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Resumen

Desarrollo de herramientas metrolégicas para la medicion de aniones y cationes en
suelos
En el presente documento, se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo de dos
herramientas metroldgicas relacionadas con la medicién de hierro, cobre, azufre y fosforo
disponible en suelos. La primera herramienta correspondié a un material de referencia,
para lo cual inicialmente se desarrollaron y validaron diferentes métodos para la medicion
de estos mensurandos por ICP-MS, cromatografia iénica y espectrofotometria UV-Vis.
Estos métodos demostraron ser adecuados para evaluar la homogeneidad y estabilidad
de materiales de referencia. Posteriormente, se presentan los resultados obtenidos en los
estudios de preparacion, homogeneidad y estabilidad de los materiales de referencia; los
cuales permitieron soportar la obtencién de materiales de referencia adecuados para su

uso.

Para el desarrollo de una segunda herramienta metroldgica, se llevo a cabo un estudio
preliminar del establecimiento de equivalencias entre el uso de diferentes técnicas
analiticas para la medicién de hierro, cobre, azufre y fésforo disponible en suelos; este
estudio mostré6 que (i) existen diferencias en las mediciones obtenidas por diferentes
técnicas analiticas y métodos de cuantificacion; (ii) en algunos casos, como hierro, cobre
y fésforo, estas diferencias podrian estar asociadas a la influencia de algunas propiedades
de los suelos como la conductividad electrolitica, el contenido de manganeso y el pH.
Finalmente, se proponen tres modelos multivariados que permiten mejorar la equivalencia

entre las técnicas y reducir el error hasta en un 80%.

Palabras clave: Suelos, material de referencia, comparabilidad, correlaciones,

elementos disponibles.
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Abstract

Development of metrological tools for the measurement of anions and cations in

soils

This document presents the results of the development of two metrological tools for
measuring available iron, copper, sulfur, and phosphorus in soils. The first tool is a
reference material. For its development, different measurement methods were validated
using ICP-MS, ion chromatography, and UV-Vis spectrophotometry. These methods
proved to be suitable for evaluating the homogeneity and stability of reference materials.
The results obtained in the preparation, homogeneity, and stability studies of the reference
materials are presented below, which supported that reference materials were obtained

with uncertainties due to homogeneity and stability suitable for their use.

For the development of a second metrological tool, a preliminary study was carried out to
establish equivalences between different analytical techniques for measuring available iron,
copper, sulfur, and phosphorus in soils. This study showed that (i) there are differences in
the measurements obtained by different analytical techniques and quantification methods;
(i) in some cases, such as iron, copper, and phosphorus, these differences could be
associated with the influence of some soil properties such as electrolytic conductivity,
manganese content, and pH. Finally, three multivariate models are proposed that allow

improving the equivalence between techniques and reducing error by up to 80%.

Keywords: Soils, reference material, comparability, correlations, soil available

elements.
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Introduccioén

La agricultura enfrenta desafios significativos en la busqueda de préacticas de produccion
mas eficientes y sostenibles, especialmente en el contexto del cambio climatico. Los
Objetivos de Desarrollo Sostenible de las Naciones Unidas destacan la necesidad de
mejorar los sistemas agricolas, haciéndolos mas eficientes y respetuosos con el medio
ambiente [1]. Por lo anterior, en los ultimos afos, se ha reconocido cada vez mas la
importancia del manejo adecuado del suelo, asegurando la presencia de nutrientes en las

formas quimicas y cantidades necesarias para el crecimiento de las plantas.

En este contexto, los agricultores buscan la asistencia de laboratorios para analizar la
disponibilidad de nutrientes en el suelo, lo cual les permite desarrollar y respaldar planes
de fertilizacion adaptados a sus cultivos. Los resultados obtenidos en dichos laboratorios
desempefian un papel crucial, ya que la falta de calidad en la informacién analitica puede
tener consecuencias negativas, que lleven a procesos de sobre-fertilizacion de los suelos,
mayores costos de produccion, baja productividad, degradacion quimica del suelo, la

contaminacion de otros recursos ambientales, entre otros [2] [3].

Con el fin de asegurar la validez y comparabilidad de las mediciones analiticas, es
necesario que los laboratorios, no sélo hagan uso de métodos de medicién normalizados
o validados, sino que aseguren su adecuada implementaciéon y aseguramiento de la
calidad de los resultados a través de la verificacion de los métodos, el control de calidad,
la participacion en ensayos de aptitud, entre otros. para lo cual es indispensable contar
con materiales de referencia. Lamentablemente, a nivel mundial, tanto la oferta de
materiales de referencia certificados como los métodos normalizados para la evaluacion
de elementos disponibles en suelos son limitados; esta situacion se debe principalmente a

gue estos elementos estan definidos operacionalmente, lo que dificulta nuevos desarrollos

[4].



2 Introduccién

En este sentido, y considerando esta falta de herramientas que permitan generar
comparabilidad entre los resultados de medicion obtenidos en la evaluacion de nutrientes
disponibles en suelo, se propuso como principal objetivo de la presente tesis generar
herramientas metroldgicas para los laboratorios nacionales de suelos, a través de dos vias
la primera correspondiéo a la produccion de materiales de referencia y la segunda
correspondié al empleo de modelos multivariados que permitan mejorar la equivalencia
entre métodos de medicién, de tal manera que se mejore la comparabilidad entre los
resultados de medicion. Esta comparabilidad permite identificar mejoras en los procesos
de medicidon ademas de generar una herramienta que permite dar soporte a los resultados

generados por los procedimientos internos de los laboratorios.

La estructura de este documento se compone de cuatro capitulos que presentan de
manera secuencial el proceso de desarrollo de herramientas metrolégicas relacionadas

con la medicion de hierro, cobre, azufre y fésforo disponibles en suelos.

En el capitulo |, se proporciona una introduccién que abarca los conceptos claves para la
comprension de los objetivos de esta investigacion. Ademas, se presenta informacién
relacionada con los principales aportes y desarrollos investigativos que se han generado
en torno a los métodos de medicién, produccion de materiales de referencia, y ensayos de

aptitud.

Por su parte, el capitulo Il presenta los resultados obtenidos en el desarrollo y validacién
de los métodos requeridos para la generacion de las herramientas metrolégicas

propuestas para la medicién de hierro, cobre, azufre y fésforo disponible en suelos.

En el capitulo Il se presentan los resultados obtenidos en los estudios preliminares y en
cada una de las etapas de la produccién de un candidato a material de referencia en los
mensurandos mencionados. Finalmente, el capitulo IV presenta el tratamiento estadistico
y los resultados obtenidos en un estudio preliminar de equivalencias y establecimientos de
las correlaciones entre las diferentes técnicas analiticas empleadas y los métodos de

cuantificacion.



1.Marco conceptual y estado del arte

El objetivo de este capitulo es proporcionar un marco conceptual relacionado con los
principales nutrientes del suelo, métodos de medicion y caracteristicas de desempefio,
conceptos claves asociados con herramientas metroldgicas y tratamiento estadistico para
el establecimiento de los modelos multivariados. Por otro lado, se presentan los avances
en investigacion relacionados con la extraccion y cuantificaciébn de nutrientes en suelos,
ensayos de aptitud en suelos, materiales de referencia en suelos, y andlisis de relaciones
a través de modelos mateméticos; ademas de un breve estados del arte del comité técnico
de suelos del ICONTEC.

1.1 Marco Conceptual

1.1.1 Nutrientes del suelo

El suelo es el medio natural en el cual las raices de las plantas crecen. Del suelo, las
plantas absorben agua y los nutrientes necesarios para su crecimiento, exceptuando C, H
y O los cuales son tomados del aire y del agua. Los nutrientes para el crecimiento de la

planta estan divididos en tres categorias: primarios, secundarios y micronutrientes [5].

Dentro de la primera categoria se encuentran nitrdgeno (N), fésforo (P), potasio (K) los
cuales son necesarios en grandes cantidades, con excepcion del C, Hy O. De estos, el N
es el elemento que mas necesitan las plantas debido a que este es uno de los elementos
gue conforman la molécula de la clorofila y otras biomoléculas importantes tales como
aminodcidos, proteinas, acidos nucleicos, nucleoproteinas, vitaminas y enzimas. Por lo
anterior, tiene un papel importante en las actividades metabdlicas de las plantas, asi como
en el crecimiento y reproduccion de estas. Su deficiencia genera cosechas con
rendimientos mas bajos y se reduce la sintesis de clorofila. La aplicacién de N en exceso

puede también reducir el rendimiento de la cosecha. Por su parte el P, el cual es requerido
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en menor cantidad que el N y K, es un constituyente esencial de &cidos nucleicos,
fosfoproteinas, fosfolipidos, enzimas, entre otros. Estos compuestos participan en los
procesos de fotosintesis, division celular y otros procesos bioquimicos asociados al
crecimiento de las plantas, por lo que su disponibilidad resulta critica en las primeras
etapas de germinacion de las semillas, formacion de raices y el desarrollo de semillas. Su
deficiencia se traduce en un retraso en la madurez de los cultivos, baja calidad de las
cosechas y poca resistencia a enfermedades; mientras que la dosificacion en exceso
puede llevar a deficiencia de K, Fe y Zn. El potasio, por su parte, participa en la sintesis de
compuestos organicos en las células de las plantas, activa mas de 60 enzimas que
participan en el metabolismo de C, N y P. En general, su deficiencia se evidencia a través

de crecimiento lento de las plantas y sistemas radiculares poco desarrollados [6] [7]

La segunda categoria se encuentra compuesta por calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre (S)
los cuales son requeridos por las plantas en menores cantidades. ElI Ca, Mg y S son
activadores de varias enzimas requeridas en el metabolismo de carbohidratos, proteinas,
acidos nucleicos y lipidos; adicionalmente, el S es un constituyente de compuestos
organicos tales como sulfolipidos, tioles, entre otros, que tienen un papel importante en la
fisiolégica de las plantas, asi como en el control de plagas [6]

En la tercera categoria se encuentra el zinc (Zn), manganeso (Mn), boro (B), molibdeno
(Mo), cobre (Cu), hierro (Fe) y cloro (CI), los cuales son requeridos por la planta En
menores cantidades que los elementos de la primera y segunda categoria. El Fe, Mny Cu
participan en el intercambio de electrones durante reacciones bioquimicas; el Mo participa
en los procesos metabdlicos de N; el B esta involucrado en procesos celulares tales como
desarrollo de la pared celular, division celular, transporte de azucares y desarrollo de
hormonas; el Zn es un constituyente de las estructuras enzimaticas de las plantas ademas
de participar en la produccion de semillas, sintesis de proteinas y crecimiento de las

plantas; y el Cl ( como cloruro) es esencial para mantener el equilibrio interno del agua [6].

Las plantas pueden obtener estos nutrientes del suelo siempre que estén en forma
biodisponible, siendo todos ellos biodisponibles cuando se encuentran disueltos en al agua

del suelo, ya sea en forma de aniones o de cationes. En general, los aniones mas
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abundantes en los suelos son cloruros (CI), nitratos (NOs ) fosfatos (PO.*) y sulfatos
(SO#*) [8]

La cantidad de nutrientes requerida por la planta varia segun las caracteristicas del cultivo
(variedad, especie, etapa), factores climaticos, propiedades fisicoquimicas del suelo,
microbiol6gicas y manejo del cultivo, incluyendo planes de fertilizacion [9]. Si se cuenta
con un suelo fértil, la planta contara con todos los elementos quimicos esenciales para su

crecimiento y esto asegura parte del éxito de los cultivos.

1.1.2 Métodos de medicidn de suelos

En los suelos, se pueden distinguir diferentes niveles de nutrientes que pueden ser
determinados en el laboratorio y los cuales corresponden a i) totales vy ii) extraibles [10];
de estos, la medicidon de nutrientes extraibles brinda informacién acerca de los nutrientes
gue pueden estar disponibles para la planta; resultando en informacion valiosa para

evaluar la fertilidad del suelo.

Los resultados de medicién de los nutrientes extraibles del suelo son unos de los
parametros que definen la posibilidad de éxito del cultivo, por lo que se convierten en una
herramienta para la toma de decisiones y soportan los planes de fertilizacion. Estos planes
de fertilizacion, resultan exitosos cuando los resultados de medicion tienen en cuenta (i)
un adecuado plan de muestreo, pues la matriz suelo presenta una gran heterogeneidad;
(i) el tipo y las caracteristicas del cultivo, pues dependiendo de estas los requisitos de
nutrientes pueden variar en mayor o menor proporcion; (iii) el método de medicion
seleccionado, pues al tratarse de determinaciones dependientes del método u
operacionalmente definidas se debe tener en cuenta la correlacion de los resultados
analiticos con la absorcion de nutrientes por la planta y (iv) el sistema de aseguramiento y
control de calidad del laboratorio responsable de la medicién, pues esto define la calidad

de los resultados de medicion generados [9].

En la Figura 1-1 se resume, de manera general, el esquema del proceso de medicion de

los nutrientes en suelos.

Figura 1-1: Esquema general del proceso de medicién de nutrientes en suelos.
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Preparacion
Muestreo . P

del suelo

Los resultados de laboratorio dependen en gran medida de la muestra recolectada en el
muestreo; por lo que para esto es necesario identificar el propdsito del muestreo,
propiedades fisicas del suelo, caracteristicas del terreno, manejo del cultivo, entre otros.
Por otro lado, la preparacion del suelo en el laboratorio busca homogeneizar la muestra

mediante la aplicacién de procesos como secado y tamizado [11].

La etapa de extraccion del suelo consiste en la aplicacion de extractantes quimicos a una
muestra, de tal manera que puedan proporcionar una indicacién sobre que fraccion del
total de nutrientes pueda estar disponible para la absorcion de las plantas [10]. Se ha
adoptado el término extactantes universales del suelo para designar los reactivos que
pueden ser usados para extraer mas de un elemento o iones del suelo con el fin de evaluar
su estado de fertilidad [12]. Los métodos de medicion para evaluar la fertilidad del suelo
dependen de la extraccion quimica de los nutrientes [10]; es asi como el uso de uno u otro
método de extraccion de nutrientes en suelo, depende en gran medida, de las propiedades
del suelo, principalmente del pH y del tipo de suelo [10]. En este sentido, se han disefiado
diversos extractantes para la medicion de nutrientes disponibles para las plantas en suelos

y no para el contenido total del nutriente en el suelo.

Una vez se cuenta con los extractos de las muestras, se procede a desarrollar la etapa de
cuantificacién (ver Figura 1-1). Para esta etapa se han empleado diferentes tipos de
técnicas como espectrofotométricas, espectrométricas, cromatograficas y titrimétricas [6],
las cuales presentan diferentes costos y ventajas, que se traducen en un mayor 0 menor

exactitud de la medicion.

Por su parte, considerando la influencia que tiene el uso de uno u otro extractante sobre
los resultados de medicidn de elementos disponibles en suelos, es importante resaltar que
la comparabilidad entre resultados depende completamente de los procedimientos de
extraccion utilizados, por lo que estos mensurandos se denominan “definidos
operacionalmente” [4]. Los mensurandos definidos operacionalmente son aquellos

mensurandos relacionados por referencia a un procedimiento de medicién que ha sido
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documentado y ampliamente aceptado y que solo los resultados obtenidos por la aplicacién
del mismo procedimiento generan comparabilidad [13] [14]. Estos métodos son
caracterizados por la precisién del método principalmente, ya que, por definicion, en los
mensurandos definidos operacionalmente el valor verdadero corresponde al valor obtenido
aplicando estos métodos, resultando en que el sesgo de estos es definido como cero [15].
Algunos ejemplos de estos meétodos son determinacion de elementos disponibles en
suelos, humedad en grano, contenido de proteina total en alimentos por el método Kjeldahl,

entre otros [16].

1.1.3 Caracteristicas de desempefo de los métodos de medicion

El desempefio de los métodos analiticos esta asociado con la estimacion de los errores
aleatorios y sistematicos de la medicién. En este sentido, antes de su uso, los métodos
deben ser validados o verificados con el fin de identificar las caracteristicas metrolégicas
de los mismos. En la validacién, se determinan las caracteristicas de desempefio o
caracteristicas metrolégicas que los métodos deben cumplir segin su aplicacion; las
cuales corresponden a selectividad, limite de deteccidon y cuantificacion, intervalo de
trabajo, veracidad, precision, robustez e incertidumbre de medicién, aclarando que esta
Ultima es una caracteristica propia de los resultados obtenidos al usar un procedimiento
especifico. La calidad de los resultados obtenidos se puede describir mediante las
caracteristicas de desempefio correspondientes a veracidad, precision e incertidumbre
[17], [18]

Enla Tabla 1-1 se presentan los parametros de desempefio estudiados en una validacion,

su objetivo y las herramientas necesarias para su evaluacion [19]-[21].

Tabla 1-1: Parametros de desempefio cominmente estudiados en la validacién de
métodos.

Pardmetro Objetivo Herramienta necesaria

Selectividad Evaluar si un método analitico es | Blancos de matriz
capaz de medir un mensurando en | Blancos de reactivos
una muestra en presencia de otros

componentes

Intervalo lineal | Determinar el intervalo dentro del | Disoluciones calibrantes

instrumental cual se establece una relacion
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lineal entre la concentracion del
analito y la respuesta instrumental
Precision como | Evaluar el grado de concordancia | Muestras naturales con
repetibilidad entre resultados obtenidos para | homogeneidad conocida.

réplicas de medicién de la misma | Materiales de referencia
muestra, bajo condiciones que se

mantienen fijas

Veracidad Evaluar la proximidad entre el | Materiales de referencia
promedio de valores medidos | Materiales de referencia
obtenidos por mediciones | certificados

repetidas y un valor de referencia. | Blanco de matriz

Esta puede evaluarse como sesgo

0 recuperacion.

Intervalo de trabajo | Establecer las concentraciones de | Muestras naturales con
analito en la muestra dentro de las | homogeneidad conocida.
cuales se pueden obtener | Materiales de referencia
resultados de medicion | Materiales de referencia

adecuados segun el uso previsto | certificados

Incertidumbre de | Establecer el intervalo de valores | Resultados de precision,
medicion que pueden ser atribuidos a un | veracidad, efectos
mensurando significativos que pueden
afectar los resultados de

medicion.

Teniendo en cuenta esta variedad de factores que afectan la medicion de nutrientes en
suelos se encuentran diferencias entre los métodos y sus caracteristicas de desempefio,
aportando a la generacion de diferencias entre los resultados analiticos obtenidos por uno
u otro procedimiento, lo cual, a su vez, se traduce en una interpretacion de resultados que
puede generar diferencias en las recomendaciones y planes de fertilizacion aplicadas a un

mismo suelo, pudiendo ser estos adecuados o no para el desarrollo 6ptimo de los cultivos

[9).
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1.1.4 Metrologia

La metrologia es definida como la ciencia de las mediciones y sus aplicaciones, incluyendo
todos los aspectos tedricos y practicos asociados [21]. Una de las actividades principales
de la metrologia es el desarrollo de comparabilidad de los resultados de medicién en
tiempo y espacio; para lo cual Institutos Nacionales de Metrologia contribuyen a esto
mediante el desarrollo de métodos de medicién, materiales de referencia y equipos de
referencia o patrones nacionales de medicion [22] [23].

Los Institutos Nacionales de Metrologia (INM) son organismos encargados de establecer
lineamientos nacionales relacionadas con los sistemas de medicién, acorde con las
disposiciones tomadas en la Convencién del Metro. Estos organismos participan y
cooperan en los comités consultivos del Comité Internacional de Pesas y Medidas (CIPM)
y a su vez con la Oficina Internacional de Pesas y Medidas (BIPM) [24]. Dentro de las
principales actividades de estos Institutos se encuentra la realizaciébn, mantenimiento y
difusion de unidades del Sistema Internacional; desarrollo y aplicacion de métodos de
medicion; establecer mecanismos para dar trazabilidad a las mediciones; garantizar la

equivalencia entre los estandares de medicion [23].

En Colombia, estas actividades estan a cargo del Instituto Nacional de Metrologia de
Colombia (INM), el cual es una entidad de caracter técnico, cientifico y de investigacion,
creado mediante el decreto 4175 de 2011 y adscrito al Ministerio de Comercio, Industria y
Turismo. Dentro de sus objetivos se encuentra brindar soporte al desarrollo econémico,
cientifico y tecnoldgico del pais, lo cual se logra mediante la investigacion, planeacion y
prestacion de servicios metroldgicos dentro de los cuales se encuentra la produccion de
materiales de referencia certificados, servicios de calibracion, asesorias metroldgicas,
cursos de formacion y desarrollo de ensayos de aptitud y comparaciones interlaboratorios
[25].

Asi mismo, a través del cumplimiento de sus funciones, el INM desarrolla y provee
herramientas metroldgicas para los laboratorios nacionales con las cuales se asegura que
se obtengan resultados de medicion precisos, confiables y comparables entre diferentes
laboratorios [26]. Dentro de las herramientas metrolégicas se encuentran produccion de
materiales de referencia y materiales de referencia certificados, calibracién de equipos,
ensayos de aptitud, comparaciones interlaboratorio y desarrollo de patrones de medicion
[26]-[28].
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1.1.5 Ensayos de aptitud

El ensayo de aptitud corresponde a un esquema interlaboratorio para evaluar la exactitud
de los laboratorios. Bajo este esquema, los proveedores de ensayos de aptitud distribuyen
muestras de un material homogéneo para cada uno de los participantes, quienes lo
analizan bajo sus condiciones e informan los resultados. El proveedor compila la
informacion y realiza el andlisis estadistico correspondiente para la evaluacion de los

participantes [29].

Los ensayos de aptitud tienen los siguientes propdsitos: i) evaluar la competencia de los
laboratorios para realizar ensayos 0 mediciones especificas; ii) ayudar a los laboratorios
participantes a identificar problemas en el desarrollo de sus procedimientos analiticos e
implementar las respectivas acciones de mejora; iii) establecer comparabilidad entre
métodos de medicion; iv) identificar la causa de las diferencias entre los laboratorios [29],
[30].

Dependiendo del esquema formulado por el proveedor, si se cuenta con un ndmero
suficiente de participantes, este se puede convertir en un mecanismo para la validacion de

métodos de andlisis claramente definidos [29], siendo denominado estudio colaborativo.

