumatherm. 14 p.

Paso 1. la muestra se pesa y envuelve en estaflo para evitar la
contaminacion con el nitrogeno del aire y eliminar error en los resultados.

La muestra pasa por el auto muestreador con ayuda de He/Ar.

Paso 2: la muestra cae por gravedad al inserto de ceniza. Los productos
de combustion gaseosos pasan a la columna de combustion y reaccionan
completamente a los 6xidos deseados con ayuda de catalizadores. El
oxido de nitrégeno resultante se reduce en la columna de reducciéon y pasa

a su estado de nitrogeno elemental.

Paso 3: el producto generado de agua queda atrapado en la trampa de

absorcion de agua.

15



o Paso 4: el producto generado de CO2 queda atrapado en la trampa de
absorcion autoregenerante.

o Paso 5: el nitrégeno elemental junto con el gas acarreador He/Ar pasa por
el detector de conductividad térmica (TCD) y luego se obtienen los datos
mediante el software manager.?*

2.7. Reacciones de oxidacién-reduccion

Son procesos que llevan a la modificacion del estado de oxidacion de los
compuestos. Las reacciones redox se consideran como reacciones de
transferencia de electrones. Abarcan desde la combustion de combustibles
fésiles hasta la accion de los blanqueadores domésticos. “El término de reaccién
de oxidacién se refiere a la semirreaccion que implica la pérdida de electrones.
Una reaccion de reduccion es una semirreaccion que implica una ganancia de

electrones”.?®

En la oxidacion existe una pérdida de electrones o un aumento de niamero
de oxidacién y en la reduccion existe una ganancia de electrones o disminucién
de su nimero de oxidacion, “[...] en una reaccién redox existe el agente reductor
el cual dona electrones al oxigeno y hace que se reduzca. El oxigeno se reduce
y actlia como agente oxidante porque acepta electrones”.?®

24 GERHARDT, D. Manual Dumatherm. p. 14-25.
25 CHANG, Raymond. Quimica. p. 116.
26 |bid. p. 120.
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La reaccion de combustion es la reaccién quimica exotérmica de una
sustancia llamada combustible con el oxigeno, “una reaccién de combustion es
una reaccion en la cual la sustancia reacciona con el oxigeno, por lo general con
la liberacién de calor para producir una flama”,?” se caracteriza porque se forma
una llama la cual emite luz y calor que se encuentra en contacto con el

combustible.

Reaccion de combustion (Oxidacion)
1030°C 1
CoHm Ny + a0, —— nC0, + /o mH,0 + kNO,

Reaccion de reduccion

800°C
NO, — N,

2.8. Validaciéon de un método

Es el proceso de establecer las caracteristicas de desempefio y limitaciones
de un método y la identificacion de las influencias que pueden modificar esas
caracteristicas y hasta qué punto. Es el proceso de verificacion de que un método
es adecuado a su proposito, o sea, para resolver un problema analitico particular.
“En el proceso de validacion del método deberan utilizarse equipos que estén
trabajando correctamente dentro de su especificacion y adecuadamente

calibrados”.?8

2T CHANG, Raymond. Quimica. p. 121.
28 EURACHEM. Guia de laboratorio para la validacién de métodos y temas relacionados. p. 10.
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En el inciso 5.4.5.1 de la Norma Coguanor NGR/ISO/IEC 17025, en su
primer inciso, establece que “La validacion es la confirmacion, a través del
examen y el aporte de evidencia objetiva, que se cumplen los requisitos

particulares para un uso especifico previsto”.?°

2.9. Verificacion de un método

Comprueba que el laboratorio domina el método de ensayo normalizado y
lo utiliza adecuadamente. “Si el laboratorio ha modificado un método
normalizado, requerir4 Unicamente que se realicen pruebas que indican que la

variacion realizada no afecta el ensayo”.*°

Los pasos para seguir serdn los mismos que para una validacion,
especificando que el método de ensayo esta Unicamente siendo verificado, asi

como las variables que seran analizadas.

Asimismo, en el inciso 5.4.5.2 de la Norma Coguanor NGR/ISO/IEC 17025
menciona que el laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los
métodos que disefia o desarrolla, los métodos normalizados empleados fuera del
alcance previsto, asi como las ampliaciones y modificaciones de los métodos
normalizados para confirmar que los métodos son aptos para el uso previsto. La
validacion debe ser tan amplia como sea necesario para satisfacer las
necesidades de la aplicacion o del campo de aplicacion dado. El laboratorio debe
registrar los resultados obtenidos, el procedimiento utilizado para la validacién y

una declaracion que si el método es apto para el uso previsto.3!

29 COGUANOR. NTG/ISO/IEC 17025. Guatemala. 2001. p. 21.
30 EURACHEM. Op. Cit. p. 7.
31 COGUANOR. Op. Cit. p. 21.
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2.10. Parametros de verificacion

Para realizar la verificacion se requiere de ciertas caracteristicas que
necesitan ser evaluadas y que corresponden a los siguientes parametros segun

la guia de validacion Eurachem.

Especificidad: la capacidad de un método para determinar exacta y
especificamente el analito de interés en presencia de otros componentes

en una matriz de muestra bajo las condiciones de prueba establecidas.

o Exactitud: es la proximidad de concordancia entre el resultado de una

medicién y el valor de referencia aceptado.

o Precision: es la proximidad de concordancia entre los resultados de

pruebas independientes obtenidos bajo condiciones estipuladas.

o Reproducibilidad: precision bajo condiciones de reproducibilidad, es decir,
condiciones segun las cuales los resultados de prueba se obtienen con el
mismo método, sobre objetos de prueba idénticos, en diferentes
laboratorios, por diferentes operadores, usando diferentes equipos.

o Repetibilidad: precisibon en condiciones de repetibilidad, es decir,
condiciones segun las cuales los resultados independientes de una prueba
se obtienen con el mismo método, sobre objetos de prueba idénticos, en
el mismo laboratorio, por el mismo operador, usando el mismo equipo y

dentro de intervalos de tiempo cortos.
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o Veracidad: es la proximidad de concordancia entre el valor promedio
obtenido de una serie grande de resultados de prueba y un valor de

referencia aceptado.

o Sesgo: es la diferencia entre el valor esperado de los resultados de prueba
y un valor de referencia aceptado.

o Linealidad: define la habilidad del método para obtener resultados de la
prueba proporcionales a la concentracion del analito.

o Robustez: en un procedimiento analitico es una medida de su capacidad
de permanecer inalterado por variaciones pequefas pero deliberadas en
los parametros del método y proporciona una indicacion de su

confiabilidad durante su uso normal.

o Incertidumbre: parametro asociado al resultado de una medicidon que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian atribuirse

razonablemente al mensurado.

o Incertidumbre tipo A
Evaluacion de un componente por un analisis estadistico de los valores
de mediciones obtenidos en condiciones de medicién definidas. Por
ejemplo, realizar varias mediciones en condiciones de repetibilidad.

o Incertidumbre tipo B

Evaluacion de un componente incertidumbre de la medicion realizada por otros

medios distintos a los del tipo A. Por ejemplo, la evaluacion basada en la
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informacion, obtenidos a partir de un certificado de calibracion, derivados a partir
de los limites deducirse a través de personal, la experiencia, entre otros. La
incertidumbre esta dada por los errores sistematicos y aleatorios presentes en el

ensayo analitico.

La determinacion de incertidumbre corresponde a la determinacion de las
fuentes, expresar los componentes en una incertidumbre estandar, combinar las
diferentes incertidumbres y determinar la incertidumbre expandida, es decir,
multiplicar la incertidumbre combinada por un factor de cobertura de k=2, a fin de
entregar un 95 % de confianza, y asi establecer el intervalo entorno al resultado

de la medicion, el resultado se representa como a + 2U.

2.10.1. Uso de los datos de verificacion para disefiar el control
de calidad

El aseguramiento de calidad se refiere a todas las medidas tomadas por
el laboratorio para asegurar y regular la calidad, mientras que “el control de
calidad describe las medidas individuales que se relacionan con el seguimiento y

control de operaciones analiticas particulares”.3?

La validacién de un método da una idea de las capacidades de desempefio
y de las limitaciones del método que pueden ser experimentadas durante el uso
rutinario, mientras el método esté bajo control. “En el uso cotidiano, es necesario
aplicar controles especificos al método para verificar que contindia bajo control,

es decir, que se esta desempefiando de acuerdo con lo esperado”.33

32 EURACHEM. Guia de laboratorio para la validacién de métodos y temas relacionados. p. 34.
33 |bid. p. 35.
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El control de calidad interno incluye la utilizacion de blancos, calibrantes
quimicos, muestras adicionadas, muestras ciegas, réplicas de analisis y
muestras de control de calidad. Se recomienda el uso de cartas de control
particularmente para llevar un seguimiento de los resultados de las muestras de

control de calidad.

Los tipos de control de calidad adoptados deben estar suficientemente
demostrados para asegurar la validez de los resultados. Las muestras de control
de calidad son muestras tipicas las cuales son suficientemente estables y
homogéneas, en un periodo de tiempo dado, para dar el mismo resultado (sujetas
a variaciones aleatorias en el desempefio del método analitico) y estan

disponibles en cantidades suficientes para poder realizar analisis repetidos.

Para un laboratorio, el control de calidad externo es una manera reconocida
de llevar un seguimiento de su desempefio en contra de sus propios requisitos,
asi como de los de laboratorios pares, es mediante la participacion periddica en

esquemas de pruebas de desempefio.3*

2.10.2. Declaracién de incertidumbre

Los laboratorios deben estimar las incertidumbres de medicion para todas
las calibraciones y las mediciones incluidas en el alcance de acreditacion y deben
conocer la incertidumbre asociada a una medicién, ya sea incluida, o no, en el
informe o certificado enviando a la Oficina Guatemalteca de Acreditacion
(OGA).%

34 EURACHEM. Guia de laboratorio para la validacion de métodos y temas relacionados. p. 36.
35 OGA-GEC-015. Politica de la incertidumbre de medicion para laboratorios de ensayo y de
calibracion y laboratorios de analisis clinicos. p. 3.
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2.11. Material de referencia certificado

Uno de los elementos para asegurar la calidad de los resultados de ensayo
y de calibracion segun la norma ISO/IEC 17025 es el uso regular de materiales

de referencia certificados.

Son muestras altamente homogéneas y estables para unas propiedades
especificas que se acompafian de un certificado que declara los valores.
Ademas, tienen una incertidumbre asociada y se relacionan con patrones de
medida. Un laboratorio puede someter a ensayo periédicamente a estos items

para comprobar la exactitud de los resultados que esta obteniendo.