Los item de ensayo de aptitud que puedan ser analizados por los participantes, deberian
contar con un estudio en el que un resultado de una muestra con esta propiedad conocida
resulte comparable con el valor de referencia, a través de la aplicacion de una relacion
numeérica, sin importar el procedimiento aplicado; mientras que un item cuya
conmutabilidad no se conozca va a presentar un sesgo no identificado ocasionado por la

matriz, lo que limitaria la evaluacion de los participantes en el ensayo de aptitud [31].

1.1.6 Materiales de referencia (MR)

El término material de referencia es una forma genérica de describir a un grupo de
materiales, ya sean sustancias puras o0 en matriz, usados principalmente para la
calibracion, validacion de métodos, establecimiento de trazabilidad metrolégica y
propésitos relacionados con el control de calidad de las mediciones [32]; ademas de tener
un papel importante en la comparabilidad de resultados generados por diferentes

laboratorios en tiempos distintos [33].
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El Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) define un material de referencia como un
“‘material lo suficientemente homogéneo y estable con respecto a propiedades
especificadas, establecido como apto para su uso previsto en una mediciébn o en un

examen de propiedades cualitativas” [21].

Los materiales de referencia pueden ser de tres clases, materiales de referencia (MR),
materiales de referencia certificados (MRC) y materiales de referencia in-house [34].

= Materiales de referencia (no certificados)

Un material de referencia no certificado es un material homogéneo y estable cuya
documentacion que lo acompafa es denominada hoja de informacion del producto, en la
cual se reporta el valor de la propiedad no certificada. Estos materiales pueden ser usados
en la evaluacion de la precision de un método, control de calidad y ensayos de aptitud [21],
[35].

= Materiales de referencia certificados

Un material de referencia certificado es definido como un material de referencia que ha
sido caracterizado por un procedimiento metrolégicamente valido para una o mas
propiedades, el cual esta acompafiado por un certificado donde se presenta el valor de la
propiedad, su incertidumbre asociada y la declaracién que demuestra la trazabilidad [36].
Especificamente, los materiales de referencia certificados son empleados con el propésito
de aplicar correcciones para compensar los efectos sistematicos que se pueden generar a

lo largo de un proceso de medicion [37].

= Materiales de referencia in-house

Los materiales de referencia in-house son materiales de referencia preparados por los
laboratorios, principalmente cuando en el mercado hay ausencia de materiales de
referencia certificados [38] o cuando los niveles de estos no corresponden con las
muestras de analisis de los laboratorios [34]. Estos materiales de referencia son conocidos
también como muestras de control de calidad o muestras de verificacién; los cuales pueden
ser utilizados para evaluar la precision de un método de medicion. A pesar de que estos,
deben cumplir con las caracteristicas propias de un material de referencia tales como ser
lo suficientemente homogéneo y estable con respecto a las propiedades de interés, estos

no pueden ser utilizados para establecer trazabilidad o evaluar el sesgo de un método [39].
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1.1.7 Produccion de materiales de referencia

La produccion de un material de referencia involucra varias etapas, las cuales son

mencionadas en la Figura 1-2 [40] [41].

Figura 1-2:  Principales etapas en la produccion de un material de referencia

1. Planeacion 3. Evaluacion 7. Elaboracién
de la de 5. de

produccién homogeneidad Caracterizacion documentacién

2. Preparacion 4. Estudio de 6. Asignacion

del candidato a estabilidad del valor y
MR estimacion de
la
incertidumbre
. Planeacion de la produccién

En esta etapa se verifica la viabilidad técnica de la investigacion, soportando la produccion
a futuro. De manera general, se considera la fuente del material, se disefa el proceso de
preparacion, se seleccionan los métodos de mediciéon apropiados para la evaluacion de
homogeneidad y el estudio de estabilidad, se selecciona la estrategia de caracterizacion,

y se define la trazabilidad metroldgica; entre otros aspectos.

= Preparaciéon del candidato a MR

La mayoria de los materiales requieren la aplicacion de diferentes tratamientos de
preparacion que permitan obtener materiales homogéneos adecuados para su uso. Estos
procesos en la preparacion pueden incluir secado, liofilizacion, molienda, tamizado,
homogenizacion, adicién de estabilizantes, entre otros. Una vez procesado el material, se
divide en porciones y se empaca en recipientes adecuados que permitan conservar la

estabilidad fisica y propiedades quimicas por un largo tiempo.

» Evaluacion de homogeneidad

Se realiza para conocer la homogeneidad del material, dado que este es una caracteristica
importante que deben cumplir todos los materiales de referencia. La evaluacion de
homogeneidad corresponde al estudio de la homogeneidad dentro de la unidad y entre las
unidades. La homogeneidad dentro de la unidad permite asegurar que, cuando se toman

submuestras del material, la propiedad evaluada se conserva;, mientras que la
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homogeneidad entre unidades permite asegurar que, cada unidad de un lote, tienen el
mismo valor para cada propiedad. La incertidumbre por homogeneidad debe ser una fuente
incluida dentro de la incertidumbre de la propiedad certificada del material, dado que esta
incluye cualquier nivel de heterogeneidad detectado. La incertidumbre por homogeneidad
se estima con base en las componentes mencionadas anteriormente, correspondiente a la

expresion presentada en la Ecuaciéon 1.1.

— 2 2
Upom = \/uentre + Udentro (l'l)

Donde uenie CcOrresponde a la variacion debida entre unidades y Ugentro COrresponde a la

incertidumbre asociada a la variacién dentro de la unidad.

La Guia ISO 35 [14] presenta tres tipos de disefios experimentales que pueden ser
aplicados para la evaluacion de homogeneidad de los candidatos a MR. Estos
corresponden a (i) Disefio aleatorio simple, empleado cuando se conoce que el candidato
es homogéneo y asi mismo el procedimiento de medicién permite realizar réplicas bajo
condiciones de repetibilidad dada la naturaleza estable del sistema; (ii) Disefio de blogues
aleatorizados, el cual se aplica cuando las réplicas no pueden realizarse bajo condiciones
de repetibilidad debido a limitaciones propias del procedimiento de medicién y las cuales
incluyen tiempo asociado a estabilidad de las muestras, o variaciones instrumentales
asociadas principalmente por derivas del sistema de medicién; y (iii) Disefio anidado,
aplicado principalmente para el estudio de materiales cuyo procedimiento de medicion de
la propiedad dificulta realizar el andlisis de varias unidades en un periodo corto de tiempo
y bajo condiciones de repetibilidad. Estos dos ultimos disefios experimentales incluyen en
el modelo estadistico los efectos relacionados con la ejecucién, lo cual permite que se
puedan realizar experimentos mas cortos acordes con la capacidad del laboratorio sin

impactar adversamente la variacion entre unidades del lote [42], [43].

Una vez se han realizado los experimentos correspondientes a la evaluacion de
homogeneidad, se procede a evaluar y tratar estadisticamente la informacion para obtener
la incertidumbre debida a la homogeneidad del material. El tratamiento de los datos se
realiza acorde a la Guia ISO 35, para lo cual se desarrollan los siguientes analisis: (i)
Revision de datos anémalos y tendencias de medicion; (ii) Evaluacion de tendencias de

envasado, (iii) Tratamiento estadistico para determinar el valor de los componentes de
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variacion debido a la heterogeneidad entre unidades y dentro de las unidades; vy, (iv)
Estimacién de la incertidumbre por homogeneidad.

= Estudio de estabilidad

Estudiar la estabilidad de los materiales de referencia es un aspecto clave durante la
produccion, dado que con este se va a estimar el grado de inestabilidad del candidato
luego del procesamiento, ademas de dar soporte objetivo para definir las condiciones de
almacenamiento, transporte y vigencia de este. Hay dos tipos de estabilidad que se
estudian en los materiales de referencia, que corresponden a (i) Estabilidad a largo plazo,
la cual esta asociada a las condiciones de almacenamiento establecidas para el usuario;
y, (ii) estabilidad a corto plazo, que corresponden a las condiciones de transporte a las

cuales puede ser sometido el material sin afectar sus propiedades.

El estudio de estabilidad se puede desarrollar aplicando alguno de los siguientes disefios,
segun sus consideraciones: (i) Disefio isécrono, la medicién se realiza bajo condiciones de
repetibilidad; y consiste en establecer las condiciones de almacenamiento del estudio y
una condicién de referencia a la cual se conozca que el material es estable. Asi, cada
tiempo determinado, algunas unidades del material sometido a condiciones de
almacenamiento se almacenan a condiciones de referencia y se mantienen alli hasta
finalizar el estudio y proceder con la medicién; (ii) Disefio clasico, el estudio se realiza bajo
condiciones de precision intermedia; por lo cual cada tiempo determinado se extrae
algunas unidades sometidas a condiciones de almacenamiento y se realiza el proceso de

medicion.

De los dos disefios mencionados, el disefio clasico puede llevar a la obtencion de una
incertidumbre por estabilidad mayor, ya que en este disefio la inestabilidad del sistema de
medicion o la precisién intermedia del método puede contribuir de manera significativa a

la obtencion de una mayor dispersion de los resultados obtenidos al finalizar el estudio [42]

» Caracterizacion

La caracterizacion de un material de referencia corresponde al desarrollo de mediciones
para asignar el valor a sus propiedades. La Guia ISO 35, presenta algunas aproximaciones
gue pueden ser aplicadas en la mediciébn del valor de la propiedad y las cuales
corresponden a: (i) Caracterizacion usando un unico procedimiento de medicion de

referencia aplicado por un solo laboratorio, (i) Caracterizacion de mensurando definidos
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no operacionalmente utilizando dos o mas métodos en uno o mas laboratorios
competentes, (iii) Caracterizacion de mensurandos definidos operacionalmente, por una
red de laboratorios competentes, (iv) Caracterizacion basada en la preparacion, (v)
Transferencia de valor entre MR de caracteristicas similares.

= Asignacion de valor y estimacion de incertidumbre del material

El valor asignado de la propiedad corresponde al resultado tratado estadisticamente de la
aplicacion de una de las aproximaciones de caracterizacion presentados anteriormente.
Por otro lado, la incertidumbre de una propiedad certificada considera como fuentes la
influencia sobre el valor de la propiedad debida a la variacion entre y dentro de las unidades
(heterogeneidad), condiciones de transporte y almacenamiento (estabilidad) y la
caracterizacion del material; por lo que la incertidumbre de una propiedad certificada se

expresa con base en la ecuacion presentada a continuacion:

— 2 2 2
UcrMm = JuCaracterizacién + uHomogeneidad + UEstabilidad (1'2)

1.1.8 Analisis de regresion maltiple

El andlisis de regresion multiple es una metodologia ampliamente utilizada para expresar
la dependencia de una variable de respuesta con varias variables independientes. La
presencia de una alta correlacion entre las variables independientes en una ecuacion de
regresion, pueden dificultar la identificacién apropiada de las variables de mayor impacto,
por lo tanto, se aplican andlisis de datos multivariados con el fin de eliminar la influencia

de variables independientes redundantes [44].

» Modelos de regresion multiple

Los modelos de regresion multiple son modelos que describen relaciones en las que
intervienen mas de una variable regresora,[45] teniendo la forma de la Ecuacion 1.3, o de
la Ecuacion 1.4 cuando se incluyen efectos de interaccion entre las variables. En estas,
los coeficientes de regresion Bi, B2, Bsy € (varianza del error) no se conocen y deben ser

estimados a partir de datos experimentales.

y =Bo + Bixq +B2xz +B3xs + ¢ (1.3)

y =Bo + B1x1 + BaXxz + Br2X1Xy + € (1.4)
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Con el fin de identificar la relacion entre las variables xi, X2... xn, se emplean graficas que
resultan Utiles para ajustar los modelos de regresion maltiple. Estas gréficas consisten en
graficas bidimensionales, identificados como graficos de dispersion, que permiten
identificar comportamientos lineales o no lineales, facilitando la identificacion de las

relaciones existentes entre las variables.

En general, se puede relacionar la respuesta y con k variables regresoras o variables
predictoras por medio del modelo presentado en la Ecuacion 1.5.

y = Bo + B1xy + -+ Prxk (1.5)
Se llama modelo de regresion lineal mdltiple con k regresoras. Los parametros §;,j =

1,2, ...,k se les conocen como coeficientes de regresioén y € corresponde a un error aleatorio
con distribucién normal con media 0 y varianza c*2. El modelo (Ecuacién 1.5) se puede

expresar de forma matricial como se presenta en la Ecuacion 1.7.

Y=XB+¢ (1.6)
Y1 1 X131 Xa1 o Xgk Bo €

y=["2 x=|] o e 7 Y| po(Brf o2 (1.7)
Yn 1 Xp1 Xnz  Xnk Bx €n

En general, Y es un vector de nx1 de las observaciones de la muestra, X es una matriz de
n x k donde k corresponde al nimero de variables regresoras y al intercepto del modelo,
es un vector de k x 1y € es un vector de n x 1 de errores aleatorios que distribuye normal

multivariado [46].

»= Andlisis de componentes principales

El Analisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés) es una técnica
estadistica que se emplea para reducir la dimensionalidad de conjuntos de datos
multivariados, conservando la mayor cantidad de informacién posible. Su objetivo es
encontrar una representacion mas compacta de los datos al proyectarlos sobre un nuevo
sistema de coordenadas definido por las componentes principales, que son combinaciones

lineales de las variables originales elegidas para capturar la mayor varianza posible [47].

La PCA se basa en la descomposicion de la matriz de covarianza de los datos originales,
gue proporciona informacién sobre cémo se relacionan las variables entre si. Al calcular

los vectores y valores propios de esta matriz, se obtienen las componentes principales,
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cuyas direcciones estan definidas por los vectores propios y cuya varianza explicada esta
representada por los valores propios. En especial, a través de la representacion grafica
de estos vectores es posible entender de manera sencilla relaciones entre variables que

pueden ser complejas de interpretar por métodos tradicionales.

Esta técnica es util en diversos campos, como el andlisis de datos, reconocimiento de
patrones y compresion de imagenes. Al eliminar las componentes principales con menor
varianza, se puede reducir la complejidad del problema y obtener una representacion mas
simple de los datos [47], [48].

1.2 Estado del arte

1.2.1 Extraccion y cuantificacion de nutrientes disponibles en
suelos

= Métodos de Extraccion

El primer extractante universal para nutrientes en suelos fue desarrollado en 1941 por
Morgan; este extractante correspondia a una disolucibn de acetato de sodio en
concentracion de 0.73 M ajustada a un pH de 4.8 [12]. Este extractante es poco utilizado
en la actualidad, ya que fue modificado mediante la adicién del agente quelatante DTPA
(acido dietilentriaminopentaacético) para la extraccion de los micronutrientes Cu, Fe, Mn,
Zn [49]. El uso de este extractante es descrito en la Norma Técnica Colombia NTC-5526
para la extraccion de micronutrientes disponibles (Cu, Zn, Fe y Mn), sigue siendo
recomendado para todo tipo de suelo, principalmente al ser reconocido como una
disolucion que no es afectada por el pH del suelo para la extraccibn de estos

micronutrientes [50]

En 1954, surge el reactivo de extraccién conocido como Mehlich 1 (HCI 0.05N - H>SO,
0.025N), que ha sido utilizado para la determinacion de P, K, Ca, Mg, Na, Mn y Zn en
suelos de Carolina del Norte. Este extractante no cumplié con las expectativas al ser
utilizado en suelos alcalinos, neutros y en aquellos donde la fuente predominante de P
disponible corresponde a la apatita [Cas(POa4)s(F,Cl,OH)]. Por esto, Mehlich sugiere que es
necesario mantener un pH de 2.9 durante los procesos de extraccion, por lo que en 1978
propone un nuevo extractante que combina acido acético, cloruro de amonio, fluoruro de

amonio y acido clorhidrico y el cual fue denominado como Mehlich 2 [51], [52]. Este
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extractante fue utilizado para P, K, Ca, Mg, Mn y Zn en suelos del estado de Carolina del
Norte. Asi mismo, la alta demanda en la inclusion de Cu en los ensayos de suelos evidencio
la necesidad de agregarlo a la lista de elementos extraibles por Mehlich 2, por lo que en
1984 Mehlich propone el desarrollo de un extractante que, adicional a los elementos
mencionados, extraiga Cu y reduzca el dafio que la fuerza corrosiva de Mehlich 2 generaba
a los equipos de laboratorio; por lo que surge Mehlich 3 [52] que consiste en una mezcla
de acido acético 0.2 N - NHsNO3 0.25 N — NH4F 0.015 N — HNO3 0.013 N - EDTA 0.001 M
para la extraccion de P, K, Ca, Mg, Na, B, Cu, Fe, Mn y Zn en suelos acidos [12], [49].
Mehlich 3 ha recibido una atencién considerable para ser candidato a ser utilizado como

un método estandar de extraccion [53].

En Colombia, la norma técnica colombiana NTC 5526:2007 cita el uso del extractante
Mehlich 1 para la extraccién de micronutrientes, el cual es recomendado para todo tipo de

suelos, especialmente para aquellos con caracteristicas acidas [50].

La Tabla 1-2 presenta otros extractantes que han sido estudiados para su aplicacion en
suelos con diferentes caracteristicas.

Tabla 1-2: Extractantes aplicados en la determinacion de diferentes elementos

disponibles en suelos de diversos origenes o caracteristicas fisicoquimicas

o ) Norma Técnica
Caracteristica u origen ] ]
Extractante Elemento Referencia Colombiana
del suelo )
relacionada
[54] NTC 5349:2016
Suelos de Oklahoma )
K, Ca, Mg [55] Calidad del
Suelos con pH entre
suelo.
36a73 L
) [56] Determinacion de
Suelos de Republica
Acetato de K, P, Mg, Mn, S, las bases
) Checa .
amonio 1N Mg, Ca [57] cambiables:
Suelos con pH entre i
P, K, Ca, Mg método del
55y75
acetato de
Suelos con pH entre )
Al, Ca, Mg, K [58] amonio 1M pH
42y5.6
7,0
Bicarbonato P, K, Na, Fe, Mn, Suelos alcalinos y [59]
de amonio — Zn, As, Cd, NO* neutros [54]
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DTPA (AB- Suelos de Oklahoma [55]
DTPA) Suelos con pH entre
36a7.3
Ca, Mg, PyK
Suelos con pH entre
[55]
36a73
Al, Ca, Mg, K
Cloruro de Suelos con pH entre (58]
amonio 0.2M 4.2y5.6
Ca, Mg, Na, K, Mn,
Suelos con pH entre
Fe, Cu, Zn, Cd, Pb, [60]
3.2y 6.6
Al
NTC 5402:2006
o Calidad del
P,Cu, Fe, S Suelos acidos
Cloruro de [61] suelo.
_ Al, Mn Suelos con pH entre 6 L
calcio 0.01M [62] Determinacién
N, P, K y 6.8
del azufre
disponible
P, K, Ca, Mg Suelos con pH entre [57]
NTC 5350:2020
Bray |1 (0.03 55y75 .
Calidad del
M NH4F + P Suelos con pH entre 4 [63]
suelo.
0.025 M y7.5 L
) Determinacion de
HCI) Suelos no calcareos [64] i _ )
fésforo disponible
P Suelo con pH de 6.1 [65]
NTC 5350:2020
Bray 1l (0.03 P Suelos con pH entre [53] Calidad del
M NH4F + 42y83 suelo.
0.1 M HCI) Suelos con pH de 5.1 [66] Determinacién de
fésforo disponible
Olsen (0.05 Suelos con pH entre 4 (63] NTC 5350:2020
M NaHCO3 y7.5 Calidad del
ajustado a P Suelos no calcéreos [64] suelo.
pH 8.5 con Suelos neutros o [67] Determinacion de
NaOH) calcéareos fésforo disponible

De manera similar, el uso de algunos de estos agentes de extracciéon ha sido implementado

para la extraccion de diferentes contaminantes (Pb, Cd, Cr entre otros) en suelos, como
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producto del estudio del impacto de diversas actividades antropogénicas, particularmente

la fundicién de minerales extraidos de la corteza terrestre.

= Métodos de cuantificacion

La determinacion de aniones disponibles en suelos, tradicionalmente se ha realizado
mediante la aplicacién de métodos colorimétricos y titrimétricos; mientras que la medicion
de cationes ha sido desarrollada por absorcion atdmica; sin embargo, el avance
tecnoldgico de la quimica analitica y las limitaciones propias de los métodos ha promovido
al desarrollo de otras técnicas instrumentales como son plasma acoplado inductivamente

(ICP), electroforesis capilar y cromatografia idnica, entre otras [61], [68], [69].

»= Métodos colorimétricos

Se basan en el uso de reactivos especificos para el desarrollo de color, el cual es medido
a una longitud de onda especifica segun el compuesto de coordinacién formado. La
exactitud de estos métodos ha sido cuestionable, debido a que estos son sensibles a varias
interferencias que pueden surgir por la presencia de soélidos suspendidos, u otros
compuestos coloreados que se hidrolizan en las condiciones acidas de dichos métodos,
entre otros [70], [71]; pero aun asi son muy utilizados en los laboratorios de suelos. En la
Tabla 1-3 se presentan las diversas aplicaciones de estos métodos para la determinaciéon

de nutrientes en suelos.

Tabla 1-3:  Aplicaciones de métodos colorimétricos para la determinacion de nutrientes

en suelos
Mensurando Extractante Compuesto de coloracion Referencias
[72]
. _ Mehlich 3, Bray | Molibdato de amonio- acido [73]
P disponible _ o
Mehlich 3 ascorbico [69]
[74]
Sulfanilamida — dihidrocloruro [75]
NO* KCI 2M
de 1-naftiletilendiamina [76]
: [77]
B Agua Azometina H
[78]
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[79]
[76]

NH4* KCI 2M Reactivo Berthelot

= Método turbidimétrico

La medicion de sulfatos en aguas, suelos y plantas se ha reportado a través de la aplicacion
de este método; el cual consiste en la precipitacion del sulfato con iones bario en medio
acido, afectando el paso de luz en un turbidimetro [80]. Este ha sido el méas utilizado para
la determinacion de este anion inorganico, pero ha presentado el inconveniente de ser un
método poco exacto, debido a que el color del extracto puede causar interferencias, asi
como la coprecipitacién de fracciones organicas con las sales de bario empleadas en la
determinacion turbidimétrica y la dispersién poco uniforme del precipitado en la suspensién
[81][83].

= Espectrometria de absorcién atémica

Esta ha sido la técnica mas utilizada para la medicion de elementos en suelos y plantas,
ya sea en extractos o digestiones; en sus diferentes técnicas que corresponden a horno
de grafito, emision o absorcién atomica y generacion de hidruros [84]. La Tabla 1-4
muestra algunos estudios relacionados con esta técnica, y que evidencian la amplia
aplicacién que ha tenido desde su desarrollo en 1965, para la determinacion de elementos

en suelos.

Tabla 1-4: Estudios para la determinacion de elementos en los que se emplea

absorciéon atbmica

Tipo de matriz (extracto suelo,
Elemento Técnica digestion de suelo, digestiéon de Referencia

tejido vegetal)

Cd, Co, Cr, Cu, Generador de hidruros ) ] .
Digestion de suelos y tejido

Fe, Mn, Ni, Pb, y absorcion atémica - [85]
vegetal
Zn llama
Se Generador de hidruros | Extracto de sedimentos y suelos [86]
Espectrometria de [87]

y o Aguas y digestion de suelos
absorcion atémica
Pb
llama ) y
_ Digestion de suelos
Horno de grafito [88]
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Espectrometria de
L Extractos de suelos [89]
Na, K, Ca, Mg absorcién atomica ] )
Mehlich 3, acetato de amonio [90]
llama
: o [91]
Pd, As, Sb Horno de grafito Digestion de suelos [92]
Espectrometria de
absorcién atémica ) y
Cd, Cu, Pb, Zn Digestion de suelos [93]
llama
Espectrometria de [94]
Al, Fe, Mn, Si absorcién atémica Extractos de suelos [05]
llama
Espectrometria de
Cd, Co, Cu, Ni, absorcién atbmica ) »
] Extractos y digestion de suelos [96]
Pb, Zn llama. Horno de grafito
. [97]
Espectrometria de
. o Extractos de suelos (DTPA, [98]
Cu, Zn, Mn, Fe absorcién atémica ]
Mehlich 3) [99]
llama
Espectrometria de [100]
. ) Extractos de suelos. DTPA
Cd, Cu, Pb, Zn absorcién atémica
Extractos de suelos. HNO3 0.5M
llama [101]
Espectrometria de
Co, Cr, Cu, Fe, . . . . .
) absorcién atbmica Digestion acida de suelo [102]
Mn, Ni, Pb, Zn
llama
Espectrometria de
Hg absorcién atbmica Digestion acida de suelo [103]
Vapor frio
Espectrometria de
Ca, Mg, Zn, Cu, y oL ]
] absorcién y emision Extractos de suelos. Mehlich 3 [104]
Co, Ni, Mn, Fe o
atomica llama

» Plasma acoplado inductivamente (ICP)
Esta es una técnica en la cual se alcanza una excitacion elemental la cual es realizada a

través de un plasma que es formado cuando un flujo de argén atraviesa un tubo de cuarzo
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0 antorcha ubicada dentro de una bobina de cobre la cual es conectada a un generador de
radiofrecuencia. La corriente que fluye por la bobina genera un campo magnético oscilante,
a través del cual fluyen iones y electrones a altas velocidades, los cuales chocan entre si
generando el calentamiento del argén alcanzando temperaturas entre 6000 K y 10000 K.
Este mecanismo de ionizacion puede tener dos sistemas de deteccion que corresponden
a i) espectrometria de emision atébmica (ICP-OES) v, ii) espectrometria de masas (ICP-MS)
[49], [105], [106]. Estas técnicas permiten la medicién simultdnea de un gran numero de

elementos, optimizando las operaciones del laboratorio [61] [69].

En la Tabla 1-5 se presentan diversas investigaciones que se encuentran publicadas
aplicando estas técnicas.

Tabla 1-5:  Aplicaciones de ICP en determinaciones agricolas

Tipo de matriz
(extracto suelo,
Elemento Técnica digestion de suelo, Referencia
digestion de tejido
vegetal)
ICP-DRC-MS
Sr (celda de reaccion Digestiéon de suelo [107]
dindmica)
Be, Si, Ca, V, Cr,
Fe, Ni, Cu, Zn, Ge,
LA-ICP-MS _ »
As, Y, Rh, Ag, Cd, y Digestion de suelo [108]
(ablacién laser)
Sn, Sb, Tl, Pb, Th,
U
U ICP-MS Digestion de suelo [109]
Tc, Th, U ICP-MS Digestion de suelo [110]
P, K, Ca, Mg, Fe,
ICP-OES Extracto de suelo [111]
Mn, Cu, Zn
P ICP-OES Extracto de suelo [69]
Extracto acuoso de
B ICP-OES [78]
suelo
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Digestion de suelo y
Hg ICP-OES . [103]
tejido vegetal

En el analisis del contenido de P soluble en suelos se ha utilizado la técnica plasma
acoplado inductivamente con espectrometria de emisién atémica (ICP-OES), pero
presenta el inconveniente de que se cuantifican todas las formas solubles de fésforo,
incluyendo los polifosfatos y las formas organicas [70], por lo que al compararse con los
resultados obtenidos a través de métodos colorimétricos se encuentra un aumento de

hasta el 50% en la concentracion de P disponible [72] [73].

= Electroforesis capilar

Esta es una técnica de separacién a través de un capilar, el cual se encuentra lleno con
una disolucién buffer y cuyos extremos se encuentran sumergidos en solvente. A través
del capilar se aplica una diferencia de potencial eléctrico de tal manera que permita el
movimiento de los compuestos idnicos para obtener su separacion. La deteccion puede
realizarse por métodos Opticos, espectrometria de masas o deteccién electroquimica [112].
Esta es unatécnica que ha llamado la atencion ya que permite la determinacién simultanea
de varios cationes 0 aniones inorganicos, utilizando un bajo volumen de muestra, con
buena reproducibilidad y limites de deteccién bajos [68] [113]. La Tabla 1-6 presenta

algunas investigaciones en las cuales se ha aplicado esta técnica.

Tabla 1-6: Aplicaciones de electroforesis capilar en determinaciones agricolas

Mensurando Tipo de matriz Referencia
A Extracto acuoso de [114]
suelo
[115]
Herbicidas Suelo [116]
[117]
Na, NH4*, SO, Al Suelo [114]
Especiacion de As, Se, Sb, [118]
_ Aguay suelos
Telurio [119]
Enantiomeros de imazalil

o Suelos [120]

(herbicida)
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Aminoacidos Suelos [121]
Cl, NO*, NO?#, SO.%, Suelos [68]

» Cromatografia ibnica

Es otra de las técnicas que pueden ser utilizadas para la cuantificacién de cationes y
aniones en extractos de suelos; de hecho, su aplicacién en suelos y aguas naturales fueron
de las primeras desarrolladas. Con esta técnica, se pueden analizar facilmente cationes
alcalinos y alcalinotérreos; sin embargo, también se logra la medicion de metales de
transicion, pero es necesario tener en cuenta que las condiciones de extraccién son mas
severas debido a que estos estan enlazados cominmente a agentes complejantes,

dificultando su medicién por esta técnica [122] [123].

= Otras técnicas analiticas

Se han aplicado espectroscopia de absorcion de rayos X para la determinacién de
especies quimicas de Zn, Se [124], [125]; y activacion neutronica (INNA por sus siglas en
inglés) para la medicién de As, Co, Cr. Sb y Zn total en suelos [126]. Asi mismo, se han
desarrollado métodos de medicién basados en biosensores e imagen hiperespectral para
la identificacion y diferenciacion de diferentes tipos de suelos basados en las firmas
espectrales de sus principales componentes mayoritariamente de caracter inorganico
[127].

1.2.2 Materiales de referencia en suelos

En el mercado, se encuentran varios productores de materiales de referencia de suelos a
nivel mundial, dentro de los cuales se pueden mencionar al “Institute for Reference
Materials and Measurements (irmm)”, “Joint Reasearch Centre (JRC)”, “National Institute
of Standards and Technology (NIST)”, “Organismo Internacional de Energia Atémica
(IAEA)”, “National Institute of Metrology of China (NIM)”, “NCS Testing Technology Co”,
“Cambridge Isotope Laboratories (CIL)”, “LGC Standards”, “Materiaux de controle de
laboratoire METRANAL”, “The North American Proficiency Testing Program (NAPT)”,
“‘ERA” y “Wageningen Evaluating Programmes for Analytical Laboratories (WEPAL)”.

De estos, tan solo NIM y NCS Testing Technology Co, tienen en su oferta materiales de

referencia certificados de elementos disponibles en suelo. Por su parte, proveedores como
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“‘LGC Standards” y “NIST”, han ofertado materiales de referencia de suelos, pero no para

la medicién de elementos disponibles sino totales.

Por otro lado, WEPAL es un organismo acreditado en el desarrollo de programas de
ensayos de aptitud, por lo que produce materiales de referencia, cuyas propiedades se
certifican por consenso basado en los resultados de los ensayos de aptitud que oferta.
NAPT es un programa de la Sociedad Americana de la Ciencia del Suelo, el cual, ademas
de ofertar ensayos de aptitud en la matriz suelo, comercializa muestras cuyos valores
también han sido obtenidos a través de los ensayos de aptitud [128]. Los otros productores
mencionados, en su oferta, cuentan con materiales de referencia de suelos certificados en
propiedades como elementos totales, dioxinas, furanos, plaguicidas, herbicidas,
contaminantes volatiles y semivolatiles, PCBs, hidrocarburos e isotopos radioactivos, entre
otros [128].

1.2.3 Ensayos de aptitud en suelos

Desde el afio 2017, 17 proveedores de ensayos de aptitud a nivel mundial han organizado
ensayos de aptitud y estudios colaborativos en una o0 mas propiedades relacionadas con
la fertilidad del suelo. De los 17 proveedores se encuentra que 12 estan acreditados bajo
la norma ISO 17043:2010, mientras que 6 proveedores han desarrollado sus esquemas
teniendo como objetivo la validacion de los métodos [129]. Dentro de los proveedores
acreditados se encuentran ERA en Estados Unidos, IELAB en Espafia, National
Measurement Institute en Australia, BIPEA en Francia y Wageningen Evaluating Programs
for Analytical Laboratories (WEPAL) en Paises Bajos. Este Ultimo es conocido a nivel
mundial por el desarrollo de ensayos de aptitud en el sector agricola, ya que ofrecen a los
laboratorios la participacion en programas cuyas matrices son plantas, suelos, sedimentos

y desechos organicos; contando con mas de 500 participantes alrededor del mundo [130].

A nivel nacional no se encuentra ningun proveedor de ensayos de aptitud acreditado cuyo
alcance esté relacionado con la evaluacién de fertilidad de suelos [131]; pero si se
encuentra que la Sociedad Colombiana de la Ciencia del Suelo, como una de sus
actividades, ha desarrollado el Control Analitico de Laboratorios CALS, con el cual busca
identificar desviaciones en los procesos de los laboratorios, para lo cual distribuye las

respectivas muestras las cuales deben ser analizadas por la metodologia indicada, de
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manera tal que los resultados se puedan comparar y brindarle a los laboratorios
participantes la respectiva retroalimentacion [132] .

1.2.4 Analisis de relaciones através de modelos matematicos

De acuerdo con la revision realizada en el presente estudio, se encuentran pocos articulos
publicados donde evalian y establecen relaciones, en su mayoria lineales, entre dos
métodos de medicibn como es el caso del método colorimétrico e ICP para la
determinacion de P extractable en suelos [70]. En este, mencionan la influencia de otros
factores tales como pH y extractante utilizado en los resultados obtenidos, pero no estudian
de manera cuantitativa estas influencias. En mayor cantidad se encuentran articulos en los
cuales establecen correlaciones entre los extractantes utilizados. Dentro de estos, el
extractante mas utilizado es Mehlich 3, el cual se compara con otros extractantes como
Olsen, Mehlich 2, Bray | y CaCl, 0.01M para la extraccion de P en suelos [133]-[135]. En
estos estudios, aunque se utilizan diferentes métodos para la medicidn, la influencia de

estos no es tenida en cuenta en los modelos lineales establecidos.

En ninguno de los estudios mencionados, se han empleado la formulacion de estas

relaciones para la certificacion de materiales de referencia.

1.2.5 Empleo de PCA en el andlisis de suelos

El analisis de componentes principales (PCA), ha sido una técnica ampliamente empleada
en el analisis de suelos; sin embargo, su enfoque en la mayoria de las ocasiones ha sido
la clasificacion de origenes geograficos, analisis de variabilidad de las propiedades o la
identificacion de variables relevantes; no obstante, hasta la fecha de la presente revision
no se encontraron reportes en los que se realicen andlisis relacionados a los errores de
medicién. Por ejemplo, se utilizé6 PCA para preprocesar los datos de muestra obtenidos
de la espectroscopia de ruptura inducida por laser (LIBS) para eliminar informacién
redundante y mejorar la relacién sefal/ruido (SNR) de los datos; con el objetivo de
identificar y clasificar con precision muestras estandar de suelo de diez areas mineras
diferentes [136].

En otro estudio se utiliz6 la PCA para preprocesar muestras de suelo en un estudio de
clasificacion de suelos de diferentes areas mineras mediante espectroscopia de ruptura

inducida por laser y una red neuronal convolucional (CNN) [137] . Por otro lado, se empled
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la PCA para evaluar y optimizar las practicas de manejo de agua y fertilizantes para la
produccion de papa en suelos francos arenosos [138].

Adicionalmente, se ha empleado la PCA para analizar la variabilidad del contenido de
metales en suelos urbanos en Aveiro, Portugal y Glasgow, Reino Unido [139]; interpretar
el perfil quimico de suelos del cultivo de pimienta negra en el estado de Espirito Santo,
Brasil [140]; y estudiar la asociacion entre las fracciones biodisponibles de metales
pesados y las propiedades del suelo en diferentes tipos de suelo [137].

1.2.6 Comité Técnico 13 de ICONTEC

En Colombia, el Instituto Colombiano de Normas técnicas (ICONTEC) ha sido reconocido
por el Gobierno Nacional como el Organismo Nacional de Normalizacion, el cual promueve,
desarrolla y guia la aplicacién de documentos normativos que permitan el mejoramiento
de la calidad y faciliten las relaciones cliente-proveedor a nivel empresarial, nacional o
internacional [68]. En este marco, el ICONTEC ha formado varios comités en diferentes
temas, los cuales proponen, gestionan y aprueban documentos normativos relacionados a
su actividad especifica. Uno de los comités del ICONTEC es el comité técnico 13
identificado como calidad del suelo; el cual es el encargado de la normalizacién en el
campo de calidad y contaminacién del suelo enfocado al sector agroalimentario. Dentro de
los temas que tiene a su cargo se encuentra la caracterizacion, clasificacion, muestreo,
métodos de extraccidn, ensayos, vocabulario y reporte de resultados; para lo cual ha

publicado y actualizado las normas presentadas en la Tabla 1-7 [141].

Tabla 1-7: Normas a cargo del Comité 013 Calidad del suelo

Norma
Técnica Identificacion Afo Estado
Colombiana
Suelos, residuos biolégicos tratados, lodos y otros
NTC 6604 residuos. Digestion de multiples elementos 2023 Vigente
solubles en agua regia
NTC-ISO Calidad del suelo. Pretratamiento de muestras _
11464 para andlisis fisicoquimico 2022 Vigente
NTC 5596 Calidad del suelo 2022 Vigente
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NTC 6509 Calidad del suelo. Determinacion de agregados 2021 Vigente
Calidad del suelo. Determinacion del carbono )
NTC 5403 _ 2021 Vigente
organico
Calidad del suelo. Guia descriptiva para la
GTC 331 determinacion de propiedades basicas del suelo 2021 Vigente
en campo
Calidad del suelo. Determinacion de fésforo ]
NTC 5350 _ _ 2020 Vigente
disponible
Calidad del suelo. Determinacion de la textura por ]
NTC 6299 2018 Vigente
bouyoucos
NTC 5264 Calidad del suelo. Determinacién del pH 2018 Vigente
Calidad del suelo. Determinacién de la acidez, ]
NTC 5263 o o ) ] 2017 Vigente
aluminio e hidrégeno intercambiables
Calidad del suelo. Determinacion de la humedad y
NTC 6230 | del factor de correccion (pw), expresados en base | 2017 Vigente
seca
Calidad del suelo. Determinacion de las bases )
NTC 5349 . _ 2016 Vigente
cambiables: Método del acetato amonio 1M pH 7,0
Calidad del suelo. Determinacién de la capacidad ]
NTC 5268 ) ] . 2014 Vigente
de intercambio cationico
Analisis de suelo. Determinacion del nitrégeno )
NTC 5889 2011 Vigente
total
Calidad del suelo. Extractantes multielementales )
GTC 210 o ) 2011 Vigente
para andlisis de suelos. Caracteristicas y usos.
NTC 5404 Calidad del suelo. Determinacion de boro 2011 Vigente
Andlisis de tejido vegetal. Toma y preparacion de )
GTC 189 . 2010 Vigente
muestras para analisis de elementos totales
Analisis de tejido vegetal. Digestion y ]
NTC 5752 _ L 2010 Vigente
mineralizacion de muestras
Calidad del suelo. Determinacion del nitrégeno )
NTC 5595 2008 Vigente

amoniacal y nitrégeno nitrico
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Calidad del suelo. Determinacion de
NTC 5526 micronutrientes disponibles: cobre, zinc, hierro y 2007 Vigente
manganeso.
_ o Vigente —
Calidad del suelo. Determinacion del azufre
NTC 5402 _ _ 2006 En
disponible o
revision
NTC 4113-4 Calidad del suelo. Muestreo 2004 Vigente
NTC 4113-3 Calidad del suelo. Muestreo 2003 Vigente
NTC 5099 Calidad del suelo. Vocabulario 2002 Vigente
Calidad del suelo. Guia sobre ensayos en
NTC 4877 laboratorio para la biodegradacién de quimicos 2000 Vigente
organicos en el suelo en condiciones aerdbicas
NTC 4878 Calidad del suelo. Métodos bioldgicos 2000 Vigente
Calidad de suelos. Sistemas de incubacion en
NTC 4879 laboratorio para la medicion de la mineralizacion 2000 Vigente
de compuestos quimicos organicos en suelos
Gestion ambiental. Calidad del suelo.
NTC 4508 Determinacion de los efectos de contaminantes 1998 Vigente
sobre la flora del suelo
Gestion ambiental. Calidad del suelo.
NTC 4509 Determinacion de los efectos de contaminantes 1998 Vigente
sobre la flora del suelo.
Gestion ambiental. Calidad del suelo. Efectos de _
NTC 4510 ] ] ] 1998 Vigente
contaminantes en lombrices de tierra.
NTC 4437 Gestién ambiental. Calidad del suelo. Vocabulario | 1998 Vigente
NTC 4113 - _ _ . .
1256 Gestion ambiental. Calidad del suelo. Muestreo 1997 | Vigentes
Gestion ambiental. Suelos. Guia para el monitoreo _
GTC 30 ) 1996 | Vigente
de aguas subterraneas
Gestion ambiental. Calidad de suelos.
NTC 3957 | Determinacion de la conductividad hidraulica de la | 1996 Vigente

caracteristica de agua no saturada
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Gestion ambiental. Suelo. Especificaciones para la

NTC 3948 construccion de un pozo de monitores para agua | 1996 Vigente
subterraneas.
Gestion ambiental. Calidad del suelo. Extraccion ]
NTC 3888 _ 1996 Vigente
de elementos traza solubles en agua regia
Gestion ambiental. Suelo. Toma de muestras para ]
NTC 3656 1994 Vigente

determinar contaminacion







2.Desarrollo y validacion de procedimientos
de medicion

El desarrollo y la validacién de métodos para la caracterizacion de materiales de referencia
es una etapa crucial en la produccién de dichos materiales. En el caso de este estudio en
particular, es fundamental destacar que estos métodos tienen dos usos previstos. En
primer lugar, se utilizan para evaluar la homogeneidad y estabilidad de los candidatos a
materiales de referencia, los cuales seran utilizados en un estudio colaborativo. En
segundo lugar, se emplean para medir y cuantificar diferentes extractos de suelos
utilizando diversas técnicas analiticas, con el objetivo de estudiar la equivalencia entre

estas técnicas.

En este contexto, el presente capitulo se centra en el proceso de seleccion de los
mensurandos utilizados en la investigacion. Se describe en detalle el desarrollo de los
métodos para la cuantificacion de elementos como hierro, cobre, sulfato, cloruros, entre
otros, mediante el uso de distintas técnicas analiticas. Ademas, se presentan algunos
resultados obtenidos durante la optimizacion de la extraccion y del andlisis instrumental.
Por ultimo, se muestran los resultados de los parametros de desempefio estudiados en la

validacion de los métodos aplicados.

Por otra parte, a partir de los resultados obtenidos en el desarrollo y validacion de los
procedimientos de mediciébn de hierro, cobre, sulfato, fésforo y cloruros; se puede
establecer que los métodos son aptos para ser aplicados en (i) la evaluacion de
homogeneidad y estabilidad de candidatos a MR; y (ii) la cuantificacibn de estas
propiedades en extractos de suelo; al obtenerse variaciones menores al 5 %,

recuperaciones entre el 90 % y 100 % e incertidumbres relativas menores al 5,5 %.



34 Desarrollo de herramientas metroldgicas para la medicion de aniones y

cationes en suelos

2.1 Introduccidn

Los métodos de medicion para la determinacién de nutrientes en suelos desempefian un
papel fundamental en la agricultura y la ciencia del suelo. La disponibilidad y el contenido
de nutrientes esenciales en el suelo son factores criticos que influyen en el crecimiento de
las plantas, la productividad de los cultivos y la salud del ecosistema. Para evaluar y
gestionar eficientemente los recursos del suelo, es necesario contar con métodos de
medicion confiables y precisos que permitan determinar con exactitud los niveles y la
disponibilidad de nutrientes clave, como nitrégeno, fosforo, potasio y otros elementos
importantes. Estos métodos no solo brindan informacion crucial para la optimizacion de los
sistemas de cultivo y la fertilizacion, sino que también son fundamentales para el monitoreo
ambiental y la evaluacion de la calidad del suelo. Por lo tanto, el desarrollo y la validacion
de procedimientos de medicion en esta area son de vital importancia para respaldar la
toma de decisiones informadas y promover practicas sostenibles en la agricultura y la
gestion de los recursos del suelo.