Tablal. Porcentaje de nitrogeno total para los materiales de
referencia, certificados para esta investigacién

. Limite Limite
_ Material de _ o
Matriz % N total superior | inferior

referencia
(95 %) (95 %)

Wepal Palma

2,57 2,58 2,55
. 188
Foliares
Wepal Banano
2,51 2,56 2,46
103
ASS 1809-2 1,19 1,72 0,70
Suelos
ASS 1809-4 0,14 0,15 0,11

Fuente: WEPAL. Certificados Wepal SOILCHEK. Soil Chek Series Summary.
http://www.wepal.nl/website/products/RefMatIPE.htm
Consulta: 15 de febrero 2020.
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2.12. Analisis estadistico

Es el procedimiento para realizar diversas operaciones estadisticas,
recopilacion de datos, interpretacion de datos y validacion de datos. Para el

analisis estadistico se evaluaron los siguientes aspectos:

o Promedio
. Varianza
) Desviacién estandar
) Analisis de varianza
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1. Variables independientes

o Porcentaje de nitrégeno total

o Muestra (gramos)

3.2. Delimitacion de campo de estudio

El campo de estudio se limita en el equipo Dumatherm que se encuentra
dentro del laboratorio de suelos, plantas y aguas. Dicho estudio favorece al

laboratorio y le brinda confiabilidad a los caficultores de Guatemala.
3.3. Recursos humanos disponibles
o Investigador
Virginia Pinto es la responsable de llevar a cabo la investigacion, validacion
y verificacion del método Dumas, tomando los datos correspondientes,

realizando modificaciones si fuera necesario y efectuando el analisis respectivo

para dicha validacion.
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o Especialista area de suelos y plantas

Encargado de orientar durante la investigacion y verificar si se esta

realizando el método adecuadamente.
. Asesor

Ingeniero Quimico José Carlos Leppe, encargado de asesorar y brindar los
conocimientos para la mejora en los procedimientos y metodologia de la
investigacion.

3.4. Recursos materiales disponibles (equipo, cristaleria, reactivos)

A continuacioén, se describe el equipo, cristaleria y los reactivos utilizados

en la investigacion.

3.4.1. Equipo

Equipo Dumatherm del Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas

o DumaReact — reactor de combustion

o DumaTube — tubo de cuarzo para reactor

o DumacCollect — contenedor de cenizas

o Trampas de adsorcidén para agua

o Absorbente para trampa de absorcion de agua

o Adsorbente para CO:2
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3.4.2. Materiales/reactivos

o Muestras de suelo, foliares y abonos
o Cobre para reduccién

o Estafio

° EDTA

o Almohadillas de cuarzo

3.5. Técnica cuantitativa

La metodologia de investigacion cuantitativa se basa en el uso de técnicas
estadisticas para conocer ciertos aspectos, en este caso de las muestras
analizadas. Se necesitan resultados numéricos para interpretarlos y poder

realizar la validacion y verificacion del método.

Medicion de nitrégeno total en suelos y plantas por medio del analizador de

nitrdgeno por método Dumas.

El método Dumas consiste en que la muestra se combustiona a una
temperatura alta en presencia de oxigeno. Por medio de tubos de oxidaciéon y
reduccion, el nitrdgeno se convierte cuantitativamente en N2. El resto de los
productos de la combustion se aislan. El detector de conductividad térmica mide
el gas nitrégeno. Los resultados se obtienen en forma de porcentaje o miligramos

de nitrégeno.
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Descripcién del método Dumas en el equipo, segun el manual Dumatherm:

La muestra se pesa y envuelve en estafio para evitar la contaminacion con

el nitrégeno del aire y eliminar error en los resultados. La muestra pasa

por el auto muestreador con ayuda de He/Ar.

La muestra cae por gravedad al inserto de ceniza. Los productos de

combustion gaseosos pasan a la columna de combustidn y reaccionan

completamente a los 6xidos deseados con ayuda de catalizadores. El

oxido de nitrégeno resultante se reduce en la columna de reduccion y pasa

a su estado de nitrdgeno elemental.

de agua.

o El producto generado de CO2 queda atrapado en la trampa de absorcion
autoregenerante.

o El nitrogeno elemental junto con el gas acarreador He/Ar pasa por el

El producto generado de agua queda atrapado en la trampa de absorcion

detector de conductividad térmica (TCD) y luego se obtienen los datos

mediante el software manager.

3.5.1. Seleccion del método

Se obtuvieron los registros del método utilizado anteriormente (Método de

Kjeldahl) y se compararon los resultados obtenidos con los resultados del método

Dumas.
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3.5.2. Realizacion de las pruebas con el Dumatherm

Se peso la muestra y se envolvio en estafio para evitar la contaminacion
con el nitrogeno del aire y eliminar error en los resultados. La muestra pasé por

el auto muestreador con ayuda de He/Ar.

La muestra cayd al inserto de ceniza. Los productos de la combustion
gaseosa pasaron a otra columna que contienen los catalizadores, reaccionando
con los oxidos deseados. El 6xido de nitrdgeno resultante se redujo en la columna
de reduccién y pasa a su estado de nitrdgeno elemental.

El nitrdgeno elemental junto con el gas acarreador He/Ar pasaron por el
detector de conductividad térmica y luego se obtuvo los datos mediante el

software manager.

Se analizaron 10 muestras de cada matriz, realizando dos lecturas
diferentes para cada una. Se eligié un método especifico en el equipo Dumatherm
para determinar el porcentaje de nitrégeno total ya que cada matriz requiere de
una cantidad diferente de oxigeno para la combustion.

Los métodos utilizados fueron los siguientes:

o En foliares se utilizé el método B 0,8 el cual contiene un factor de oxigeno
0,8 ml/mg y un flujo de 300 ml/mg de oxigeno.

. Para el analisis de abono se utiliz6 el método B 0,5 el cual contiene un

factor de oxigeno de 0,5 ml/mg y un flujo de 300 ml/min de oxigeno.
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. Para el analisis de suelo se cre6 el método %N-suelos el cual contiene un

factor de 0,7 ml/mg de oxigeno y un flujo de 300 ml/min de oxigeno.

3.5.3. Célculos de parametros de desempefio

Se procedieron a realizar los célculos correspondientes para los parametros

de desemperio y el analisis estadistico.

3.5.4. Verificacion y declaracion de incertidumbre

Los datos obtenidos con el analisis estadistico fueron utilizados para

elaborar el informe de verificacion.

La informacién recolectada fue tabulada en hojas de célculo para el analisis
estadistico.

3.6. Recoleccién y ordenamiento de la informacién
A continuacién, se presentan las tablas con los datos obtenidos del método
Dumas utilizando el equipo Dumatherm, las cuales muestran el trabajo realizado

durante la investigacion. Para cada matriz se utilizaron 10 muestras, cada

muestra de 50 mg.
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Tabla Il.

Dumatherm en foliares

Datos obtenidos aplicando el método Dumas con el equipo

Matriz | No. | Fechade | Pesode | Nitrogeno | Método de Area
analisis muestra | total (%) | Dumatherm | Nitrogeno
(mg) (mV*s)
EDTA 1 |24/01/2020 | 50,100 9,607 B 0,8 18 721,7
2 | 24/01/2020 | 50,200 9,420 B 0,8 18 393,4
3 | 24/01/2020 | 50,500 9,633 B 0,8 18 922,5
4 | 24/01/2020 | 50,100 9,600 B 0,8 18 708,7
5 |24/01/2020 | 49,800 9,604 B 0,8 18 603,5
6 | 24/01/2020 | 50,500 9,665 B 0,8 18 985,8
7 | 24/01/2020 | 50,300 9,636 B 0,8 18 853,5
8 |24/01/2020 | 50,500 9,596 B 0,8 18 849,5
9 | 24/01/2020 | 50,100 9,626 B 0,8 18 757,8
10 | 24/01/2020 | 50,400 9,587 B 0,8 18 794,5
Wepal | 11 | 24/01/2020 | 50,100 2,609 B 0,8 5071,5
Palma
12 | 24/01/2020 | 50,300 2,538 B 0,8 49542
13 | 24/01/2020 | 50,500 2,469 B 0,8 4 836,8
14 | 24/01/2020 | 50,500 2,421 B 0,8 4743,0
15 | 24/01/2020 | 50,200 2,384 B 0,8 4641,9
16 | 24/01/2020 | 50,400 2,361 B 0,8 4 615,7
17 | 24/01/2020 | 50,400 2,347 B 0,8 4 588,0
18 | 24/01/2020 | 50,000 2,366 B 0,8 4 588,6
19 | 24/01/2020 | 49,000 2,448 B 0,8 4 652,8
20 | 24/01/2020 | 50,300 2,372 B 0,8 4 627,8
22 | 24/01/2020 | 50,000 2,498 B 0,8 4 846,9
23 | 24/01/2020 | 50,000 2,544 B 0,8 4 935,2
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Continuacioén tabla Il.

Matriz | No.| Fechade | Pesode | Nitrogeno | Método de Area
analisis muestra | total (%) | Dumatherm | Nitrogeno
(mg) (mV*s)
24 | 24/01/2020 | 49,600 2,489 B 0,8 4790,0
25 | 24/01/2020 | 49,900 2,472 B 0,8 4786,3
26 | 24/01/2020 | 50,000 2,501 B 0,8 4851,2
27 | 24/01/2020 | 50,100 2,453 B 0,8 4768,6
28 | 24/01/2020 | 49,900 2,464 B 0,8 4769,6
29 | 24/01/2020 | 50,000 2,419 B 0,8 4692,9
30 | 24/01/2020 | 50,400 2,438 B 0,8 4767,1
EDTA | 31 | 28/01/2020 | 50,500 9,549 B 0,8 18 756,7
32 |28/01/2020 | 49,800 9,601 B 0,8 18 597,7
33 | 28/01/2020 | 50,500 9,595 B 0,8 18 847,4
34 | 28/01/2020 | 50,100 9,622 B 0,8 18 750,9
35 | 28/01/2020 | 50,200 9,540 B 0,8 18 628,5
36 | 28/01/2020 | 50,000 9,616 B 0,8 18 514,3
37 | 28/01/2020 | 49,900 9,587 B 0,8 18 608,3
38 | 28/01/2020 | 50,300 9,649 B 0,8 18 879,0
39 | 28/01/2020 | 50,200 9,640 B 0,8 18 823,7
40 | 28/01/2020 | 50,500 9,713 B 0,8 19 079,8
Wepal | 41 | 28/01/2020 | 49,600 2,408 B 0,8 4634,0
Palma
42 | 28/01/2020 | 50,000 2,397 B 0,8 4 648,9
43 | 28/01/2020 | 49,500 2,380 B 0,8 4 570,6
44 | 28/01/2020 | 49,800 2,366 B 0,8 4 570,0
45 | 28/01/2020 | 50,000 2,358 B 0,8 45725
46 | 28/01/2020 | 49,600 2,418 B 0,8 4 653,3
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Continuacion tabla Il.

47 | 28/01/2020 | 50,500 2,334 B 0,8 4571,6
48 | 28/01/2020 | 49,700 2,331 B 0,8 4 493,0
49 | 28/01/2020 | 50,200 2,339 BO0,8 4 555,3
50 | 28/01/2020 | 50,100 2,375 BO0,8 4616,1
Wepal | 51 | 28/01/2020 | 50,200 2,517 B 0,8 4 903,4
Banano
52 | 28/01/2020 | 50,100 2,522 BO0,8 4 901,6
53 | 28/01/2020 | 50,000 2,473 B 0,8 4797,5
54 | 28/01/2020 | 50,000 2,536 B 0,8 4 920,7
55 | 28/01/2020 | 50,300 2,475 BO0,8 4 829,6
56 | 28/01/2020 | 50,000 2,462 B 0,8 4776,8
57 | 28/01/2020 | 50,500 2,466 B 0,8 4 832,7
58 | 28/01/2020 | 50,400 2,470 BO0,8 4 828,9
59 | 28/01/2020 | 50,500 2,451 B 0,8 4 802,7
60 | 28/01/2020 | 50,200 2,473 B 0,8 4 815,6
Fuente: elaboracion propia.
Tabla Ill. Datos obtenidos aplicando el método Dumas con el equipo
Dumatherm en abonos
Matriz | No. | Fechade | Pesode | Nitrogeno | Método de Area
analisis muestra | total (%) | Dumatherm | Nitrdgeno
(mg) (mV*s)
Abono | 1 |29/01/2020 | 49,500 2,992 B 0,5 5748,3
1998
2 |29/01/2020 | 50,100 3,019 B 0,5 5871,7
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Continuacion tabla Ill.