Es importante destacar que el desarrollo de métodos de medicion adecuados para el
andlisis de suelos es de gran relevancia, ya que en la literatura cientifica actual cuenta con
muy pocos reportes de métodos que cumplan con las caracteristicas necesarias para la
caracterizacion de materiales de referencia [142] y ninguno de estos se encuentra
normalizado. Esto resalta la necesidad de abordar esta brecha y desarrollar
procedimientos que sean confiables y exactos para el andlisis de suelos, especialmente
en relaciéon con la cuantificacion de extractos y la identificacion de posibles correlaciones
entre técnicas de medicion. Por otro lado, la validacion de los métodos es una actividad
que es crucial para el aseguramiento de la validez de los resultados en quimica analitica;
y através de esta, se demuestra la idoneidad de estos para cumplir con un objetivo definido
[143]. En este sentido, los métodos de medicion empleados para la evaluacién de
homogeneidad y estabilidad de los materiales de referencia se caracterizan principalmente
por tener una precision baja, comparada con la incertidumbre esperada para la
homogeneidad y estabilidad [144] [145]; convirtiendo a este pardmetro de validacion en el
mas importante de estudiar al momento de evaluar el desempefio de un método para este
fin [146].
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La precision del método toma gran importancia en la evaluacion de homogeneidad y el
estudio de estabilidad debido a que la variacién o la estabilidad del método pueden
enmascarar los cambios de los mensurandos entre unidades, dentro de las unidades o en
el tiempo, dificultando la identificacion propia de las variaciones asociadas a estos
fenébmenos [147]; por lo que, tanto el desarrollo de los métodos como su validacion deben
orientarse a la obtencion de la mejor precision analitica posible. Por otra parte, la seleccion
de las condiciones bajo las cuales se realiza la evaluacién de precisidén se establece en
concordancia con las condiciones planificadas para desarrollar los estudios de estabilidad;
por lo que, para un disefio isdcrono, es necesario conocer la precisién del método bajo
condiciones de repetibilidad; mientras que para un disefio clasico sera necesario evaluar

la precisién intermedia [144].

No obstante, otros pardmetros tales como selectividad, intervalo lineal e intervalo de
trabajo son importantes en la validacién de los métodos de este trabajo, si se tiene en
cuenta que otro propésito de estos consiste en la cuantificacion de extractos de diferentes
suelos para identificar y establecer posibles modelos que mejoren la comparabilidad de las
técnicas de medicién empleadas. El estudio de estos parametros de desempefio permite
determinar si el método es adecuado y asegurar que las mediciones son lo suficientemente
confiables [148].

En este contexto, el objetivo de este capitulo es presentar el desarrollo y la validacién de
procedimientos de medicién para el analisis de suelos, centrandose en la evaluacion de la
homogeneidad y estabilidad de los materiales de referencia. Se busca obtener métodos
los suficientemente precisos y confiables para lograr caracterizar los materiales de
referencia producidos posteriormente, asi como lograr establecer un estudio de

correlaciones entre diferentes técnicas de medicion.

2.2 Experimental

2.2.1 Seleccién de mensurandos

La seleccion de mensurandos que se trabajaron en este proyecto se efectué con base en
una consulta realizada a laboratorios de ensayo que prestan servicios de medicion para la

evaluacion de la fertilidad del suelo; para lo cual, en el afio 2020, el Instituto Nacional de
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Metrologia hizo un acercamiento al Comité No. 13 de Suelos del ICONTEC. Esto permitié
obtener un espacio en una de sus reuniones, en el cual el Instituto presentd su
misionalidad, la importancia de las herramientas metrolégicas y una encuesta cuyo objetivo
de aplicacion consistid en identificar el estado y necesidades relacionadas con las
capacidades de medicién de los laboratorios, mensurandos de interés, necesidades de
herramientas metrologicas y disposicion por parte de los laboratorios para participar en
actividades desarrolladas por el Instituto tales como ensayos de aptitud y estudios

colaborativos.

La encuesta en mencion fue denominada “Identificacion de necesidades relacionadas con
las capacidades de medicién de los laboratorios de suelos” y se aplicd de manera virtual,
a través de un formulario electrénico en el que se formulaban principalmente preguntas
abiertas que daban lugar a recibir comentarios de los laboratorios. Esta encuesta fue

compartida abiertamente a los laboratorios participantes del Comité de Suelos.

Dentro de las preguntas realizadas, se indago acerca de: (i) nutrientes considerados de
mayor importancia en la evaluacion de fertilidad del suelo, (ii) analisis en los que se cuenta
con mayor variedad de métodos solicitados por los clientes, (iii) analitos considerados por
el laboratorio como un “reto analitico” en cuanto a su dificultad en la medicion, (iv)
extractantes mas usados para la determinaciébn de nutrientes considerados como
importantes, (v) analitos que varian en mayor proporcién entre métodos. Estas preguntas
permitieron definir los analitos que fueron objeto de estudio en este proyecto, asi como los

extractantes que se emplearon en las respectivas determinaciones.

2.2.2 Instrumentos y equipos

Todas las preparaciones se realizaron de manera gravimétrica, empleando balanzas
analiticas con resolucién de 0,1 mg de la marca Mettler Toledo (XPE 204 y XPE 504).
Estas balanzas fueron calibradas por el Laboratorio de Masa del Instituto Nacional de

Metrologia de Colombia.

La medicion de cationes (hierro y cobre) se realiz6 mediante un plasma acoplado
inductivamente con detector de espectrometria de masas (ICP-MS) NexION 300D de la
marca Perkin Elmer. El equipo cuenta con un automuestreador AS-10 de la misma marca.

Se empled una camara ciclonica de cuarzo, nebulizador tipo Meinhard y sistema de conos
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de niquel. Con el fin de maximizar las sefiales de los iones y minimizar las interferencias
en la medicion, se optimiz6 previamente a las mediciones la posicion de la antorcha, el
flujo de gases y la potencia del plasma para lo cual se usé una disolucién de sintonizacion,
gue contiene In, Be, U, Ce en concentraciones cercanas a 1 ug/kg; obteniéndose como
condiciones para la generacion del plasma una potencia de 1300 W, con un flujo de Argén
de 13,6 L/min, un flujo de gas auxiliar de 1,325 L/min y un flujo de gas de nebulizacion de
0,81 L/min.

La medicion de aniones (sulfatos y cloruros) se realizé con un cromatdgrafo iénico capilar
(CI) Thermo Scientific Dionex ICS 5000+, el cual tiene una bomba isocratica Dionex ICS
5000+ DP-5, supresor en modo de recirculacién externo y un detector de conductividad
mantenido a una temperatura de 35 °C durante la medicién. La columna capilar empleada
fue Dionex lonPacTM AS19 Capilar (0,4 mm x 250 mm) mantenida a una temperatura de
30 °C; el flujo de la fase mavil correspondié a hidréxido de potasio (KOH) en un flujo de
0,01 mL/min. El volumen de inyeccion de las muestras fue de 0,4 L. La separacién
cromatogréfica se realiz6 mediante un gradiente de concentracion de eluente entre 15 mM
y 35 mM (Ver Tabla 2-1) y un tiempo total del método de 30 minutos. El software usado

para el manejo del sistema y de los datos fue Chromeleon 7.2 SR 4.

Tabla 2-1: Gradiente de KOH del método cromatografico para la medicion de aniones

Tiempo Concentracion de
(min) eluente (mM)
0 15
13 20
14 35
20 35
21 25

La medicion de fésforo disponible se realizo un espectrofotémetro UV-Visible Evolution 201
de la marca Thermo Scientific, el cual es manejado mediante el software INSIGHT 2. Estas

mediciones se realizaron a 890 nm.

La extraccion de los cationes disponibles se realiz6 en un agitador tipo Shaker, modelo

IST-3075 de la marca Lab Companion. Las mediciones de humedad del suelo se realizaron
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en un horno de la marca Binder, modelo ED 115-UL. La densidad de las disoluciones se
midié en un densimetro Anton Paar, modelo DMA 5000M.

El agua empleada para la preparaciéon de disolventes, extractantes y eluente de
cromatografia fue tratada por unidad de agua centralizada CENTRATM R/S200, la cual
trata el agua potable a través de la aplicacion de tecnologia de purificacion en linea. Una
vez se trata el agua, esta es suministrada por una unidad PURELAB Flex, en la cual es
irradiada con una lampara UV, tratada a través de un cartucho depurador y microfiltrada a
través de un filtro de 0,2 um, para producir agua Tipo |.

2.2.3 Reactivos

En la validacion de los métodos se emplearon las siguientes disoluciones calibrantes
certificadas por el Instituto Nacional de estandares y tecnologia de Estados Unidos (NIST,
de sus siglas en inglés): SRM 3126a para hierro, SRM 3114 para cobre, SRM 3113 para
sulfato, SRM 3186 para fosforo, SRM 999c para cloruros. Las disoluciones intermedias se

prepararon gravimétricamente acorde con las indicaciones de los certificados.

Los reactivos empleados para la extraccion de los nutrientes disponibles evaluados fueron
obtenidos de casas comerciales Panreac y Merck. Se emplearon &cidos de la marca
Merck, los cuales fueron subdestilados en las instalaciones del INM. Los estandares

internos empleados en la medicién fueron de la marca Merck.

2.2.4 Muestras

Para el desarrollo de los métodos se usaron tres suelos de origen natural los cuales fueron
suministrados por un laboratorio externo. Estos fueron identificados como arenoso,
arcilloso y limoso. Estas muestras fueron secadas a 40°C, molidas y tamizadas por un

tamiz de tamafio de poro de 2 mm obteniendo la fraccion de menor tamafio.

Por otro lado, para la validacion de los métodos de medicion de cationes y aniones
disponibles en suelos, se emplearon otras muestras de origen natural, suministradas
también por otro laboratorio externo. Estas muestras fueron secadas a 40 °C, molidas y
tamizadas a través de un tamiz de tamafio de poro de 1000 um. La caracterizacion fue

realizada por el mismo laboratorio, y algunas propiedades de estas muestras son: (i) pH
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entre 5,3 y 6,5; (ii) capacidad de intercambio catiénico (CIC) entre 14 meg/100 g de suelo
y 52 meqg/100 g de suelo, (iii) contenido de manganeso disponible entre 11 mg/kg y 19
mg/kg; (iv) concentracion de zinc disponible entre 11 mg/kg y 36 mg/kg; (v) concentracion
de sodio entre 60 mg/kg y 218 mg/kg; (vi) concentracion de potasio entre 450 mg/kg y 700
mg/kg; (vii) concentracion de magnesio entre 200 mg/kg y 500 mg/kg; y (viii) concentracion
de calcio entre 1500 mg/kg y 4450 mg/kg.

2.2.5 Metodologias analiticas y parametros de validacién

= Metodologias analiticas

Para la determinacion de hierro y cobre se aplic6 extraccién con DTPA acorde con los
lineamientos de la NTC 5526 [50]. Para lo cual, se tomaron aproximadamente 7 g de
muestra de suelo y se extrajeron con 14 g de disolucién de extractora preparada con
trietanolamina, DTPA y cloruro de calcio ajustada a un pH de 7,3; manteniendo una
relacion suelo:extractante de 1:2 (peso — volumen). Posteriormente, la mezcla se mantuvo
en agitacién durante 2 horas en un agitador tipo shaker a una velocidad de 200 rpm. Una
vez finalizado este tiempo que se control6 con crondmetro, se filtré la solucion con filtro de

jeringa de tamafio de poro de 0,22 pm.

En la determinacion de cloruros y sulfatos se empled como extractante agua desionizada,
manteniéndose un periodo de extraccion de 16 horas, acorde con la NTC 5402 [149] . Para
esta extraccién, se tomaron aproximadamente 5 g de suelo y se adicionaron 10 g de agua
desionizada. Luego se agité la solucibn manualmente y se mantuvo en reposo por un
tiempo de 16 horas contabilizadas por cronémetro. Finalizado este tiempo se procedi6 a

filtrar la solucion con filtro de jeringa de tamafio de poro de 0,22 pm.

Para la extraccion de fosforo se aplicd el método Bray Il, acorde con los lineamientos de
la norma NTC 5350 [150]; en la cual se pesaron aproximadamente 2,85 g de suelo y se
adicionaron 20 g de disolucién extractora Bray Il formada por acido clorhidrico y fluoruro
de amonio. Inmediatamente, cada mezcla se agité a 230 rpm en agitador tipo shaker
durante 40 segundos controlados con cronometro. Una vez finalizado este tiempo, se
procedio a filtrar en papel de filtro por gravedad. Para la cuantificacion de los extractos por
espectrofotometria se realizé el desarrollo de color mediante el método empleando como
reductor acido ascorbico, en cual se tomaron 1 g del extracto y 9 g de la solucién de trabajo,

compuesta por molibdato de amonio tetrahidratado, tartrato de antimonio y potasio, acido
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sulfarico y acido ascorbico. La mezcla de reaccion se agité manualmente y se mantuvo en

la oscuridad durante 20 minutos, para posteriormente ser medida a 890 nm.

Las mediciones para cuantificacion fueron corregidas por la humedad del suelo (pW), la
cual fue determinada con base en los lineamientos de la norma NTC 6230 [151]. Para esto
se pesaron 10 g de suelo en cpsulas previamente taradas y se llevaron a un horno
manteniéndose a 105 °C durante 15 horas. Una vez finalizado este tiempo, las capsulas
se mantuvieron en un desecador hasta que alcanzaron temperatura ambiente y

posteriormente fueron pesadas en una balanza analitica.

= Optimizacién instrumental y optimizacion de los métodos de extraccion

En busca de desarrollar métodos que se caracterizaran por tener una baja precision,
adecuada para el uso previsto, se realizo6 tanto la optimizacion instrumental de las técnicas
analiticas empleadas como la optimizacién de los métodos de extraccion; principalmente
en aquellas condiciones en las que las normas NTC no presentan la selectividad necesaria
para la implementacién de las metodologias.

Para la optimizacion instrumental se emplearon disoluciones calibrantes y extractos de
muestras naturales, obtenidos acorde con los procedimientos descritos anteriormente.
Entre tanto, la optimizacion de la extraccion fue llevada a cabo mediante la variacion de
diferentes condiciones sobre la extraccién de muestras de suelo de origen natural cuya

homogeneidad no se encontraba caracterizada.

» Parametros de validacion
En la validacién de los métodos se evaluaron los siguientes parametros de desempefio: (i)

selectividad, (ii) linealidad, (iii) precisién bajo condiciones de repetibilidad y, (iv) veracidad.

La selectividad de los métodos fue evaluada mediante la medicion de blancos de reactivos.
Para Cromatografia i6nica se evalu6 que el perfil cromatografico del blanco no presentara
alguna sefal asociada a los analitos de interés que correspondian a los aniones sulfatos y
cloruros, y posibles estandares internos fluoruro o bromuro. Para las técnicas de ICP-MS
y espectrofometria se evallo la relacién sefal/ruido de los blancos y una disolucion de

concentracion cercana al minimo punto de evaluacion de linealidad.

La linealidad se evaliuo mediante la preparacion gravimétrica de disoluciones calibrantes

en agua desionizada o acido nitrico al 1%, segun correspondiera; en los siguientes
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intervalos de concentracion: (i) para hierro, entre 1,0 pg/kg y 100 pg/kg; (ii) para cobre,
entre 1,0 pg/kg y 40,0 pg/kg; (iii) para sulfatos, entre 0,6 mg/kg y 2,5 mg/kg; (iv) para
cloruros, entre 0,5 mg/kg y 2,0 mg/kg; y (v) para fésforo, entre 0,5 mg/kg y 15 mg/kg. Por
cada analito se prepararon 10 niveles de concentracion separados de manera equidistante,
realizando 7 réplicas medicion para cada nivel. Las mediciones se realizaron mediante un
disefio completamente al azar. Los resultados fueron evaluados mediante andlisis de
varianza para la regresion y pruebas t-student para evaluar la significancia de la pendiente

y del intercepto.

La precision bajo condiciones de repetibilidad fue evaluada mediante la extraccion,
medicion y cuantificacion de tres muestras en niveles de concentracion diferentes, que
cubren los niveles méximo y minimo del intervalo de trabajo y un punto intermedio. La
cuantificacién se realiz6 mediante la aplicaciéon del modelo de adicién patrén de un punto
[152] [153]. Por cada muestra se tomaron cinco submuestras las cuales fueron extraidas y
cuantificadas de manera independiente, aplicando un disefio completamente al azar. Los

resultados fueron expresados como coeficiente de variacion (% CV).

La veracidad de los métodos se evalio como porcentaje de recuperacion (% R), debido a
gue no se contd con materiales de referencia certificados para expresar este parametro
como sesgo. Para la evaluacion de la veracidad se emple6 el item 879 proveniente de los
ensayos de aptitud organizados por la Universidad de Wageningen con el programa
WEPAL (Wageningen evaluating programmes for analytical laboratories), en el que se
tomé como valor de referencia el resultado promedio de las mediciones de los
participantes, los cuales reportan en los respectivos informes de los ensayos con la

respectiva incertidumbre.

2.3 Resultados

2.3.1 Seleccion de mensurandos

En la encuesta “ldentificacion de necesidades relacionadas con las capacidades de
medicion de los laboratorios de suelos” se conté con la participacion de 23 laboratorios del
sector publico y privado, participantes del Comité Técnico No. 13 del ICONTEC o de la

Sociedad Colombiana de la Ciencia del Suelo [69].
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Los resultados de la pregunta en la que se les solicitaba identificar los nutrientes en los
cuales los usuarios de los servicios solicitan diferentes métodos de andlisis, son
presentados en la Figura 2-1; en la cual se identifica que el fésforo y los micronutrientes
son los analitos donde varian los métodos de medicién segun solicitud de los usuarios.

Figura 2-1: Resultados a la pregunta de los nutrientes donde los usuarios solicitan

diferentes métodos de analisis

Bases intercambiables 19,0%

Boro 9,5%

Micronutrientes 28,5%

57,1%
Fosforo

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Por otro lado, los resultados obtenidos en la pregunta relacionada con mencionar los
nutrientes que se consideraban un reto analitico se presentan en la Figura 2-2; donde se
evidencié que el 40,9 % indicd que la determinacién de fosforo representa un reto en la
medicion, seguido de bases intercambiables. Asi mismo, también se solicitd que indicaran
los extractantes mas usados para estos nutrientes (Ver Figura 2-2 derecha), dentro de los
cuales mencionaron Bray |l para fésforo, DTPA para micronutrientes y acetato de amonio

para bases intercambiables.

Figura 2-2: Resultados de la identificacion de nutrientes definidos como “reto analitico”

(izq) y extractos mas usados para estos (der)



Capitulo 2 43

Micronutrientes - 9,1%

Acetato de
0,
Cloruros - 9,1%

Nitrato y amonio - 9,1%
DTPA - 30,40%

36,4%
Bray I 52,20%

0% 20% 40% 60%

Bases intercambiables

0,00% 50,00% 100,00%

En cuanto a la pregunta de qué analitos varian en mayor proporcion entre los diferentes
métodos, el 50 % de los laboratorios indicé como nutriente de mayor variacién el fésforo
(Ver Figura 2-3), y el 45 % sefialé que los micronutrientes dentro de los cuales el 30 %

menciono al hierro y el 25 % al cobre.

Figura 2-3:  Analitos con mayor variacion entre los diferentes métodos.

Otros (CIC, B, Bases intercambiables, C organico) 25%

Azufre 25%

Micronutrientes 45%

Fésforo 50%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

En este contexto, de acuerdo con los resultados de la encuesta se definié dirigir este
proyecto a la determinacion de fosforo, azufre, hierro y cobre disponibles en suelos,
empleando los sistemas de extracciéon Bray Il, agua desionizada, DTPA respectivamente.

Por su parte, aunque cloruro sélo se mencion6 en una de las respuestas, considerando
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gue en la medicién de sulfatos por cromatografia ionica capilar (Cl) podria ser evaluado,

se incluy6 en el estudio.

2.3.2 Optimizacion instrumental

Una vez definidos los mensurandos, y con el fin de garantizar la mejor precisién de los
métodos, se procedié al desarrollo de estos, para lo cual se realizé una optimizacion
instrumental. Con base en el uso previsto de estos métodos mencionado anteriormente,
se estableci6 como criterio de aceptacion la menor variacibn bajo condiciones de

repetibilidad para cada uno de los parametros estudiados.

A continuacion, se presentan los resultados de la optimizacién instrumental para cada una

de las técnicas analiticas aplicadas.

» Medicién de Hierro y Cobre por ICP-MS

La mediciéon de estos elementos se realiz6 por la técnica analitica Plasma acoplado
inductivamente con deteccion por espectrometria de masas; para lo cual fue necesario
optimizar el pardmetro tiempo de permanencia (dwell time en inglés), el cual corresponde
al tiempo que el instrumento emplea en la adquisicion de datos de cada una de las
relaciones masas seleccionadas. El tiempo de permanencia se mide en milisegundos (ms)
y €s un parametro critico en la optimizacion de los métodos por ICP-MS debido a que
afecta la frecuencia de adquisicion de datos de cada masa por lo que incluye finalmente

en la precision del método [154].

Para la optimizacion del dwell time, se emple6 una disolucion de hierro y cobre de
concentracion aproximada de 30 pg/kg y 15 pg/kg, respectivamente. Los tiempos
evaluados correspondieron a 5 ms, 10 ms y 15 ms; y el criterio de seleccién se establecio
en el tiempo donde se obtiene una menor variacion en 10 réplicas de medicién. Los

resultados se presentan en la Figura 2-4.