3 |29/01/2020 | 49,800 3,032 B 0,5 5 860,9
4 129/01/2020 | 50,200 2,991 B 0,5 5828,5
5 |29/01/2020 | 49,800 2,952 B 0,5 5 706,6
6 |29/01/2020 | 50,300 2,968 B 0,5 5794,7
7 | 29/01/2020 | 50,200 2,947 B 0,5 5742,4
8 |29/01/2020 | 50,000 2,959 B 0,5 5742,5
9 |29/01/2020 | 50,200 2,939 B 0,5 5727,9
10 | 29/01/2020 | 50,000 2,948 B 0,5 5721,4
Abono | 11 |29/01/2020 | 50,000 2,896 B 0,5 5620,6
1999
12 | 29/01/2020 | 50,000 2,871 B 0,5 55719
13 | 29/01/2020 | 50,500 2,826 B 0,5 5538,7
14 | 29/01/2020 | 50,100 2,823 B 0,5 5 488,8
15 | 29/01/2020 | 49,800 2,762 B0,5 5337,6
16 | 29/01/2020 | 49,900 2,825 B0,5 5471,0
17 | 29/01/2020 | 50,000 2,768 B 0,5 5370,9
18 | 29/01/2020 | 50,500 2,858 B 0,5 5602,4
19 | 29/01/2020 | 49,700 2,844 B0,5 5485,5
20 | 29/01/2020 | 50,100 2,858 B 0,5 5558,3
Abono | 21 | 31/01/2020 | 49,800 2,960 B 0,5 5722,1
1998
22 | 31/01/2020 | 49,800 3,001 B 0,5 5802,3
23 | 31/01/2020 | 50,500 3,002 B 0,5 5 884,6
24 | 31/01/2020 | 50,400 2,985 B 0,5 5839,8
25 | 31/01/2020 | 49,600 2,993 B 0,5 5763,0
26 | 31/01/2020 | 49,900 3,024 B 0,5 5 858,6
27 | 31/01/2020 | 50,300 2,904 B 0,5 5669,2
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Continuacioén tabla 1.

28 | 31/01/2020 | 50,300 2,982 B 0,5 5822,3
29 | 31/01/2020 | 50,000 2,939 B 0,5 5704,9
30 | 31/01/2020 | 50,100 2,947 B 0,5 5730.5

Abono | 31 | 31/01/2020 | 50,000 2,888 B 0,5 5 605.2

1999
32 | 31/01/2020 | 50,200 2,825 B 0,5 5504.3
33 | 31/01/2020 | 50,300 2,867 B 0,5 5597.8
34 | 31/01/2020 | 50,300 2,831 B 0,5 5526.8
35 | 31/01/2020 | 50,500 2,821 B 0,5 5529.5
36 | 31/01/2020 | 50,200 2,753 B 0,5 5364.4
37 | 31/01/2020 | 49,700 2,819 B 0,5 5438.4
38 | 31/01/2020 | 50,000 2,787 B 0,5 5408.6
39 | 31/01/2020 | 50,000 2,762 B 0,5 5360.3
40 | 31/01/2020 | 50,500 2,882 B 0,5 5 650,3

Fuente: elaboracion propia.
Tabla IV. Datos obtenidos aplicando el método Dumas con el equipo
Dumatherm en suelos
Matriz | No. | Fechade | Pesode | Nitrogeno | Método de Area
analisis muestra | total (%) | Dumatherm | Nitrdgeno
(mg) (mV*s)

Suelo 1 | 26/02/2020 | 50,500 1,117 %N-suelos | 2 362,5

ASS

1809-2
2 |26/02/2020 | 49,900 1,153 %N-suelos | 1536,2
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Continuacion de la tabla IV.

3 |26/02/2020 | 50,000 1,181 %N-suelos | 1235,1
4 |26/02/2020 | 50,500 1,136 %N-suelos | 1163,8
5 |26/02/2020 | 49,700 1,138 %N-suelos | 1307,8
6 |26/02/2020 | 50,000 1,119 %N-suelos | 1195,8
7 | 26/02/2020 | 49,500 1,112 %N-suelos | 1259,7
8 |26/02/2020 | 50,100 1,109 %N-suelos | 1 268,4
9 |26/02/2020 | 50,200 1,121 %N-suelos | 1213,3
10 | 26/02/2020 | 50,100 1,112 %N-suelos | 1257,7

Suelo | 11 | 26/02/2020 | 50,500 0,144 %N-suelos 306,7

ASS

1809-4
12 | 26/02/2020 | 49,900 0,143 %N-suelos 296,9
13 | 26/02/2020 | 49,800 0,131 %N-suelos 275,3
14 | 26/02/2020 | 50,500 0,141 %N-suelos 297,9
15 | 26/02/2020 | 49,900 0,149 %N-suelos 286,7
16 | 26/02/2020 | 50,400 0,147 %N-suelos 287,8
17 | 26/02/2020 | 49,700 0,138 %N-suelos 263,0
18 | 26/02/2020 | 50,000 0,141 %N-suelos 282,5
19 | 26/02/2020 | 50,400 0,135 %N-suelos 305,9
20 | 26/02/2020 | 50,400 0,138 %N-suelos 268,2

Suelo | 21 | 27/02/2020 | 50,200 1,103 %N-suelos | 1227,3

ASS

1809-2
22 | 27/02/2020 | 50,000 1,111 %N-suelos | 1 216,0
23 | 27/02/2020 | 50,300 1,118 %N-suelos | 1 146,8
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Continuacion de la tabla V.

24 | 27/02/2020 | 50,000 1,113 %N-suelos | 1 253,6
25 | 27/02/2020 | 50,500 1,121 %N-suelos | 1290,3
26 | 27/02/2020 | 50,100 1,183 %N-suelos | 1234,4
27 | 27/02/2020 | 50,000 1,121 %N-suelos | 1166,2
28 | 27/02/2020 | 49,900 1,121 %N-suelos | 1241,2
29 | 27/02/2020 | 49,800 1,178 %N-suelos | 1 165,0
30 | 27/02/2020 | 49,800 1,119 %N-suelos | 1221,8

Suelo | 31 | 27/02/2020 | 49,900 0,131 %N-suelos 278,7

ASS

1809-4
32 | 27/02/2020 | 50,000 0,138 %N-suelos 290,9
33 | 27/02/2020 | 50,300 0,142 %N-suelos 275,7
34 | 27/02/2020 | 49,500 0,140 %N-suelos 274,6
35 | 27/02/2020 | 49,900 0,147 %N-suelos 274,6
36 | 27/02/2020 | 49,500 0,140 %N-suelos 275,9
37 | 27/02/2020 | 50,500 0,143 %N-suelos 266,8
38 | 27/02/2020 | 50,500 0,138 %N-suelos 281,7
39 | 27/02/2020 | 49,900 0,136 %N-suelos 276,7
40 | 27/02/2020 | 50,500 0,146 %N-suelos 291,0

Fuente: elaboracion propia.
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3.7. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos se realizé con el calculo del

promedio de los resultados y la varianza. Se evalud lo siguiente:

3.7.1. Desviacién estandar

Para la determinacién de precision, repetibilidad y precisiéon intermedia.

3.7.2. Regresion lineal

Se analizg la relacion entre las variables de peso de la muestra en mg con

el area de nitrégeno integrado en mV*s para el peso de muestra.

3.7.3. Andlisis de varianza (Anova)
Para evaluar la precision de los resultados y determinar si existe diferencia
entre las concentraciones certificadas y un material de referencia con las

concentraciones determinadas en el laboratorio.

3.7.4. Disefo experimental

Tratamientos: 5

Repeticiones: 10
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3.8. Plan de andlisis de los resultados

A continuacion, se describe el plan de andlisis de los resultados para el

presente informe.
3.8.1. Métodos y modelos de los datos segun tipo de variables

3.9.1.1. Célculo de desviacion estandar

Se realiz6 el calculo de desviacion estandar de los resultados para estimar

la precision, repetibilidad, precision intermedia y veracidad.

Figura 1. Intervalo de trabajo, intervalo lineal, sensibilidad analitica,

limite de deteccion y cuantificacion
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Fuente: EURACHEM. Guia de laboratorio para la validacion de métodos y temas relacionados.

Consulta; marzo 2020.
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Figura 2. Intervalo de trabajo y limite de cuantificacion para
concentracion medida en funcién de la concentracién de

muestra de ensayo
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Fuente: EURACHEM. Guia de laboratorio para la validacion de métodos y temas relacionados.

Consulta: marzo 2020.

3.9.1.2. Analisis de Varianza

Se realiz6 Anova el cual permiti6 comparar mas de dos medidas entre si,
se compararon las diferencias entre cada grupo y las observaciones realizadas

para evaluar la precision y veracidad de los resultados.

3.9.1.3. Programas para utilizar analisis de datos

Para el andlisis de datos sera utilizado el programa Microsoft Excel, modulo

de andlisis de datos.
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4. RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de la investigacion
realizada, se demuestran los parametros de verificacion para el método por

medio del andlisis de varianza.

Figura 3. Curva de calibracion del equipo Dumatherm
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Fuente: elaboracion propia.
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4.2. Datos para la verificacion del método Dumas por el equipo

Dumatherm

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para la verificacion

del método Dumas.

42.1. Precisién

o Repetibilidad

Expresada en términos de desviacion estandar y porcentaje de coeficiente

de variacion.
Tabla V. Resultados de repetibilidad
Matriz o % C.V.
Foliares EDTA 0,0594 0,62
Wepal palma 0,0647 2,70
Wepal banano 0,0358 1,44
Abono 1998 0,0341 1,15
1999 0,0447 1,58
Suelos ASS 1809-2 0,0254 2,26
ASS 1809-4 0,0051 3,64

Fuente: elaboracion propia.
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Precision intermedia

Expresada como porcentaje de coeficiente de variacion.

Tabla VI. Resultados de precision intermedia
Matriz > % C.V.
Foliares EDTA 0,0579 0,60
Wepal palma 0,0749 3,12
Wepal banano 0,0339 1,37
Abono 1998 0,0323 1,09
1999 0,0429 1,52
Suelos ASS 1809-2 0,0242 2,26
ASS 1809-4 0,0048 3,46

Fuente: elaboracion propia.