Figura 2-4:  Variacion obtenida en la optimizacion del dwell time para la medicion de Fe
(izq) y Cu (der) por ICP-MS
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Con base en los resultados de optimizacion del dwell time, se definié este pardmetro en
10 ms para los dos elementos, ya que se obtuvieron variaciones inferiores a 1,50% para
hierro y 0,4 % para cobre, en los dos isotopos evaluados.

En cuanto a pardmetros asociados con la posicidn de la antorcha, flujo del nebulizador,
potencia del plasma, voltajes de deflexion, voltajes del detector, entre otros, fueron
optimizados previo a cada medicion mediante el uso de una disolucién multielemental de

In, Be, U, Ce en concentraciones cercanas a 1 pg/kg.

Por otro lado, con el objetivo de corregir la inestabilidad instrumental, deriva e
interferencias no espectrales; y asimismo aumentar la precision de las mediciones, se
considero el uso de un estandar interno que se adicioné a los extractos de medicion [155].
En ICP-MS es recomendable que el estandar interno tenga una masa cercana a los

elementos a medir; por lo que se evalio Germanio con los isotopos 72 y 74, para este fin.

Asi mismo, se evallo la precision instrumental de la técnica, para lo cual se realizaron 10
mediciones de un mismo extracto, diluido a concentraciones aproximadas de 10 ug/kg para
cobre y 40 ug/kg para hierro. La precision instrumental obtenida para cobre fue de 0,71 %;
mientras que para hierro la precision fue de 0,96 %.

» Medicién de Sulfato, Cloruro y Fésforo por Cromatografia I6nica

El desarrollo del método de separacion para la medicién de aniones por cromatografia
iGnica se centrd en los aniones cloruro, sulfato y fosfato; pero considerando que por esta
técnica se puede usar un estandar interno que corrija efectos de inyeccién y deriva
instrumental que afectan la precisién, se incluy6 en el método los aniones fluoruro; por lo
que el desarrollo inicialmente se orientd a la separacion de estos aniones. Este estudio

inicio con la inyeccion de una mezcla multicomponente de aniones, preparada en agua tipo
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I, la cual fue eluida en modo isocratico a 30 mM de hidréxido de potasio. A partir de estos
resultados, se realizaron varias mediciones aplicando diferentes gradientes entre 10 mM y
35 mM de eluente, hasta obtener una apropiada separacion de las sefales.

En la Figura 2-5 se presenta el cromatograma obtenido para la separacion de la mezcla
de aniones mencionados. En este perfil cromatografico, las sefiales presentan una
resolucion mayor a 1,5 por lo cual se puede establecer el método permite distinguir cada

analito de manera clara e independiente.

Figura 2-5:  Perfil cromatografico obtenido inicialmente para la separacion de aniones
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Una vez se determiné un gradiente para la separacion, se procedié a la inyeccién de tres
extractos de suelo, los cuales fueron obtenidos mediante extracciébn con agua de las
muestras empleadas en el desarrollo de los métodos, que corresponden a suelos

arenosos, arcillosos y limosos. (Ver Figura 2-6).

Figura 2-6:  Perfiles cromatograficos de los extractos de los suelos (i) arenoso (i) limoso

y (iii) arcilloso
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En los perfiles cromatograficos de los suelos se observa que, en el tiempo de retencion del
fluoruro, se encuentran unas sefiales que pueden interferir con este elemento para ser
usado como estandar interno, si se tiene en cuenta que estas interferencias pueden variar
de muestra a muestra. Por lo anterior, se descarto el uso de fluoruro como estandar interno,
y se incluyé al anion bromuro para este fin. Con la inclusiéon de este anién, se realizd
nuevamente la optimizacién de la separacién de los aniones fluoruro, cloruro, sulfato,
bromuro y fosfato; llegando al gradiente presentado en la Tabla 2-1. En la Figura 2-7 se
observa el perfil cromatogréafico obtenido para la mezcla multicomponente, preparada en
agua tipo |, con la inclusion del anién bromuro y el cambio del gradiente del método de

medicion.

Figura 2-7:  Perfil cromatogréfico de la mezcla de aniones (calibrantes) obtenido con la

optimizacion del método instrumental
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Una vez se establecié el gradiente de separacion y el estdndar interno, se evallo la
precision instrumental para los aniones sulfato y cloruro mediante la inyeccién por
quintuplicado de un mismo extracto de suelo, diluido a una concentracién aproximada de
1,5 mg/kg para sulfatos y 1,0 mg/kg para cloruro. La variacion instrumental obtenida
correspondi6 a 1,07 % para sulfatos y 1,22 % para cloruro, correspondiendo estos datos a

la precision instrumental de la técnica.
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Por otro lado, se observo que, ademas de la interferencia de la sefial del aniéon fluoruro, no
se detectd la presencia del anion fosfato en los perfiles obtenidos. Este fenomeno puede
atribuirse a un efecto matriz causado por la presencia de iones divalentes y trivalentes,
como hierro (I11), aluminio (l11), calcio (Il), magnesio (ll), zinc (Il) y cobre (ll) en el extracto.
Estos iones pueden formar complejos solubles con las especies de fosforo, lo que
disminuye considerablemente la intensidad de la sefial cromatografica y dificulta su
deteccién en comparacién con el método de coloracién de azul de molibdeno [156] [157].
Por otra parte, dado que la extraccion con agua del fosforo disponible no es adecuada para
su cuantificacién, se optd por inyectar un extracto de suelo obtenido mediante extraccion
con Bray Il (Ver Figura 2-8), aunque es importante mencionar que en este punto el método
aln no estaba optimizado. La extraccion con agua se realizé como parte del desarrollo del
método cuya aplicacidn corresponde a la evaluacién de homogeneidad y estabilidad del
candidato a MR.

Figura 2-8:  Perfil cromatogréfico del extracto Bray Il para una muestra de suelo
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En el perfil cromatografico de la Figura 2-8, no se observa ninguna sefial relacionada que
pueda ser asociada al anion fosfato. No obstante, considerando la influencia de iones
divalentes y trivalentes en la determinacién de fosfato por cromatografia idnica, se
considero la adicion de EDTA para acomplejar estos iones y liberar el fosfato; pero el perfil
cromatogréafico del EDTA (Ver Figura 2-9) solapa la sefal del anién, impidiendo su

cuantificacion.
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Figura 2-9:  Perfil cromatografico de una muestra de EDTA en concentracion de 10 mM
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De acuerdo con estas observaciones, y teniendo en cuenta que (i) la determinacion de
fésforo por colorimetria ha sido ampliamente aplicada en la medicion de suelos; vy (ii) que
estas interferencias son minimizadas debido a que el medio 4cido de reaccién para la
formacion del complejo coloreado facilita la hidrélisis de los complejos solubles que pueden
formarse en la extraccion y que dificultan la cuantificacién por cromatografia ibnica; se optd
por cambiar de técnica para la medicion de fosforo disponible por espectrofotometria para

la caracterizacion del candidato a material de referencia.

= Medicién de Fdésforo por Espectrofotometria

El método de medicién por espectrofotometria se desarroll6 siguiendo los lineamientos de
la norma NTC 5350 [150], empleando una mezcla de disoluciones de molibdato de amonio,
tartrato de amonio y potasio y acido ascérbico. Para establecer la longitud de onda de
mayor absorbancia y en la cual se realiza la medicién, se desarroll6 color a un extracto de
fésforo y se realizé un barrido espectral entre las longitudes de onda de 600 nm a 1100
nm, identificandose la longitud de onda de 890 nm como la de mayor absorbancia (Ver
Figura 2-10).

Figura 2-10: Barrido espectral del complejo de molibdeno obtenido para la cuantificacion

de Fésforo



Capitulo 2 51

barrido-mita concantradal
barrido-mia concantrada2
barrido-mia concentrada

299, 0894 46

El
by
o

el

o
thetknmnd BTA s

2

ey

K
Tt

0.6

0,4

70870 nm, 02

0.2

T T T T T T T T T
600 650 700 750 80O 850 900 950 1000 1050
Longilud de onda (nm)

Una vez establecida la longitud de onda de mayor absorcion del complejo azul, se realizé
la dilucién y medicién, por quintuplicado, de un extracto de suelo el cual fue diluido a una
concentracion aproximada de 1,5 mg/kg. La variacién instrumental obtenida en la medicién
correspondi6 a 0,74 %.

2.3.3 Optimizacion de los métodos de extraccion

Considerando que (i) las normas NTC no son especificas en la informacion dada para el
desarrollo de algunas actividades del proceso extraccion; (i) de acuerdo con el uso
previsto de los métodos, es necesario asegurar la mejor precision de estos; y (iii)
pardmetros tales como el tiempo y velocidad de agitacion, relacion suelo: extractante son
considerados como criticos en la aplicacién del método [158], se realizé el estudio de
algunas variables de los métodos de extraccion para obtener las condiciones bajo las
cuales los resultados de mediciébn se obtuvieran con la menor variaciéon posible. A

continuacion, se presentan los resultados obtenidos en cada uno de estos estudios.

= Esquema gravimétrico

De manera general, las normas NTC empleadas para la medicion de los mensurandos
definidos en este proyecto describen dentro de sus actividades operaciones gravimétricas
y volumétricas, en las cuales se toman masas de muestras, pero los extractantes y
diluciones se realizan se manera volumétrica. Considerando que, los métodos de medicién
deberian tener una menor incertidumbre, acorde con el uso previsto, se propuso la
aplicacion de un esquema gravimétrico en el desarrollo de la extraccion y medicion de los
suelos, de tal manera que se obtenga una menor incertidumbre en comparacion con el uso

de material volumétrico.
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En la Tabla 2-2 se comparan las incertidumbres obtenidas para una extraccion y dilucién
gravimétrica frente a una volumétrica, tomando como ejemplo en la simulacién la
extraccion de 7 g de suelo con 14 g o 14 mL de solucidn extractora, y una dilucion en factor
de 50 realizada de manera gravimétrica y volumétrica. Para las operaciones gravimétricas
se asumio6 el uso de una balanza analitica de resolucion de 0,1 mg; mientras que el material
volumetrico se tomé como material de vidrio aforado clase A y dispensador digital de

resolucion 0,01 mL.

Tabla 2-2:

material volumeétrico y gravimetria.

Comparacion de los aportes a la incertidumbre de medicién entre el uso de

ESQUEMA GRAVIMETRICO ESQUEMA VOLUMETRICO
Incertidumbre Incertidumbre
Fuente Valor ) Fuente Valor ]
estandar (%) estandar (%)
Masa de Masa de
709 0,002 7049 0,002
suelo suelo
Masa de Volumen de
14,09 0,001 14 mL 0,20
extractante extractante
Alicuota Alicuota
o 0,59 0,026 o 1mL 0,90
dilucién dilucién
. Volumen
Masa final 25,09 0,001 _ 50¢g 0,16
final
Incertidumbre Incertidumbre
_ 0,026 % _ 0,94 %
combinada (%) combinada (%)

Como se observa en la Tabla 2-2, la incertidumbre combinada de la gravimetria es 36
veces menor que la incertidumbre volumétrica; lo que demuestra que las operaciones
gravimétricas tienen un bajo aporte en la incertidumbre de medicion; por lo que, para estos
fines resulta mas apropiada su aplicacién. Por otro lado, es importante resaltar que, para
mantener las relaciones sugeridas por las normas en cuanto a muestra:extractante se

midio la densidad de las respectivas soluciones para realizar los ajustes necesarios.

= Extraccion con solucién de DTPA de Hierro y Cobre disponible en suelo
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Para el desarrollo del método de extraccion de hierro y cobre, se realiz6 la optimizacion de
la masa de muestra a tomar y la velocidad de agitacién, con el fin de identificar las
condiciones que presentaran la mejor precision. En la Figura 2-11 se presentan las

variaciones obtenidas en el estudio de la masa de suelo y en la velocidad de agitacion.

Figura 2-11: Resultados de optimizacion de masa de suelo (izq) y velocidad de agitacion
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Con base en los resultados obtenidos (ver Figura 2-11) se evidencia que la masa donde
se observé una menor variacién correspondié a 7 g; mientras que la mejor precisién para

la velocidad de agitacion se obtuvo a 200 rpm; por lo que bajo estas condiciones se realizé
la validacion del método.

Por otro lado, con el objetivo de evaluar la necesidad de aplicar alguna correccién a la
masa de extractante tomada para mantener la relacion 1:2 peso:peso, se midi6 la densidad
de la disolucion de DTPA a 20 °C y 25 °C, obteniéndose como resultados una densidad de
1,003399 g/mL +/- 0,000010 g/mL y 1,002200 g/mL+/- 0,000010 g/mL, respectivamente. A
partir de esta densidad, se establecidé que no se aplicaria alguna correccién a la masa de

extractante tomada, ya que la correccion estaria alrededor de los miligramos.

= Extraccion con agua de sulfato y cloruro disponible en suelo

Teniendo en cuenta que uno de los usos previstos para estos meétodos es realizar la
evaluacion de homogeneidad y estabilidad del suelo, se determind como relacion
suelo:extractante 1:2 (peso:peso) con el fin de mantener un error sistemético en las
extracciones, ya que la extraccidbn mediante pasta saturada, como lo sugiere la norma,
puede generar errores aleatorios que afectan la determinacion; al ser un proceso subjetivo

para el operador. Con base en esto, la optimizacion correspondio a evaluar la cantidad de
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masa de suelo a extraer. En la Figura 2-12: Resultados de la optimizacion de masa
de suelo para la medicién de sulfatos y clorurosFigura 2-12 se presentan los resultados
de las variaciones obtenidas en la extraccion de diferentes masas.

Figura 2-12: Resultados de la optimizacion de masa de suelo para la medicion de sulfatos
y cloruros
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Con base en el estudio de masa de suelo, se seleccioné la masa de 5 g para realizar las
extracciones de suelo para la validacién de aniones disponibles.

= Extracciéon con extractante Bray Il de fésforo disponible en suelo

Para la extraccion de fosforo por Bray Il, se optimiz6 la velocidad de agitacion; para lo cual
se estudio la variacion a 190 rpm, 210 rpm y 230 rpm. Los resultados se presentan en la
Figura 2-13. Las variaciones presentadas en cada estudio corresponden a un numero de
muestras igual a 5. De acuerdo con las variaciones obtenidas en los ensayos realizados,
la menor variacion se obtuvo con una agitacion de 230 rpm; por lo que se tomé esta

velocidad para la agitacion y extraccion de las muestras.

Figura 2-13: Resultados de la optimizacién de velocidad de agitacion para la extraccion
de fésforo por Bray I
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Adicionalmente, se midi6 la densidad de la disolucién de la disolucion extractante Bray Il
obteniéndose como resultado una densidad de 0,999942 g/mL +/- 0,000010 g/mL a 20 °C.
A partir de esta densidad, se establecié que no se aplicaria alguna correccién a la masa

de extractante tomada, ya que la correccion estaria alrededor de los miligramos.

2.3.4 Validacion de los métodos de medicién

Posteriormente al desarrollo de los métodos de medicion, se realiz6 la validacion para
evaluar el desempefio de estos y, a través de evidencia objetiva, determinar si son aptos
para la caracterizacion de los materiales de referencia. En este sentido, se procedio a
evaluar selectividad, linealidad, precisién bajo condiciones de repetibilidad y veracidad.

Parametros tales como limite de cuantificacién y deteccidn, robustez y precisién bajo
condiciones de precision intermedia no fueron evaluados, debido que (i) los analitos de
estudio se encuentran en concentraciones altas, asegurando su presencia en la matriz; y,
(i) los parametros de los métodos que pudieran generar variacion, tales como velocidad
de extraccion, y tiempos de extraccion se mantuvieron bajo estricto control. Por otro lado,
para asegurar que el efecto matriz no influyera en los resultados de medicion, se opt6 por
realizar la cuantificacion mediante la aplicacion de adicion patron de un punto [159], en la
cual el nivel sin fortificar y el nivel fortificado son sometidos a dilucion, logrando a su vez la

dilucién de la matriz.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en la evaluacién de cada uno de

estos parametros de desempefio.

= Selectividad
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La selectividad para la medicién de aniones se evalud a través de la medicién de agua
desionizada, con el objetivo de identificar si esta contenia los aniones de interés,
principalmente el anién cloruro. La Figura 2-14 presenta el perfil cromatografico obtenido
en la inyeccion de agua desionizada; y en la cual se puede evidenciar que no se observa
alguna sefial distinguible diferente al ruido cromatogréfico y que fuera identificable para el
mismo equipo. Al compararse con el cromatograma de la Figura 2-5 se observa una
diferencia clara entre la sefial del blanco y las sefiales obtenidas en la medicién de una

solucién con los aniones de interés.

Figura 2-14: Perfil cromatografico de agua desionizada (n=5)
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Como parte de las actividades de control de calidad, se tomaba previamente el volumen
necesario de agua desionizada para la preparacion y se realizaba una medicion
correspondiente. Esto se hacia con el fin de asegurar que el agua desionizada no contenia
ningln anién que se estuviera evaluando, ya que se sabia que la calidad de este tipo de

agua podia variar con el tiempo.

Por otro lado, para la mediciéon de hierro y cobre por la técnica ICP-MS y fésforo por
espectrofotometria, la selectividad de los métodos se evallo a partir de la relacion

sefal/ruido, la cual es presentada en la Tabla 2-3.

Tabla 2-3: Resultados de la evaluacion de selectividad para los analitos hierro, cobre y

fosforo
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Seial del . Concentracion y
_ o o Sefial del _ Relacion
Analito | Técnica analitica blanco _ del nivel de
nivel (n=5) . S/R
(n=5) comparacion
Hierro
5650,3 175413 cps 31
Fe 54
: ICP-MS 3,26 pg/kg
Hierro
904,7 47915 cps 53
Fe 57
Cobre
229,6 101120 cps 440
Cu 65
ICP-MS 1,20 pg/kg
Cobre
437,2 176667 cps 404
Cu 63
Fosforo | Espectrofotometria 0,001 0,065 UAbs 1,0 mg/kg 65

Estos resultados permiten concluir que, para todos los analitos evaluados, la relacion
sefial/ruido se mantiene por encima de 30; por lo que los métodos empleados son
selectivos, al diferenciarse claramente la sefal propia del analito.

» Linealidad

Para cada uno de los analitos se determiné el intervalo lineal segun la técnica analitica.
Los resultados obtenidos fueron estadisticamente evaluados aplicando un modelo de
regresion por minimos cuadrados ordinarios (y = mx + b) para lo cual se aplico el andlisis
de regresion. En la Figura 2-15, se presentan las curvas de regresion obtenidas. La
concentracion para los analitos estudiados se presenta como unidad de masa del analito
(Mg 0 mg) por unidad de masa del disolvente; teniendo en cuenta que las preparaciones
de los calibrantes se realiza de manera gravimétrica. Entretanto, en la Tabla 2-4 se
presentan los resultados de la evaluacion estadistica de linealidad realizado a través del

ANOVA de regresion con un nivel de confianza del 95%.

Figura 2-15: Regresion lineal obtenida para (a) hierro, (b) cobre, (c) sulfatos, (d) cloruros,

y (e) fésforo
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Tabla 2-4: Resultados de la evaluacion estadistica de linealidad e intervalo lineal
Parametros Analitos
de linealidad Hierro Cobre Sulfatos Cloruros Fosforo
0,91 pg/kg | 0,66 mg/kg | 0,49 mg/kg | 1,00 mg/kg
Intervalo 1,00 ng/kg a
) a 19.48 az2,32 all2 allos
lineal 100 ng/kg
ug/kg mg/kg mg/kg mg/kg
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Coeficiente de
determinacioén 0,9983 0,9998 9,9992 0,9951 0,9998
(R?)

Valor-p para

_ 8,80 x 101* | 1,03x10* | 6,02x 10 | 1,09 x 10°*° | 3,85 x 101
la pendiente

Valor-p para
_ 4,73x10* | 1,57x107 | 2,49x10° 0,00521 0,4762
el intercepto

Valor-p
ANOVA de 4,00 x 10% | 1,03x10* | 1,66x 10* | 1,09 x 10% | 8,28 x 10

regresion

Valor -p falta
0,079 0,183 0,274 0,687 0,588

de ajuste

Para todos los analitos evaluados, se evidencia que los intervalos lineales se ajustan al
modelo lineal, con un nivel de confianza del 95 %. Asimismo, también se evallo la falta de
ajuste al modelo, identificAndose que para ningln analito se presenté desvio en la
linealidad. Como resultado de la aplicacion del estadistico t-student para evaluar la
significancia de la pendiente y del intercepto, se encontré que, para todos los analitos, la
pendiente es significativamente diferente de cero; mientras que el intercepto es
significativamente diferente de cero para la medicion de hierro, cobre, sulfatos y cloruros
al obtenerse un valor-p menor a 0,05; lo que implica que, para cuantificaciones por curva

de calibracidon externa, es necesario considerar este parametro en el modelo lineal.

* Precision bajo condiciones de repetibilidad

Como se menciond previamente, debido a que los estudios de homogeneidad y estabilidad
en materiales de referencia, usualmente se efectian bajo condiciones de repetibilidad, la
precisibn se evalio sélo bajo estas condiciones. Para evaluar este parametro de
desempefio, se emplearon tres niveles de concentracion (Ver Tabla 2-5) y se establecié
como criterio de aceptacion una variacion, expresada como coeficiente de variacion (%
CV), menor igual al 5 %. Este criterio se establecid teniendo en cuenta que, la variacion
reportada por algunos autores y en ensayos interlaboratorio esta cercana al 20 % [160]-
[163], por lo que al establecer una correspondencia con resultados bajo condiciones de

repetibilidad se podria asumir la variacion del 20 % dividida entre 2 [164]; por lo que el
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valor de referencia seria el 10 %. Si se tiene en cuenta que estos métodos son
desarrollados para evaluar la homogeneidad y estabilidad de un candidato a material de
referencia, en donde es relevante identificar variaciones debidas a otros factores externos
no asociados al método de medicion [14], es importante establecer un criterio mas riguroso
en la evaluacion de la precision. En este sentido, el criterio establecido para la evaluar la
precision bajo condiciones de repetibilidad corresponde a la cuarta parte de la variacion

intralaboratorio, correspondiente a 5 %.