4.2.72. Veracidad

Sesgo y exactitud

Expresada en porcentajes de recuperacion.
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Tabla VIl.  Resultados de sesgo y exactitud
Matriz Media % Exactitud % Sesgo
Foliares EDTA 9,606 100,2 0,2
Wepal palma 2,401 93,4 6,6
Wepal
2,483 98,9 1,1
banano
Suelos ASS 1809-2 0,631 94,9 51
ASS 1809-4 0,150 104,0 4,0
Fuente: elaboracion propia.
Tabla VIIl.  Calculos de exactitud para EDTA (foliares)

Certificado (1) Medida del
laboratorio (2)
Promedio 9,58 9,61
Limite superior
9,63 9,63
(95 %)
Limite inferior
9,53 9,58
(95 %)

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 4. Sesgo para EDTA en foliares
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla IX. Célculos de exactitud para Wepal palma (foliares)
Certificado (1) Medida del
laboratorio (2)
Promedio 2,57 2,40
Limite superior
2,58 2,43
(95 %)
Limite inferior
2,55 2,37
(95 %)

Fuente: elaboracion propia.
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Figura5. Sesgo para Wepal palma en foliares
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla X. Célculos de exactitud para Wepal banano (foliares)
Certificado (1) Medida del
laboratorio (2)
Promedio 2,51 2,48
Limite superior
2,56 2,50
(95 %)
Limite inferior
2,46 2,47
(95 %)

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 6. Sesgo para Wepal banano en foliares
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Fuente: elaboracion propia.

Tabla XI. Célculos de exactitud para ASS 1809-2 (suelo)

Certificado (1) Medida del
laboratorio (2)
Promedio 1,19 1,13
Limite superior
1,72 1,14
(95 %)
Limite inferior
0,70 1,12
(95 %)

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 7. Sesgo para suelo ASS 1809-2
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Fuente: elaboracion propia.

Tabla Xll.  Célculos de exactitud para ASS 1809-4 (suelo)

Certificado (1) Medida del
laboratorio (2)
Promedio 0,135 0,140
Limite superior
0,154 0,143
(95 %)
Limite inferior
0,112 0,138
(95 %)

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 8. Sesgo para suelo ASS 1809-4
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Fuente: elaboracion propia.

Incertidumbre

A continuacion, se presentan los resultados de incertidumbre.

Tabla Xlll.  Incertidumbre para cada matriz analizada
Incertidumbre | Resultado de | Intervalo %
. U % Total de | la muestra % Total de
Matriz o o
Nitrogeno Total de Nitrégeno
Nitrégeno
EDTA 0,026 9,607 + 0,026 | 9,581 - 9,633
_ Wepal palma 0,032 2,401 £ 0,032 | 2,369 - 2,433
Foliares
Wepal
0,016 2,483 £ 0,016 | 2,467 - 2,499
banano
Abonos 1998 0,015 2,974 £ 0,015 | 2,959 - 2,989
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Continuacion tabla XIII.

1999 0,020 2,828 + 0,020 | 2,808 - 2,848

suel ASS 1809-2 0,011 1,129 +0,011 | 1,118 - 1,140
uelos

ASS 1809-4 0,003 0,140 + 0,003 | 0,137 - 0,143

Fuente: elaboracion propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

La elaboracion de esta investigacion se realiz6 con el objetivo de verificar
el método Dumas para la determinacion de nitrégeno total y demostrar que es un

método el cual se obtienen resultados confiables para su uso en el laboratorio.

El primer pardmetro analizado es la precision. En las tablas V y VI se
muestra el dato calculado de la repetibilidad y de la precision intermedia
respectivamente, expresado como porcentaje de coeficiente de variacion y la
desviaciéon estandar para cada matriz analizada. Se observa que los porcentajes
de coeficiente de variacion no superan el 10 %, establecido como criterio de
aceptacion, por lo que dichos resultados se consideran validos y confiables,
determinando que los resultados emitidos reflejan el grado de seguridad deseado

para la verificacion.

El siguiente pardmetro analizado fue la veracidad, siendo éste el
porcentaje de recuperacion el cual debe estar entre 90 % y 110 % por lo tanto, el
sesgo no debe ser mayor a 10 %.%6 La tabla VII se observa que los resultados
obtenidos estan entre el criterio de aceptacion para el porcentaje de recuperacion
en muestras de foliares y suelos, esto distingue el rendimiento del método
analitico. Ademas, se puede ver que el sesgo no es mayor al 10 %, por lo tanto,

se considera que el método tiene la veracidad esperada.

36 OGA. Oficina Guatemalteca de Acreditacion (OGA) Para la seleccion y validacion de métodos
de ensayo. https://www.oga.org.gt/descargas/.
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A continuacion, se puede observar en las tablas VIII, IX, X, XI 'y XII una
comparacion con el material de referencia y las medidas obtenidas en el
laboratorio. A partir de dichas tablas se representa el sesgo para cada muestra
analizada en las figuras 6, 7, 8, 9 y 10, demostrando que las medidas obtenidas
en el laboratorio se encuentran dentro del rango del material certificado. Se
estima que el sesgo reportado se encuentra dentro de un rango aceptable.

En la tabla XIIl se demuestra la credibilidad de los resultados de ensayo
por medio del calculo de la incertidumbre, incluyendo el valor de la cantidad
medida y la incertidumbre expandida asociada U para cada matriz analizada. La
incertidumbre expandida de la medicidn reportada estd declarada como
incertidumbre estandar de la medicidén, multiplicado por el factor de cobertura k=2

correspondiente a la probabilidad de cobertura de aproximadamente el 95 %.
Segun los resultados obtenidos de la investigacion, el método cumplioé con

el desempefio esperado para el uso previsto segun los parametros evaluados.

Por tanto, se declar6 valido.
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CONCLUSIONES

Las concentraciones estimadas en el laboratorio se encuentran dentro del
rango de aceptacion de las concentraciones certificadas del material de

referencia.

Los parametros de desempefio del método: precision, repetibilidad y
precision intermedia son aceptables, ya que se encuentran dentro del
criterio de aceptacion con un porcentaje de coeficiente de variacion menor
al 10 %. La veracidad representada con exactitud y sesgo se encuentra
entre el criterio de aceptacion, con valores entre 90 % y 100 % para la

exactitud, y un sesgo menor al 10 %.
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RECOMENDACIONES

Secar la muestra antes de pesarla e ingresarla en el equipo Dumatherm
debido a que la humedad puede afectar el resultado del porcentaje de

nitrégeno total.

Esperar a que el equipo Dumatherm estabilice a la temperatura de
1030 °C, checar que el inserto de ceniza no sobre pase el limite de
muestras y que las perlas de la trampa absorbente de agua no se
encuentren decoloradas, cambiarlas si es necesario. Realizar las pruebas

de fugas antes de iniciar con la lectura de muestras.

Utilizar el método adecuado del equipo Dumatherm para cada muestra a
analizar, la cantidad del factor de oxigeno y el flujo de oxigeno es

indispensable para cada lectura al realizar la combustién.

Al analizar muestras de suelo tomar en cuenta que el nitrdgeno es volatil
en el suelo o se encuentran en cantidades muy pequeiias, por lo que el
equipo Dumatherm cuantificard el porcentaje de nitr6geno total, sin

embargo, el valor no puede ser el deseado.
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APENDICES

Apéndice 1.  Requisitos académicos

Area Cursos Temas
Quimica e Quimica 3 e Manejo de equipo de
e Quimica 4 laboratorio
e Andlisis e Reacciones redox
cuantitativo e Métodos analiticos
e Quimica ambiental e Datos estadisticos en el
laboratorio

e Ciclo del nitrégeno

Operaciones e Transferencia de e Fundamentos de

unitarias masa (1Q-4) transferencia de masa

Complementaria e Estadisticaly?2 e Medidas de tendencia
central

e Ensayos de hipotesis
¢ Modelo de regresion

lineal

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 2. Diagrama de problemas

Validacion y verificacion de técnica de cuantificacion de nitrogeno total por medio del método Dumas

Determinacion de parametros
de desempefio del método

Dumas.

Documentacion de los resultados

de la verificacion de la técnica de Implementacion de requisitos

cuantificacion de nitrégeno total de ISO/IEC 17025:2017.
por el método Dumas.

No existe documentacion que demuestre que el método Dumas ha sido validado y verificado por Analab.

Apéndice 3.

No existen registros del proceso
de validacion y verificacion del
método Dumas.

No se cumplen los requisitos de
la ISQ/NEC 17025 2017 para el
método Dumas.

Fuente: elaboracion propia.

1. Foliares (EDTA)

Analisis de varianza para cada matriz

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Grados | Promedio de .
Suma de - Valor critico
_ Ia_s cuadrados | . de los F Probabilidad para F
variaciones libertad | cuadrados
Entre grupos | 0,00172 1 0,0017298 0,4894 0,493113 4,413873
Dentrode | y6361 18 0,0035341
los grupos
Total 0,06534 19

Fuente: elaboracion propia.
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Continuacién apéndice 3.

2. Foliares (Wepal banano)

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las de de los F Probabilidad | critico
L cuadrados | ,.

variaciones libertad | cuadrados para F

g'fﬂggs 288E-05| 1 | 2,88E-05|0,022488 | 0,882461 |4,413873

Dentrode | 55555 | 18 | 0,001280

los grupos
Total 0,023080 19

Fuente: elaboracion propia.
3. Foliares (Wepal palma)
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados | Promedio e
las Sumade | = de los F | Probabilidad | Y&lor critico
L cuadrados | . para F

variaciones libertad | cuadrados

gfﬂggs 0,018544 1 0,018544 | 4,428670 | 0,04965636 |4,41387342

IDe””O de | 0753709 | 18 |0,00418727

0S grupos
Total 0,09391495 19

Fuente: elaboracion propia.
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Continuacién apéndice 3.

4.

Suelos (ASS 1809-2)

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las | Suma de Grados | Promedio Valor critico
. de de los F Probabilidad
variaciones | cuadrados | ,. para F
libertad | cuadrados
Entre grupos 5E-06 1 5E-06 0,00770865 | 0,93100592 |4,41387342
Dentro de los
grupos 0,0116752 18 0,00064862
Total 0,0116802 19
Fuente: elaboracion propia.
5. Suelos (ASS 1809-4)
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Grados | Promedio -
las Sumade | de los F Probabilidad | V&l°r critico
7 cuadrados | . para F
variaciones libertad | cuadrados
glf:gfs 1,8E-06 1 1,8E-06 0,06908316 | 0,79566124 | 4,41387342
Dentro de 0,000469 18 2,6056E-
los grupos 05
Total 0,0004708 19

Fuente: elaboracion propia.
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ANEXO

Anexo 1. Célculos para el analisis estadistico

. Promedio

Para el promedio de los resultados obtenidos se calculara con la ecuacion:
X Xi

n

X = Ecuacion 1
Donde:

X = media aritmética

x; = valor lectura

n = numero de lecturas
. Varianza

Es una medida de la dispersiéon de los valores de una distribucion
alrededor del valor medio.

n—1

Ecuacion 2

Donde:

§? = varianza

x = media aritmética
x; = valor lectura

n = ndmero de lecturas

65



Continuaciéon anexo 1.
. Desviacion estandar

Conocida como desviacion tipica, medida de dispersion respecto del

promedio. Se utilizara la siguiente ecuacion:

g = V2 (xi=%)2

n-1

Ecuacion 3

Donde:

S = desviacion estandar
X = media aritmética

x; = valor lectura

n = ndmero de lecturas

Fuente: ARAYA, Carlomagno. Estadistica para laboratorista quimico. p.21.

66