Tabla 2-5: Niveles de concentracion de las muestras en la evaluacion de precision

_ Niveles de concentracién (mg/kg)
Analito i . -
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

Hierro 16,5 64,3 164
Cobre 0,95 1,98 6,92
Sulfato 138 1963 3209
Cloruro 49,9 111 164
Fésforo 3,95 133 2264

Considerando que es necesario que en la validacion se tengan a disposiciébn muestras
homogéneas, de tal manera que, en la evaluacién de precision, la variacion obtenida sea
Unicamente atribuida al método [165], [166] ; y dado que para esta validacion se
emplearon muestras de suelo natural suministradas por un laboratorio externo cuya
homogeneidad no es asegurada; la precision se evallo aplicando ANOVA de una via a los
resultados obtenidos con el fin de descomponer la varianza asociada a la heterogeneidad
de la muestra y a la varianza del método de medicidn, siendo este Gltimo el parametro que
se requiere conocer en esta etapa. En la Figura 2-16 se presentan los resultados de
precision para cada uno de los analitos evaluados, teniendo en cuenta que esta

corresponde a la precision del método independientemente de la concentracion.

Figura 2-16: Resultados de precision bajo condiciones de repetibilidad
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Como se observa en la Figura 2-16, para todos los analitos, la precision bajo condiciones
de repetibilidad, expresada como coeficiente de variaciéon (CV), cumple con el requisito
establecido, ya que la variacion se encuentra por debajo del 5 %.

= Veracidad

Para hierro, cobre, y fosforo, la evaluacion se veracidad se realizé mediante el porcentaje
de recuperacion (% R), tomando como criterio de aceptacion una recuperacién mayor o
igual al 90% [163]. En la Tabla 2-6 se presentan los resultados obtenidos para la
evaluacion de veracidad.

Tabla 2-6: Resultados obtenidos para la evaluacion de veracidad
Valor de Incertidumbre Concentracion
Analito referencia reportada obtenida promedio
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (n=3)
Hierro 59,6 6,14 62,4
Cobre 3,78 0,235 3,60
Fosforo 30,0 7,45 27,5

La recuperacion obtenida para hierro correspondié a 95,30 %; mientras que para cobre la
recuperacion fue de 95,24 % y; para fosforo, fue de 90,91%; por lo cual se puede establecer
gue los resultados obtenidos cumplen con el criterio de aceptacion establecido. Asi mismo,
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la concentracion obtenida se encuentra dentro de la incertidumbre reportada por lo permite

confirmar la veracidad de estos métodos.

Por otra parte, cabe mencionar que para sulfatos y cloruros no se tuvo acceso a una
muestra que pudiera ser empleada para evaluar la veracidad del método por lo que este
parametro no fue evaluado, dado que las muestras utilizadas para evaluar la recuperacion

de hierro, cobre y fésforo no reportan para sulfatos y cloruros.

» |ncertidumbre de los métodos

La incertidumbre de se estimé acorde con los lineamentos de la Guia para estimacion de
la incertidumbre de medicién (GUM por sus siglas en inglés) [167]. Como se observa en la
Figura 2-17 se observa que las operaciones gravimétricas presentan poco aporte a la
incertidumbre, mientras que el mayor aporte a la incertidumbre lo tiene la calibraciéon y la

precision de los métodos.

Figura 2-17: Presupuesto de incertidumbre de los métodos de medicion validados
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Calibracion analitica Precision Calibracion analitica = Precision
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Sulfato Cloruro
= Masa de Suelo = Extractante = Masa de Suelo = Extractante
= Alicuota = Masa = Alicuota = Masa
= Calibracién analitica = Precision = Calibracién analitica = Precision
Foésforo

= Masa de Suelo = Extractante = Alicuota = Masa = Calibracion analitica = Precision

» Intervalo de trabajo e incertidumbre
Con base en los resultados obtenidos y en las muestras analizadas, en la Tabla 2-7 se
presenta el intervalo de trabajo definido para cada mensurando, con su respectiva técnica

analitica.
Tabla 2-7: Intervalo de trabajo para los mensurandos evaluados
i INCERTIDUMBRE
TECNICA INTERVALO DE
MENSURANDO i COMBINADA
ANALITICA TRABAJO
RELATIVA
Hierro disponible en
. 16,5mg/kga
suelos mediante ICP-MS 4,26%
y 164 mg / kg
extraccion con DTPA
Cobre disponible en
. 0,95 mg/kg a 6,92
suelos mediante ICP-MS 4.42%
_ mg/kg
extraccion con DTPA
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Azufre disponible en

45 mg / kg a 1047

: mg / kg
suelos mediante )
y Cromatografia 138 mg / kg a
extraccion con agua o 5,41%
o y iGnica 3209 mg / kg
desionizada en relacion
(expresado como
1:2 (suelo: extractante) y
anién Sulfato)
Fésforo disponible en
suelos mediante el
método Bray Il y
cuantificacién por ] 3,95mg/kga
_ ) ] Espectrofotometria 2,53%
colorimetria a través del 2264 mg / kg
complejo
fosfomolibdato de
amonio
Cloruros disponibles en
suelos extraido
mediante extraccion Cromatografia 49,9 mg/ kg a £ 189
, (]
con agua desionizada iGnica 164 mg/ kg

en relacion 1:2 (suelo:

extractante)

En conclusién, los métodos desarrollados y validados en este estudio demuestran ser

apropiados para su implementacién en los estudios de homogeneidad, evaluacion de

estabilidad y caracterizacién de candidatos a materiales de referencia para los diferentes

mensurandos en suelos. Estos métodos utilizan diversas técnicas analiticas, como ICP-

MS para la cuantificacion de hierro y cobre disponible, cromatografia idnica para el azufre

y cloruros disponibles, y espectrofotometria para el fésforo disponible.

Ademas, se ha evaluado la incertidumbre combinada relativa de los métodos, la cual oscila

entre el 4,26% y el 5,41%. Estos resultados respaldan la idoneidad de los métodos

desarrollados y validados en este estudio para su implementacion en la caracterizacion de

materiales de referencia en suelos, brindando confiabilidad y precision en los andlisis

realizados.




3.Produccion de materiales de referencia de
nutrientes en suelos

En este capitulo se presenta el proceso de produccion de dos materiales de referencia
(MR) para la medicién de varios analitos en suelos: hierro, cobre, sulfatos, cloruros y
fésforo disponibles. Inicialmente se describen los estudios realizados para obtener y
preparar estos MR. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion

de la homogeneidad y estabilidad de los MR.

Los resultados obtenidos en el estudio de homogeneidad indican que se lograron obtener
dos MR con un nivel adecuado de homogeneidad para los componentes mencionados.
Los MR fueron caracterizados con incertidumbres estandar relativas inferiores al 9,57 %,
gue corresponde a la incertidumbre objetivo, establecida para estos materiales. Ademas,
el estudio de estabilidad demostré que los MR son lo suficientemente estables bajo

condiciones de temperatura de 4,5 °C £+ 0,9 °C.

En resumen, se concluye que los MR desarrollados son homogéneos y estables,
cumpliendo con los requisitos necesarios para su uso previsto. Se destaca que, aunque
los MR presentan una leve dependencia de las condiciones de almacenamiento en el caso
de los componentes hierro y cobre disponibles, esta inestabilidad no afecta
significativamente su idoneidad para ser utilizados como elementos en un estudio
colaborativo y para soportar los estudios de comparacién de diferentes técnicas analiticas

en extractos provenientes de muestras de suelos de distintos tipos.
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3.1 Introduccidn

El desarrollo agricola de las naciones ha tomado gran importancia al enfrentarse a
multiples retos dentro de los cuales se incluye la produccion de alimentos para atender las
necesidades de una poblacion mundial creciente, la mitigacion del cambio climético y la
adopcion de métodos de produccidon mas eficaces y sostenibles [168]. Una de las formas
para afrontar esta problematica es a través del establecimiento de mecanismos y
herramientas que contribuyan a realizar un manejo integral del suelo, de tal manera que
se reduzca la contaminacién del suelo y del ambiente, se reduzcan los costos de
produccion, se mejore la fertilidad quimica, entre otros [169]. Por lo anterior y con el objetivo
de garantizar la sostenibilidad de los sistemas agricolas, es necesario la evaluacion y
monitoreo de las propiedades fisicoquimicas [170], las cuales permiten tomar decisiones
relacionadas con su manejo [171].

En este contexto, los laboratorios de analisis deben garantizar la validez de sus resultados
mediante el empleo de métodos normalizados, la participacion en ensayos de aptitud, el
empleo de materiales de referencia (MR), entre otros. Dentro de las diferentes alternativas
gue existen para el aseguramiento de la calidad de los resultados, los MR son una
herramienta pues pueden ser empleados en diferentes etapas como la calibracion
analitica, la validacion de los métodos de medicién, el control de calidad y en el

establecimiento de la trazabilidad de las mediciones [172].

Desafortunadamente, la oferta de materiales de referencia de elementos disponibles en
suelos a nivel mundial es muy limitada, asi mismo, para estos mensurandos se cuentan
con pocos métodos normalizados, todo esto debido a la alta variabilidad que presentan los
suelos en sus propiedades fisicoquimicas [173]. En el mercado, productores de MR como
LGC Standards [174], organizadores de programas de ensayos de aptitud como WEPAL
[175], la Sociedad Americana de la Ciencia del Suelo [176] y Waters ERA [177] tienen en
su oferta materiales de referencia de elementos disponibles en suelos; sin embargo, la
oferta de estos productores es baja, asociado principalmente a que se trata de
mensurandos operacionalmente definidos y a las dificultades que existen en la produccién
de estos MR.
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En este sentido, en el presente capitulo se describen los resultados obtenidos en la
preparacion, evaluacion de homogeneidad y estabilidad de dos candidatos a materiales de
referencia producidos con el objetivo de ser empleados como item de control en un estudio

colaborativo para el establecimiento de equivalencias entre diferentes técnicas analiticas.

3.2 Experimental

3.2.1 Instrumentos y equipos

La medicién de Sulfatos y Cloruros se realizé mediante un cromatégrafo iénico capilar (Cl)
Thermo Scientific Dionex ICS 5000+, el cual tiene una bomba isocratica Dionex ICS 5000+
DP-5, supresor en modo de recirculacién externo y un detector de conductividad mantenido
a una temperatura de 35 °C durante la medicion. La columna capilar empleada fue Dionex
lonPac™ AS19 Capilar (0,4 mm x 250 mm); el flujo de la fase movil correspondi6 a 0,01
mL/min. La separacion cromatogréfica se realiz6 mediante una rampa de concentracion
del eluente (hidréxido de potasio) en un intervalo entre 15 mM y 35 mM. El software usado

para el manejo del sistema y de los datos fue Chromeleon 7.2 SR 4.

La medicion de fésforo se realizé6 empleando un espectrofotometro UV-Visible Evolution
201 el cual fue controlado mediante el software INSIGHT 2 de la marca Thermo Scientific.

La medicion se realiz6 a 890 nm de longitud de onda.

La medicién de cationes se realiz6 en un plasma acoplado inductivamente con detector de
espectrometria de masas (ICP-MS) NexION 300D de la marca Perkin Elmer. El equipo
cuenta con un automuestreador AS-10 de la misma marca. El plasma se generé aplicando
una potencia de 1300 W, con un flujo de Argén de 13,1 L/min, un flujo de gas auxiliar de
1,35 L/min y un flujo de gas de nebulizacién de 0,71 L/min. Se empled una camara ciclénica
de cuarzo, nebulizador tipo Meinhard y sistema de conos de niquel. La posicion de la
antorcha, el flujo de gases, la potencia del plasma y los voltajes de deflexién fueron
optimizados previamente a la medicion mediante el uso de una disolucion de sintonizacion,
la cual contiene In, Be, U, Ce en concentraciones cercanas a 1 ug/kg; con el objetivo de
maximizar las sefiales de los iones y minimizar las interferencias debidas a efectos de

iones poliatdbmicos o doblemente cargados.
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La determinacién de humedad del suelo (Pw) se realizdé en un horno Binder ED 115-UL.
El control gravimétrico de la pérdida de humedad se ejecutd en una balanza analitica
Mettler Toledo XPE204 con resolucién de 0,1 mg, la cual fue previamente verificada con
pesas E2. La medicion de pH del suelo se realizé empleando un potenciometro DELTHA
OHM de la misma marca, modelo HD3405.2.

3.2.2 Reactivos

Las disoluciones calibrantes empleadas durante la produccién de los materiales de
referencia fueron preparadas a partir de los MRC producidos y comercializados por el
Instituto Nacional de Estandares y tecnologia (NIST, de sus siglas en inglés): SRM 3126a
soluciéon estandar de hierro (Fe), SRM 3114 solucion estandar de cobre (Cu), SRM 3186
solucién estandar del anién fosfato, SRM 3181 solucion estandar del anion sulfato y SRM
999c para cloruros. Los reactivos empleados para la extraccion de los nutrientes
disponibles evaluados en los materiales fueron obtenidos de casas comerciales como
Merck y Sigma Aldrich. Los reactivos empleados para la extraccion de los nutrientes
disponibles evaluados fueron obtenidos de casas comerciales Panreac, Merck. Se
emplearon acidos de la marca Merck, los cuales fueron subdestilados en el Instituto. Los

estandares internos empleados en la medicion fueron de la marca Merck.

3.2.3 Preparacioén de los candidatos a materiales de referencia

Los dos candidatos, identificados como MR1 y MR2, se prepararon a partir de dos
muestras de suelo adquirida en el comercio local. Inicialmente, los suelos fueron sometidos
individualmente a un lavado, para lo cual fueron sumergidos en agua potable y agitados
durante periodos de 5 minutos cada 30 minutos, durante 2 horas. Una vez trascurrido este
tiempo, se procedi6 a retirar el agua de exceso y repetir los lavados tres veces mas. Los
suelos fueron secados a 50 °C durante 48 horas. Seguidamente, se dejaron a temperatura
ambiente para luego proceder a retirar el material vegetal visible a simple vista. Ambos
suelos fueron sometidos a molienda manual y se tamizaron recolectando la fraccion menor
a 500 um. Esta fraccién fue nuevamente molida manualmente y tamizada empleando un
tamiz de tamafio de poro de 200 um. Esta fraccién fue irradiada con UV durante 30 minutos

y posteriormente fue agitada durante 30 minutos en un mezclador Gyromixer.
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Una vez homogeneizados los materiales se procedi6 a realizar el envasado, para lo cual
se dispusieron en botellas de polietileno de alta densidad (PEAD) boca ancha con
capacidad nominal de 100 g; 80 g de suelo para el candidato de hierro, cobre, sulfato y
cloruro disponible, y 30 g de suelo para el candidato de fosforo disponible. El nimero de
unidades producidas se presenta en el numeral 3.3.2. Durante el proceso de envasado, y
con el propdésito de asegurar la homogenizacién del material, cada 10 botellas envasadas
se realizaron dos ciclos de homogenizacion completando un tiempo de 10 min en el
mezclador. Finalmente, las unidades producidas fueron selladas al vacio y empacadas en

bolsas tipo Mylar. La figura 3-1 presenta registros fotograficos de la etapa de preparacion.

Figura 3-1: Registro fotografico de las actividades de lavado del suelo, secado,
molienda, tamizado e irradiacion UV desarrolladas durante la preparacion

> SHOTONMIDT
O Auiroo
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3.2.4 Evaluacion de homogeneidad

El nimero de botellas seleccionado para el estudio de homogeneidad se realizé de
acuerdo con las recomendaciones de la guia ISO 35 [14], a continuacién, se describen los
estudios para cada candidato.

= MR1: Hierro, cobre, sulfatos y cloruros disponibles

A través de un muestreo aleatorio estratificado, se tomaron 8 unidades del lote producido.
Posteriormente, de cada botella se realizaron 5 réplicas de extraccién, tomando muestras
de 7 g en cada réplica para la extraccion de hierro y cobre y 5 g para la extraccion de
sulfatos y cloruros. La Tabla 3-1 presenta los analitos evaluados y los respectivos métodos
de medicidn, los cuales fueron presentados en el Capitulo 2.

Tabla 3-1: Analitos evaluados y métodos de medicion aplicados en la produccion del
candidato MR1

METODO DE . .
ANALITO . TECNICA ANALITICA
EXTRACCION
_ DTPA — CaCl (basado en
Hierro y cobre ICP-MS

NTC 5526:2007)

Agua 1: 2 (basado en NTC o
Cloruros y sulfatos Cromatografia i6nica
5402)

Se empled un disefio de experimentos anidado, el cual se presenta en Tabla 3-2. La
incertidumbre de las fuentes de heterogeneidad entre unidades (Uente) Y dentro de la unidad
(udento) S€ estimaron para cobre, cloruros y sulfatos a través del ANOVA del disefio
anidado; mientras que para Hierro se aplic6 un modelo lineal de efectos mixtos
(Dersimonian Laird -DSL) [178], [179].

Tabla 3-2: Disefio anidado aplicado para la evaluacion de homogeneidad del candidato

de hierro, cobre, sulfatos y cloruros

EXTRACCION No. BOTELLA IDENTIFICACION DE MUESTRAS
31-1, 31-2, 31-3, 31-4, 31-5; 41-1, 41-2; 41-3; 41-
1 31, 41, 46, 60 4, 41-5; 46-1, 46-2, 46-3, 46-4, 46-5; 60-1, 60-2;
60-3; 60-4, 60-5
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3-1, 3-2, 3-3, 3-4, 3-5; 18-1, 18-2; 18-3; 18-4, 18-
2 3,18, 1,53 5; 1-1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5; 53-1, 53-2; 53-3; 53-4,
53-5

» MR2: Fésforo disponible

En este candidato, para la evaluacion de homogeneidad se tomaron 10 unidades del lote
producido mediante un muestreo aleatorio estratificado. La extraccion de fosforo disponible
se llevo a cabo con el extractante Bray Il y la medicién se realizé por espectrofotometria,
acorde con el método presentado en el Capitulo 2, en el cual se toman 2,85 g de suelo

para extraccion.

El disefio de experimentos aplicado para evaluar la homogeneidad de este candidato
correspondi6 a un disefio en bloques, tomando como variable de bloqueo la extraccion. El
disefio aplicado es presentado en la Tabla 3-3. La incertidumbre de las fuentes de
heterogeneidad entre unidades (Uentre) y dentro de la unidad (Ugentro) S€ €Stimaron mediante
el ANOVA de dos vias.

Tabla 3-3: Disefio de bloques aplicado para la evaluacion de homogeneidad del
candidato de fésforo

BLOQUE SECUENCIA DE MEDICION
1 57,1, 6, 12, 16, 26, 33, 44, 50, 60
2 12, 16, 1, 33, 44, 50, 6, 26, 57, 60
3 60, 6, 44, 1, 16, 12, 33, 57, 26, 50

Con el propésito de realizar un analisis objetivo de las tendencias de medicion y envasado
de los candidatos, se empled un modelo de regresion lineal (y = ax+hb), y su significancia
fue evaluada mediante ANOVA. En cuanto a la incertidumbre asociada a la homogeneidad

de los candidatos (unom), esta se estimé mediante la Ecuacién 1.1.

3.2.5 Evaluacion de la estabilidad

El estudio de estabilidad a corto plazo se realizé a través de un disefio isécrono, para el
cual se tomé como temperatura de referencia -20 °C. El estudio se realiz6 por cuatro

semanas, para lo cual se muestrearon de manera aleatoria dos unidades cada semana.
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Las condiciones de estudio correspondieron a i) 4,5°C + 0,9°Cyii) 205°C+1,8°Cy
humedad relativa de 72,2 % + 7,7 %. Una vez finalizado el estudio, las muestras se
dispusieron y equilibraron a temperatura ambiente (21,0 °C + 4 °C y HR 45 % + 10 %) para
ser extraidas y posteriormente medidas por el correspondiente método. Para todos los
analitos las respuestas fueron corregidas por las operaciones gravimétricas y la humedad
del suelo (Pw). La humedad del suelo fue determinada para cada una de las botellas
tomadas durante el estudio; para lo cual se pesé aproximadamente 10,0000 g + 0,0020 g
de suelo y se mantuvieron durante 24 horas a 105 °C [14]. La estimacion de incertidumbre
por estabilidad a corto plazo se realiz6 a través de regresion lineal [14].

3.2.6 Analisis estadistico

Dentro del tratamiento estadistico de los datos se aplico la prueba de Grubbs para evaluar
la presencia de datos andmalos, la prueba de Shapiro — Wilk para evaluar la normalidad e
los datos y la prueba de Levene para evaluar homocedasticidad de los datos. Estas
pruebas y los analisis de varianza se ejecutaron mediante el uso de Excel, el programa
estadistico RStudio 2022.02.3 y el aplicativo validaR: Herramientas para la validacion de

métodos quimicos cuantitativos (v 1.0.2) [20]

3.3 Resultados

3.3.1 Estudios preliminares para la seleccion y preparacion de

los candidatos

El primer ensayo realizado consisti6 en estudiar el rendimiento del tamizado de tres
diferentes suelos de origen natural, los cuales provenian de diferentes zonas de Santander.
Para esto, se molieron los suelos y se tamizaron a través de tamices de tamafio de poro
desde 2 mm hasta 315 pm (2 mm, 1,8 mm, 1,4 mm, 1,0 mm, 710 pm, 500 pm, 315 um).
La mayor fraccion se obtuvo con un tamafio de particula menor a 315 um; ya que, entre el
30 % y 40 % de la masa total de los tres suelos correspondio a esta fraccion. Este estudio
permiti6 dar una idea general de la cantidad de suelo que se podria requerir para la

produccion de un candidato a material de referencia.


https://validar.inm.gov.co/validaR/
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Para la segunda etapa de los ensayos preliminares, y teniendo en cuenta la
heterogeneidad natural de la matriz de suelo, se realizaron estudios para evaluar y
seleccionar el mecanismo de preparacion que permitiera obtener una muestra que
cumpliera con la propiedad de ser lo mas homogénea posible. En este sentido, inicialmente
se trabajaron con tres muestras de suelo de origen natural con diferentes caracteristicas
texturales (arenoso, arcilloso y limoso). Estos suelos fueron secados a 40 °C molidos por
un laboratorio de suelos y tamizados por un tamiz de tamafio de poro de 315 um. Una vez
tamizado el suelo, la fraccion menor a 315 um fue sometida a agitaciéon en el Gyromixer
durante 30 minutos. Finalizado este tiempo se procedid a realizar el envasado de las tres
muestras de suelo, adicionando 50 g de muestra en frascos de polietileno de alta densidad
(PEAD) de boca ancha. De estos ensayos, se obtuvieron aproximadamente 70 unidades

por cada tipo de suelo procesado.

Una vez envasados, se procedi6 a evaluar la homogeneidad de los materiales, para lo cual
se procedié a tomar 10 unidades a través de un muestreo aleatorio. Los resultados de
incertidumbre por homogeneidad para hierro y cobre disponible en estos materiales se
encontraron entre el 11,8 % y el 15,7 % y entre el 7,2 % y el 13,1 %; respectivamente. El
analisis de esta informacion permitié identificar que la incertidumbre por homogeneidad
para los mensurandos evaluados era muy alta; y que adicionalmente, la masa de 50 g
limitaba las réplicas que se pudieran hacer para medir los otros mensurandos. La
incertidumbre obtenida puede ser debida a que, al ser un suelo natural, sus propiedades
guimicas pueden variar en el espacio muestreado [180]-[182]; por lo que estas muestras

fueron descartadas como candidatos.

En este sentido, mediante un experimento adicional se realiz6 la evaluacion a otro suelo,
el cual fue adquirido en el mercado local y cuyo uso esta destinado a jardineria. Para este
se adquirieron aproximadamente 3 kg los cuales fueron secados a 40 °C, molidos a través
de molino de un laboratorio externo y tamizados a una fraccion menor de 315 um. De este,
solo se produjeron 10 unidades de 70 g cada una. La incertidumbre por homogeneidad
para hierro fue de 6,66 %, y para cobre fue de 5,69 %; por otro lado, para sulfatos y cloruros

correspondié a 5,67 %y 5,43 %.

Con base en los resultados obtenidos en estos ensayos y con el objetivo de mejorar la
incertidumbre se opt6 por trabajar con suelos adquiridos en el comercio local, aplicando

algunas modificaciones en su procesamiento. La primera modificacidén se propuso teniendo
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en cuenta que estos traen una proporcion significativa de cascarilla de arroz, la cual en el
ultimo experimento no fue retirada totalmente; por lo que se establecié que est4 en su
mayoria debia ser retirada por lo que se incluy6 el tamizaje a 500 um, de tal manera que
se pudiera retirar mas material que no correspondiera a suelo. Asi mismo, para facilitar
retirar todo este material, se definié aplicar molienda manual. Por otro lado, como segunda
modificacion se propuso tomar una fraccion de tamafio menor (menor a 200 um); debido a
gue, con base en otros estudios se ha indicado que el tamafio de particula afecta el nivel
de homogeneidad del material [183] [184], por lo que a tamafios inferiores a 150 um la
homogeneidad resulta adecuada [185]. La tercera modificacion consistié en realizar
lavados al suelo, de tal manera que se facilitara retirar preliminarmente material vegetal y
gue los elementos disponibles pudieran llegar a un equilibrio en todo el suelo [186] [187].
La cuarta variacion fue asociada al proceso de envasado, ya que se incluy6 la agitacion
del suelo durante el envasado con el fin de que no se realizara una separacién por tamafio
de particula al tomar suelo del contenedor para adicionarlo en los envases.
Adicionalmente, teniendo en cuenta la preparacién propuesta del candidato y la capacidad
de infraestructura con la que cuenta el INM, se propuso preparar dos candidatos a

materiales de referencia.

3.3.2 Preparacioén de los materiales de referencia

Para la preparacion del material MR1, correspondiente a los mensurandos hierro, cobre,
sulfatos y cloruros disponibles se partié de aproximadamente 10 kg de suelo; teniendo en
cuenta que este se encontraba humedo al momento de su adquisicion. Al finalizar el
procesamiento se obtuvieron 4,95 kg de suelo seco a 50 °C correspondiente a la fraccion

de tamizaje menor a 200 um, obteniéndose un rendimiento del 49%.

Por otro lado, para el material MR2 del mensurando fésforo disponible se partio de 3,5 kg
de suelo aproximadamente. Luego del procesamiento que incluia secado y tamizado se
obtuvieron 1,84 kg de suelo seco con tamafio de particula menor a 200 um, lo que llevé a

obtener un rendimiento del 52,5%.

Los rendimientos obtenidos tras el procesamiento del material se deben a la pérdida de
suelo durante el proceso de lavado. Ademas, los procesos de tamizado permitieron

eliminar la cascarilla de arroz, rocas y otros materiales sélidos que no formaban parte del
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suelo. Estos rendimientos son favorables para una futura produccion, considerando que el

material original estaba humedo y se trata de un suelo adquirido en el comercio local

destinado a fines de jardineria.

Con la masa de suelo obtenida al finalizar el proceso de preparacion, se obtuvieron dos

lotes de candidatos correspondiente a 60 unidades cada uno. La Figura 3-2 se presenta

el registro fotogréfico de los materiales preparados; y en la Tabla 3-4 se presentan algunas

propiedades de los suelos.

Figura 3-2:

Registro fotogréfico de los materiales de referencia producidos (i) MR1:

Hierro, cobre, sulfatos y cloruros disponibles; (ii)) MR2: Fosforo disponibles en suelos

Tabla 3-4: Cantidad nominal, pH y humedad (Pw) de los materiales producidos
CANTIDAD
NOMINAL DE HUMEDAD
MATERIAL ANALITOS pH*
CADA UNIDAD (Pw)
9)
Hierro, cobre,
sulfatos y
MR1 80 g 5,37 9,16 % + 0,47 %
cloruros
disponibles
Fosforo
MR2 309 6,36 7,05 % £ 0,12 %

disponible
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*pH evaluado en relacion 1:1 suelo:agua desionizada [188].

3.3.3 Evaluacion de la homogeneidad

El tratamiento de los datos para la evaluacién de homogeneidad inicia con la identificacion
de datos anémalos, para lo cual se aplico la prueba estadistica de Grubbs y la verificacién
de las mediciones. Acorde con los resultados, se identifica que, para hierro y cobre, las
unidades 1 y 53 presentan datos andémalos al identificarse que su respuesta relativa
instrumental se encuentra por tres veces por debajo de la respuesta relativa de las otras
unidades. Por otro lado, para sulfatos y cloruros mediante la prueba de Grubbs a un nivel
de confianza del 95%, se identifica que la botella 53 corresponde a un dato anémalo al

tener un valor p menor al 0,05.

Una vez se identificaron los datos anémalos, se procedié a la verificacion de tendencias
de medicién; lo anterior considerando que las secuencias de medicién son largas y los
equipos de medicién tienen derivas que afectan el estudio. Para realizar este analisis se
incluy6 un control de medicion que se midié de manera periddica dentro de la ejecucion de
la secuencia. A partir de los resultados de medicién de este control se realiz6 el andlisis
de tendencia que buscaba detectar posibles derivas en el instrumento de medicién. Las
gréaficas correspondientes a las tendencias de los controles se presentan en la Figura 3-3;
por otro lado, la Tabla 3-5 presenta la concentracion del control y la informacion estadistica
del analisis de regresion. Es importante indicar que la diferencia entre la cantidad de datos
tomados en el control se debe a que las técnicas ICP-MS y espectrofotometria permiten
realizar mdaltiples réplicas de medicién rapidamente, siendo sus secuencias cortas;
mientras que, para cromatografia iénica, la medicién de cada muestra depende del tiempo

total del cromatograma, lo cual es un proceso mas lento que en ICP.

Figura 3-3:  Andlisis de tendencia de medicién evaluada a partir de los controles
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Tabla 3-5: Resumen de parametros estadisticos del analisis de regresion (a=0,05) para

la evaluacion de tendencias de medicion mediante el control.

) _ Significancia de la Concentracion
Analito Pendiente _
pendiente (p-valor) del control
Hierro -0,0001 0,803 79,42 ug/kg
Cobre -0,0004 0,0769 36,26 pg/kg
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Sulfato 0,00034 0,377 1,36 mg/kg
Cloruro -0,00046 0,0495 0,535 mg/kg
Fosforo 0,00009 0,377 6,34 mg/kg

La Tabla 3-5 muestra que, para hierro, cobre, sulfato y fésforo no se tiene ninguna
tendencia en la medicion, lo que se atribuye a que la medicién de los tres primeros analitos
mencionados se realiz6 mediante técnicas que permiten el uso de diferentes estandares
internos, los cuales fueron adicionados para reducir el efecto generado por la deriva
durante la medicion. Por otro lado, en el analisis de regresion lineal se evidencio que so6lo
para el cloruro se obtuvo una tendencia significativa, por lo cual para estos resultados se
procedié a aplicar una correccion de tendencia de la medicion, que consistié en estimar la
pendiente entre los controles, y con esta y el nUmero de medicién de cada muestra en la
secuencia corregir el valor de la respuesta obtenida. Lo anterior, con el propdsito de evitar
gue este error sistematico sobreestime la incertidumbre asociada a la evaluacion de la
homogeneidad del candidato. Asi mismo, en la Figura 3-4 se presenta la regresion lineal
de los respectivos conjuntos de datos de medicion para cada analito; para los cuales se
evidencia que no hay regresion significativa, y que para el caso especifico del anién
cloruro, la correccién por tendencia en la medicion permiti6 asegurar que los datos se

distribuyeran aleatoriamente sin conservar la influencia de la deriva de la medicién.

Figura 3-4: Analisis de tendencia de medicion segun el orden de medicion de las
muestras
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En cuanto a la evaluacién de la tendencia de envasado, se hace necesario analizarla

debido a que los lotes de los materiales que se encuentran compuestos por 60 unidades

fueron preparados de manera consecutiva, por lo que resulta importante evaluar si el
proceso de envasado fue el adecuado. Para esto, a partir de los datos de medicién de cada

una de las botellas, se procedio a realizar un nuevo andlisis de tendencias, el cual consiste

en evaluar si existe alguna tendencia de las diferentes propiedades medidas en funcién
del orden de envasado. La Figura 3-5 presenta los resultados graficos obtenidos para las

propiedades evaluadas; mientras que en la Tabla 3-6 se presenta el resumen del analisis

de regresion de los datos.

Figura 3-5:

Andlisis de tendencia de envasado
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Tabla 3-6: Resumen de parametros estadisticos del analisis de regresion (a=0,05) para

la evaluacion de tendencias de envasado
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Significancia de

Analito Intercepto Pendiente la pendiente (p-
valor)
Hierro 35,20 -0,00566 0,329
Cobre 0,600 -2,56 x 10 0,791
Sulfato 168,8 0,040 0,0756
Cloruro 58,14 0,00559 0,621
Fosforo 0,658 7,64 x 10° 0,490

Los resultados que se presentan en la Figura 3-5 muestran que no se presenta ningun
comportamiento sistematico que indique que hubo contaminacién, concentracion,
humectacion u otro tipo de cambio de la propiedad en funcion del proceso de envasado.
Por otro lado, los resultados presentados en la Tabla 3-6 confirman que ninguna de las
propiedades evaluadas presentd tendencia en envasado al tener pendientes
significativamente iguales a 0 (a=0,05), confirmando asi que el procedimiento empleado
para el envasado, las condiciones y el pretratamiento del suelo es el apropiado para

minimizar la variabilidad en el lote envasado.

Por otro lado, la incertidumbre asociada a la homogeneidad del material tiene dos
componentes principales, el primero que corresponde al componente dentro de la botella
(udentro), €l cual representa la maxima variacion que tiene el material dentro de cada botella,
lo cual es una caracteristica intrinseca del material y depende de factores como el tamafio
de grano, la distribucion de los analitos dentro del material, entre otros. El segundo
componente se relaciona con el proceso de envasado del material y se refiere a la maxima
variacion entre las botellas (uenre), €S decir a la variacion que pueden tener los analitos
dentro del lote. En este contexto, para estimar cada uno de estos componentes se requiere
aplicar técnicas estadisticas que permitan descomponer la varianza y a partir de ella
estimar la incertidumbre. La Guia 1ISO 35 [14] recomienda el empleo del Andlisis de
Varianza (ANOVA); sin embargo, previo a la aplicacion de esta técnica es indispensable
evaluar los supuestos relacionados con la homocedasticidad y las distribuciones de
probabilidad de los datos, para lo cual se realizaron las pruebas de Levene y Shapiro Wilk

respectivamente, la Tabla 3-7 presenta los resultados obtenidos.
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Tabla 3-7: Resultados de probabilidad (valor p) al 95 % de confianza en la evaluacion
de los supuestos

_ Shapiro - Wilk Levene

Analito
Valor p Valor p

Cobre 0,82 0,60
Hierro 0,97 7,0 x 10
Cloruro 0,17 0,0868
Sulfato 0,33 0,034
Fésforo 0,20 0,066

De acuerdo con los resultados de la Tabla 3-7, se encuentra que, todos los analitos siguen
una distribucién normal. Por otro lado, en los resultados obtenidos al aplicar la prueba de
Levene para evaluar homocedasticidad de los datos, se encuentra que para Hierro y
Sulfato se tiene heterocedasticidad (p<0,05). Esta heterocedasticidad puede ser atribuida
a las variaciones instrumentales asociadas a la estabilidad del sistema de mediciéon. Por
lo anterior, para evaluar la homogeneidad de hierro y sulfato no se puede emplear un
modelo de efectos fijos, como es el caso del ANOVA, sino que se debe emplear un modelo
de efectos mixtos o aleatorios, como es el caso de Dersimonian- Laird (DSL). Este modelo
ha sido ampliamente usado para estimar la varianza entre diferentes objetos de estudio,
ya que usa la varianza de cada unidad evaluada para estimar la heterogeneidad del lote,

facilitando el analisis de datos heterocedasticos [178], [189].

Por otro lado, teniendo en cuenta que la aplicacion de DSL permitié obtener la variacién
entre unidades (Uente), S€ hizo necesario plantear un experimento que permitiera estimar
la varianza dentro de las unidades (Udentro), debido a que estos dos son los componentes
gue permiten estimar la incertidumbre por homogeneidad del candidato. En este
experimento, para hierro y sulfato se realizé la medicion de réplicas de extraccion de una
unidad [189]a la cual se le aplico el mismo procedimiento mencionado en el numeral 3.2.4
Evaluacién de la homogeneidad. El componente de variacion dentro de la unidad se estimo
a partir de la aplicacion del ANOVA. En la Tabla 3-8 se presentan la probabilidad obtenida
en las pruebas de Shapiro — Wilk y Levene para las unidades empleadas para evaluar la

varianza dentro de las unidades.
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Tabla 3-8: Resultados de probabilidad (valor p) al 95 % de confianza en la evaluacion
de los supuestos

_ Valor p
Valor p Normalidad o
Analito Botella _ _ Homocedasticidad
Shapiro - Wilk
Levene
Hierro 41 0,9984 0,6985
Sulfato 18 0,2512 0,0696

La Figura 3-6, presenta los resultados obtenidos en la evaluacion de la incertidumbre para
los diferentes mensurandos, identificAndose el aporte los componentes asociados a la

variacion entre unidades (Uente) Y dentro de la unidad (Udentro).

Figura 3-6: Incertidumbre estandar relativa por homogeneidad para cada analito, e

incertidumbres de los componentes de variacion entre y dentro unidades
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La Figura 3-6 muestra que en todos los casos la homogeneidad dentro de la botella (Udentro)
presenta valores relativamente bajos, al obtenerse valores para este componente
inferiores al 1,5 %, a excepcion del cloruro; lo cual indica que el proceso de lavado, secado
y tamizado permitié obtener un material con una muy baja variabilidad, considerando que
el suelo en si mismo es una matriz con una alta heterogeneidad. Por otro lado, aunque
para todas las propiedades evaluadas se encuentra que la incertidumbre entre botellas
(uentre) €S Mayor, estas no difieren en gran medida respecto a las incertidumbres obtenidas
para la variacion dentro de las botellas, lo cual puede ser asociado a la incertidumbre de
medicion, al modelo de estimacion de la incertidumbre, entre otros; principalmente si se

considera que la incertidumbre corresponde a una estimacion y no a un calculo.

Especificamente para el anion cloruro, se observd un mayor valor de incertidumbre de
todos los componentes (entre y dentro de las unidades), en comparacion con las
incertidumbres obtenidas para los otros mensurandos. Esta mayor heterogeneidad para
cloruro puede ser atribuido a la mayor probabilidad de contaminacion cruzada debido a la

abundancia de este anion.

Finalmente, en la Figura 3-6 se presenta la incertidumbre por homogeneidad del material,
gue corresponde a la combinacién de los componentes de incertidumbre por variacién de
la propiedad entre (Uenre) Y dentro (Ugento) de las botellas (Ver Ecuacion 1.1). La
incertidumbre por homogeneidad de los analitos evaluados resultan ser adecuadas para
el uso previsto, ya que, considerando que la ISO 13528 [190] establece que la
incertidumbre objetivo en la homogeneidad de un material de referencia debe ser inferior
al 30 % de la precision del método en condiciones de reproducibilidad, se puede establecer
gue para todos los analitos estudiados la incertidumbre objetivo maxima del material seria
del 9,57 % [161] [162] [191], considerando el aporte de homogeneidad, estabilidad y
caracterizacion; asi mismo, cada una de estas componentes podria tener un aporte
maximo de 5,53 %, para alcanzar la incertidumbre objetivo. Para hierro, cobre, sulfato y
fésforo se evidencia que la incertidumbre por homogeneidad se encuentra muy por debajo
de este valor establecido como incertidumbre objetivo. Para cloruro, la incertidumbre por
homogeneidad obtenida se encuentra aun por debajo de la incertidumbre objetivo por lo

gue aun resulta adecuado para su uso.
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3.3.4 Estudio de estabilidad

De acuerdo con la Guia ISO 35 [14], el objetivo del estudio de estabilidad es identificar
cualquier cambio de las propiedades del material a lo largo del tiempo. Con base en esto,
la evaluacion de estabilidad se realiza mediante la evaluacién de diferentes modelos
cinéticos sobre los resultados obtenidos luego de exponer al material bajo condiciones
ambientales conocidas. Para el material de suelo, se evaluaron dos condiciones de
almacenamiento durante cuatro semanas bajo un estudio isécrono. Los resultados
presentados en la Figura 3-7, corresponden a las variaciones en los mensurandos luego

de ser almacenados a las condiciones de 4,5 °C + 0,9 °C, en su empaque final.
Figura 3-7:  Estudio de estabilidad de los candidatos a 4,5 °C + 0,9 °C
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En la Figura 3-7 se puede evidenciar que aparentemente para cloruros, sulfatos y fésforo
se tienen tendencias positivas y negativas en el comportamiento de los resultados; para lo
cual, se evalla la significancia de la pendiente a través del analisis del ANOVA de
regresion. En la Tabla 3-9 se muestran los resultados de la evaluacion de la significancia

de la pendiente a través de la aplicacién de esta prueba estadistica

Tabla 3-9: Evaluaciéon de la significancia de la pendiente con resultados de
probabilidad (valor p) para el estudio a 4,5 °C £ 0,9 °C

Analito Pendiente R? Valor p
Hierro -0,000152 0,0212 0,8155
Cobre 6,94E-05 0,0982 0,6077
Cloruro 0,000176 0,6734 0,0887
Sulfato -0,000103 0,1499 0,5197
Fésforo -0,145302 0,5685 0,1409

Estos resultados permiten confirmar que, para los dos candidatos evaluados, la pendiente
no es significativa, por lo cual se puede establecer que, durante el tiempo de estudio
correspondiente a 30 dias, aproximadamente, no se presentaron cambios significativos en

las propiedades evaluadas en cada uno de ellos.

En este contexto, es de mencionar que, con los resultados obtenidos, no solo se evaluo la
significancia de la pendiente para la cinética de orden 0O; sino que ademas se evaluaron
cinéticas de orden 1y 2; lo anterior considerando que el modelo lineal no se ajusta para la

cinética méas simple, es recomendable confirmar si otros modelos cinéticos se ajustan al
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comportamiento de los datos [14]. En la Tabla 3-10 se presentan los resultados de
pendiente y valor de probabilidad - p (a=0,05) de las cinéticas 1 y 2 evaluadas; los cuales

permiten confirmar que los resultados obtenidos no cumplen con estos comportamientos.

Tabla 3-10:  Evaluacion de la significancia de la pendiente para cinéticas de orden 1y 2
para el estudio a4,5°C + 0,9 °C

_ Cinética Orden 1 Cinética Orden 2

Analito

Pendiente Valor p Pendiente Valor p
Hierro -3,23x 10° 0,814 1,57 x 10* 0,811
Cobre 3,805 x 10° 0,660 -9,532 0,951
Cloruro 0,0153 0,0887 -0,0175 0,0887
Sulfato -0,00465 0,518 0,0104 0,517
Fosforo -0,001479 0,140 1,506 x 10° 0,141

Por otro lado, se evallo la estabilidad del material bajo una exposicién a temperatura de
20,5 °C + 1,8 °C y humedad relativa de 72,2 % + 7,7 %; bajo un disefio isécrono. En la
Figura 3-8 se presentan los resultados obtenidos al evaluar los mensurandos, en la cual
se puede evidenciar un comportamiento ajuste al modelo cinético en los datos de
estabilidad para hierro y cobre disponibles; mientras que, para cloruro y sulfatos, este

comportamiento no es evidente.

Figura 3-8:  Estudio de estabilidad de los candidatos, a 20,5°C £ 1,8 °C y HR de 72,2
% +7,7%
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En la Tabla 3-11 se presentan los resultados correspondientes a la evaluacion de
significancia de la pendiente, los cuales permiten confirmar que, para hierro y cobre la
pendiente es significativa, indicando asi, que estas bajo estas condiciones se afecta la
estabilidad de estos dos mensurandos.

Tabla 3-11: Evaluacion de la significancia de la pendiente con resultados de
probabilidad (valor p) para el estudio a 20,5°C +1,8°CyHR de 72,2 % £ 7,7 %

Analito Pendiente R? Valor p
Hierro -0,000727 0,9922 0,00029
Cobre 0,000990 0,8931 0,0153

Cloruro -5,44E-05 0,0321 0,7730
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Sulfato -0,000107 0,0494 0,7195
Fosforo 0,03488 0,0292 0,7837

Asi mismo, los resultados obtenidos para la evaluacion de estabilidad a 20,5 °C + 1,8 °C
de cloruro, sulfato y fésforo, fueron tratados para confirmar el comportamiento de las
cinéticas de orden 1y 2; los cuales son presentados en la Tabla 3-12. Para hierro y cobre
no se evaluo otra cinética, ya que se evidencié que los datos se ajustan al modelo lineal

para cinética de orden O (Ver Tabla 3-11).

Tabla 3-12:  Evaluacion de la significancia de la pendiente para cinéticas de orden 1y 2
para el estudio a20,5°C+1,8°CyHR de 72,2% = 7,7 %

_ Cinética Orden 1 Cinética Orden 2
Analito : :
Pendiente Valor p Pendiente Valor p
Cloruro -0,00479 0,7713 0,00552 0,7697
Sulfato -0,00484 0,7204 0,0108 0,7214
Fosforo -0,0853 0,7823 -0,0337 0,7811

Las variaciones evidenciadas en la estabilidad de los materiales de referencia de suelos
pueden deberse a la influencia de condiciones externas, alteracién de las propiedades
fisicas 0 quimicas o variaciones en el componente organico [184], [192]; los cuales se
hacen mas evidentes con el aumento de la temperatura pudiéndose generar variaciones
gue con el tiempo pueden considerarse significativas [193]. Como consecuencia de estos
comportamientos que se pueden encontrar en suelos de diferentes caracteristicas [39],
[193] y que generan variaciones en los mensurandos es necesario establecer, acorde con
el uso previsto, el tiempo de vigencia que podria tener el material y las condiciones de

almacenamiento 6ptimas para la conservacion de las propiedades evaluadas.

Por otro lado, la estimacion de incertidumbre por estabilidad se realizé siguiendo las
recomendaciones de la Guia ISO 35 [14], la cual indica que, si hay tendencias significativas
se toma la pendiente para la estimacion de la incertidumbre; mientras que, ante ausencia
de tendencias, se toma el error estandar (s) de la pendiente. La Tabla 3-13 presenta las
incertidumbres por estabilidad, estimadas para los mensurandos en las condiciones de

estudio, considerando un tiempo de 30 dias; este tiempo se establecié asi, dado que el
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uso previsto del material es ser empleado en un estudio colaborativo que se desarroll6 en

un mes.

Tabla 3-13: Incertidumbre por estabilidad (%) a las condiciones de estudio,

considerando un tiempo de 30 dias

. u (%) u (%)

Analito
(45°C+0,9°C) (20,5°C +£1,8°C)

Hierro 1,73 % 2,11 %
Cobre 0,35 % 2,87 %
Cloruro 0,21 % 0,50 %
Sulfato 0,41 % 0,79 %
Fosforo 2,19 % 3,49 %

Para el cobre, la incertidumbre por estabilidad a las condiciones de 20,5 °C £+ 1,8 °C y
humedad relativa de 72,2 % + 7,7 % aumenta 9 veces; mientras que para los otros analitos
se observa un incremento en la incertidumbre a estas condiciones que no supera el doble
de la incertidumbre obtenida bajo condiciones de refrigeracién (4,5 °C + 0,9 °C). En este
contexto, la condicién a la cual los mensurandos se mantienen estables corresponde a 4,5
°C + 0,9 °C, las cuales son definidas como las condiciones apropiadas para el
almacenamiento de los materiales, ya que bajo éstas se asegura la menor variaciéon de las

propiedades evaluadas.

Con el fin de identificar la estabilidad a largo plazo o el tiempo maximo de almacenamiento
gue puede tener este material a las condiciones a las cuales las propiedades evaluadas
se mantienen estables, se aplicé la Regla Q, basada en la Ley de Arrhenius [194]. La Regla
Q establece que la velocidad de degradacién disminuye cuando la temperatura se reduce
en algunos grados, en relacion con un factor constante que es proporcional a los cambios

de temperatura; acorde la Ecuacion 3.1 [194].

Tiempo estabilidad=tiempo estudio* Q111010 3.1

Donde:
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Q corresponde a un factor constante, aproximadamente igual a 2 para temperaturas de

almacenamiento inferiores a 10°C

t1 es la temperatura a la cual se obtiene una incertidumbre por estabilidad igual a la
incertidumbre méxima establecida para este parametro, que corresponde a 5,53 %

t0 es la temperatura de almacenamiento del material, cuyo valor es de 4,5°C £ 0,9 °C

En este sentido, el tiempo maximo de almacenamiento a las condiciones establecidas

como adecuadas, segun el estudio de estabilidad se presentan en la Tabla 3-14.

Tabla 3-14: Estabilidad a largo plazo estimada aplicando la Regla Q

Temperatura para

Modelo lineal para obtener una Tiempo de estabilidad a

Analito calcular la incertidumbre por | largo plazo (4,5°C£0,9
temperatura (u vs T) estabilidad de °C)
5,53 %

Hierro y = 0,0007x + 0,0068 69,2 °C 85,8 meses
Cobre y =0,0016x — 0,0036 36,8 °C 9,07 meses
Cloruro y = 0,0005x — 0,0003 111,2 °C >50 afios
Sulfato y =0,0002x + 0,003 261,5°C >50 afos
Fosforo y = 0,0008x + 0,0182 46,5 °C 17,6 meses

Como se puede observar en la Tabla 3-14, la estabilidad a largo plazo del material MR1
estaria limitado por el mensurando de Cobre disponible en el suelo, cuyo tiempo de
vigencia corresponderia a 9 meses; mientras que MR2 se mantendria vigente a las

condiciones de refrigeracion durante 17,6 meses.

Por otro lado, en la Tabla 3-15 se presenta la incertidumbre combinada (uc) de los
candidatos, considerando los aportes de homogeneidad y estabilidad para cada uno de los
mensurandos evaluados. Asi mismo, se presenta la incertidumbre objetivo del material
(uobjetivo) la cual fue establecida con base en la precision de los métodos bajo condiciones
de reproducibilidad, reportada por ejercicios de ensayos de aptitud organizados por la
Universidad de Wageningen [160], [161].
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Tabla 3-15:

Aportes a la incertidumbre por homogeneidad y estabilidad de los

mensurados evaluados

u
, u objetivo _ u estabilidad Uc (material)
Analito _ homogeneidad
material (%) (%) (%)
(%)

Hierro 1,14 % 1,73 % 2,07 %
Cobre 1,90 % 0,35 % 1,93 %
Cloruro 9,57% 5,28 % 0,205 % 5,28 %
Sulfato 2,01 % 0,410 % 2,05 %
Fosforo 2,12 % 2,19 % 3,05 %

Al comparar los resultados obtenidos con la incertidumbre objetivo del material se
evidencia que, para los analitos hierro, cobre y sulfato y fosforo la incertidumbre es inferior
al 50 % de la incertidumbre objetivo; con excepcidn de cloruro, que tiene una 55% de la

incertidumbre obijetivo.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos se puede establecer que se obtuvieron
dos candidatos a MR (MR1 y MR2) con un grado adecuado de homogeneidad para los
mensurandos hierro, cobre, cloruros y sulfatos disponibles en suelos, y fosforo disponible
en suelos, respectivamente; al ser caracterizados con incertidumbres estandar relativas
menores al 9,57 % la cual corresponde a la incertidumbre objetivo de los materiales. Asi
mismo, el estudio de estabilidad permiti6 determinar que los candidatos son lo
suficientemente estables a condiciones de 4,5 °C + 0,9 °C; lo que permite concluir que el

candidato a MR es lo suficientemente homogéneo y estable para su uso previsto.



4.Evaluacion de equivalencias entre técnicas
analiticas para la medicién de aniones y
cationes disponibles en suelos

La equivalencia o compatibilidad metrolégica de los resultados de medicion obtenidos
mediante diferentes técnicas analiticas es fundamental para garantizar la confiabilidad y la
consistencia de los datos obtenidos. En este contexto, en el presente capitulo se presentan
los resultados de un estudio preliminar que busca evaluar la equivalencia y establecer la
influencia de las propiedades del suelo en la medicién de hierro, cobre, azufre (asociado

como sulfato) y fésforo (asociado como fosfato) empleando diferentes técnicas analiticas.

El estudio involucré la medicion de hierro, cobre, sulfato y fésforo en 40 muestras de suelo
previamente caracterizadas con diversas caracteristicas fisicoquimicas, empleando
diferentes técnicas analiticas. Ademas, se evaluaron 8 parametros quimicos adicionales
en cada muestra. Con estos resultados, se estimé el error entre los resultados obtenidos
por las distintas técnicas para hierro, cobre, sulfato y fésforo, encontrando valores que

superaron el 50 %.

Posteriormente, se llevaron a cabo andlisis de correlaciones y componentes principales
(PCA) para identificar relaciones y patrones de variabilidad en el conjunto de datos, asi

como determinar qué parametros quimicos del suelo influyen en el error entre las técnicas.

Finalmente, se construy6 un modelo de regresion multiple para entender cémo y en qué
medida cada factor influye en el error entre las técnicas analiticas aplicadas. Los modelos
planteados lograron explicar entre el 75% y 80% del error para hierro, cobre y fésforo; no
obstante, para azufre se concluyd que la informacién recopilada no fue suficiente para

obtener un modelo explicativo.
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4.1 Introduccidn

En la actualidad, los desarrollos tecnolégicos han llevado a que se tenga una amplia gama
de técnicas analiticas para la medicion de un mismo analito. Estas técnicas analiticas
emplean diferentes principios de medicion, por lo que es necesario realizar una evaluacion
de la equivalencia de estas con el propésito de lograr obtener resultados comparables y
evitar que los errores analiticos se propaguen en los planes de fertilizacion. En este
contexto, es importante destacar que gran parte de las mediciones realizadas en el suelo
pueden estar fuertemente influenciadas por otras propiedades del suelo, como el pH, la
capacidad de intercambio cationico (CIC), la textura y la composicion organica [195]-[197].
Estas caracteristicas del suelo pueden afectar la disponibilidad y movilidad de los
nutrientes, asi como los resultados obtenidos por las diferentes técnicas analiticas
utilizadas. Por lo tanto, es fundamental considerar estas variables y evaluar su influencia

en los resultados de medicion.

Por lo anterior, con el propésito de estudiar la dependencia conjunta entre las variables
analizadas, se han aplicado métodos de estadistica multivariada, como el analisis de
componentes principales (PCA), el coeficiente de correlacién de Pearson y el andlisis de
conglomerados jerarquicos (HCA), entre otros. Estas aproximaciones se han utilizado de
manera destacada en la evaluacién de correlaciones entre las propiedades fisicas y
guimicas del suelo [198]-[200]

En este contexto, en este capitulo se presentan los resultados obtenidos en la aplicacion
de diferentes técnicas estadisticas que buscan analizar la relacion y posible dependencia
de los resultados de medicion obtenidos mediante diferentes técnicas analiticas y algunas
propiedades fisicoquimicas del suelo. Para esto, a través de técnicas multivariadas, se
pretende obtener una comprensién mas completa de los factores que pueden afectar la
comparabilidad de los resultados analiticos; lo que facilitaria la seleccion del material de
partida para la preparacion de un material de referencia de elementos disponibles en
suelos, si se tiene en cuenta que el contenido de algunos componentes del suelo podrian

influir en los resultados obtenidos por diferentes técnicas analiticas. Tener claridad sobre
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estas consideraciones al momento de la preparacion de los materiales, permitiria minimizar
los sesgos no identificados debidos a la matriz y mejorar la comparabilidad de los valores
obtenidos entre diferentes técnicas analiticas y los valores de referencia [28].

4.2 Experimental

4.2.1 Reactivos

Las disoluciones calibrantes empleadas para la cuantificacion de las muestras fueron
preparadas a partir de los MRC producidos y comercializados por el Instituto Nacional de
Estandares y tecnologia (NIST, de sus siglas en inglés): SRM 3126a solucién estandar de
hierro (Fe), SRM 3114 solucion estandar de cobre (Cu), SRM 3186 solucién estandar del
anién fosfato, SRM 3181 solucion estandar del anién sulfato. Se emplearon acidos de la
marca Merck, los cuales fueron subdestilados en el Instituto. Los estandares internos

empleados en la medicién fueron de la marca Merck.

4.2.2 Estudio de equivalencia

Para este estudio de establecimiento de equivalencias entre diferentes técnicas analiticas
se consideré6 emplear extractos de diferentes suelos que serian suministrados por
laboratorios externos; para esto se contactaron tres laboratorios que pudieran ser
colaboradores en este estudio. Por confidencialidad, estos no son identificados en el
documento. Lastimosamente, se presentaron inconvenientes logisticos y analiticos de dos
laboratorios; por lo cual, para el andlisis estadistico se emplearon Unicamente los extractos
y la informacion analitica suministrada por un Unico laboratorio, identificado en este

documento como Laboratorio 1.

El Laboratorio 1 suministré para este estudio cerca de 40 extractos de suelos para la
medicién de hierro, cobre, azufre y fosforo; junto con la informacion obtenida en su
cuantificacién e informacion de otras propiedades quimicas evaluadas acorde con sus
procedimientos internos de medicion. En la Figura 4-1 se presentan los extractantes
usados por el Laboratorio 1; asi como las propiedades quimicas de los diferentes suelos
que fueron empleados en este estudio. Todos los extractos de analisis fueron obtenidos
en dos o tres tandas o conjuntos de muestras de analisis, segun su esquema interno de

trabajo.
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Figura 4-1: Extractantes empleados por el Laboratorio 1 para el estudio de

equivalencias

Muestras de
suelos

Azufre
disponible

Fosforo
disponible

Hierro y cobre
disponible

Extractante Extractante Extractante
DTPA Bray Il Agua (Pasta
Saturada)
vy Y, )
L 1 —

Propiedades Quimicas: pH, Conductividad Eletrolitica

(CE), Capacidad de Intercambio Catidnico (CIC), Bases
intercambiales (Na, K, Ca, Mg), Mn

Por otra parte, es importante mencionar que el anién cloruro no fue tenido en cuenta en
este estudio de equivalencias debido a que el laboratorio no reporté los resultados

obtenidos para esta medicion.

Por su parte, el INM realizd la cuantificacion de los extractos a través de los métodos
desarrollados y validados (Ver Capitulo 2); por lo que, el estudio de equivalencias realizado
en esta investigacion corresponde a la comparacion entre las técnicas analiticas

presentadas en la Figura 4-2.

Figura 4-2: Técnicas analiticas empleadas en la cuantificacion de hierro, cobre, azufre

y fosforo disponible en suelos.
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4.2.3 Instrumentos y equipos

La medicion de cationes se realiz6 mediante absorcién atémica y plasma acoplado
inductivamente con detector de espectrometria de masas (ICP-MS). Para las mediciones
mediante ICPMS se empled un equipo NexION 300D de la marca Perkin Elmer. El equipo
cuenta con un automuestreador AS-10 de la misma marca. El plasma se generé aplicando
una potencia de 1300 W, con un flujo de Argén de 13,1 L/min, un flujo de gas auxiliar de
1,35 L/miny un flujo de gas de nebulizacién de 0,71 L/min. Se empleé una camara ciclonica
de cuarzo, nebulizador tipo Meinhard y sistema de conos de niquel. La posicion de la
antorcha, el flujo de gases, la potencia del plasma y los voltajes de deflexion fueron
optimizados diariamente mediante el uso de una disolucion de In, Be, U, Ce en
concentraciones cercanas a 1 ug/kg; con el objetivo de maximizar las sefiales de los
analitos, asegurar la precision del instrumento y reducir las interferencias debidas a efectos

de iones poliatdbmicos o doblemente cargados.

Las mediciones de absorcién atdmica se realizaron a longitudes de onda de 248,3 nmy

324,8 nm para hierro y cobre, respectivamente. La cuantificacion por esta técnica se realizé
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por calibracion externa, en un intervalo lineal entre 0,5 mg/L y 5 mg/L para los dos

elementos.

La medicion de sulfatos se realiz6 mediante espectrofotometria UV-Vis y cromatografia
i6nica capilar. Las mediciones cromatograficas se realizaron empleando un equipo Thermo
Scientific Dionex ICS 5000+, el cual tiene una bomba isocratica Dionex ICS 5000+ DP-5,
supresor en modo de recirculacion externo y un detector de conductividad mantenido a
una temperatura de 35 °C durante la medicién. La columna capilar empleada fue Dionex
lonPac™ AS19 Capilar (0,4 mm x 250 mm); el flujo de la fase movil correspondié a 0,01
mL/min. La separacion cromatografica se realiz6 mediante una rampa de concentracion
del eluente (hidroxido de potasio) en un intervalo entre 15 mM y 35 mM. El software usado

para el manejo del sistema y de los datos fue Chromeleon 7.2 SR 4.

Las mediciones mediante espectrofotometria se realizaron por espectrofotometria UV-Vis,
aplicando la metodologia de precipitacion del anion sulfato con iones bario. La longitud de
onda de medicion fue de 420 nm, y la cuantificacion se realiz6 por calibracion externa en

un intervalo lineal entre 1 mg/L y 40 mg/L.

La medicion de fosforo se realizé6 empleando un espectrofotdbmetro UV-Visible Evolution
201 el cual fue controlado mediante el software INSIGHT 2 de la marca Thermo Scientific.
La medicién se realiz6 a 890 nm de longitud de onda. La metodologia de cuantificacion
del Laboratorio 1 correspondié a la cuantificacion por calibracion externa, a una longitud

de onda de 880 nm y un intervalo lineal entre 1 mg/L y 20 mg/L.

El agua empleada para la preparacion de disolventes y como eluente de cromatografia fue
tratada por la unidad de agua centralizada CENTRA™ R/S200. El agua tratada fue
suministrada por una unidad PURELAB Flex, en la cual es irradiada con una lampara UV,
tratada a través de un cartucho depurador y microfiltrada a través de un filtro de 0,2 um,

para producir agua tipo |I.

4.2.4 Aseguramiento de la calidad de los resultados

Con el propésito de asegurar la calidad analitica de los resultados e identificar errores
sistematicos de los laboratorios en las diferentes etapas de extraccion y medicion, se

entregd al laboratorio un conjunto de muestras que fueron analizadas acorde con sus
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métodos internos de medicion. Estas muestras de control fueron analizadas por el
Laboratorio 1 en cada tanda o conjunto de andlisis donde se obtendrian extractos para
este estudio; por lo que debian ser cuantificadas junto con el conjunto de muestras de
andlisis de rutina. La jError! No se encuentra el origen de la referencia. se presentan

los controles empleados en cada una de las etapas del proceso de medicion.

Figura 4-3: Controles suministrados al Laboratorio 1, como parte del aseguramiento de
la calidad de las mediciones.

« C1: disoluciones
calibrantes de los
analitos de estudio,
preparados en
agua

* C2: Extract
Control de obtenidgag ;O)artir de

interferentes y - Iy
efecto matriz I:%I\)I;'\/||Jroducido por el

Control de « C3: Candidatos a
. 7 MR, producidos
extraccion por el INM

Para evaluar el error sistematico de la cuantificacion, sin matriz, se entregdé un primer
control (C1) el cual correspondi6é a disoluciones calibrantes (como muestras ciegas) de
hierro, cobre, sulfatos y fosfatos en concentraciones de 2,50 mg/kg; 1,50 mg/kg; 8,34
mg/kg (2,79 mg/kg expresado como azufre); 9,72 mg/kg (3,17 mg/kg expresado como
fésforo), respectivamente. Estas disoluciones fueron preparadas de manera gravimétrica
a partir de MRC, en concentraciones que no tuvieran que ser manipuladas por el personal,
sino que directamente fueran medidas y cuantificadas con las curvas de calibracién del

Laboratorio 1.

Para evaluar el error sistematico en la cuantificacion de extractos, se envié un segundo
control (C2) extracto de suelo obtenido de la extraccién de los candidatos a MR obtenidos
a partir de los métodos de extraccion descritos en el Capitulo 2, para que fueran

cuantificados segun los lineamientos del laboratorio. Asi mismo, estos extractos también
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fueron cuantificados por el INM aplicando los métodos de cuantificacion descritos en el
Capitulo 2.

Por ultimo, con el objetivo de identificar el error sistematico de los métodos, se les envio
como tercer control (C3) unidades de los candidatos MR1 y MR2 producidos en el INM,
dandoles las indicaciones de uso; tales como cantidad minima de muestra y relacion
suelo:extractante, para que realizaran las respectivas extracciones y cuantificaciones. Asi
mismo, en el INM se realiz6 la mediciébn de la propiedad con base en los métodos
presentados en el Capitulo 2.

4.2.5 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos y el establecimiento de las equivalencias entre las
técnicas analiticas empleadas en la medicién de los extractos se aplicd el esquema

presentado en la Figura 4-4.

Figura 4-4: Descripcion del andlisis estadistico de los resultados para establecer las

equivalencias entre técnicas analiticas
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2. Analisis
exploratorio

3. Identificacion
de variables
relevantes

4. Seleccion de
variables para el
modelo

5.
Establecimiento

Se construyeron diagramas de cajas con el objetivo de realizar la
identificacion de datos que fueran considerados anémalos, esto se
realiz6 para las variables latentes definidas.

Permitié identificar las correlaciones entre dos variables
conocidas de los suelos, incluyendo las mediciones por las dos
técnicas analiticas; e identificar si cada una estas influye a los
resultados obtenidas en cada una de las mediciones realizadas
por cada técnica.

Se aplico PCA para realizar un analisis exploratorio mas completo
e identificar las variables que mas relaciones tienen con la
variable latentes.

Para la seleccion de variables del modelo de regresion lineal
multiple se aplicaron los métodos: criterio de informacion Akaike
(AIC) con el modelo completo; AIC y el método bakcward; y
criterio bayesiano (BIC).

Una vez identificadas las variables del modelo, se contruye el
modelo con los coeficientes obtenidos en la aplicacion del

del modelo de
equivalencia

método backward. El modelo propuesto toma como
referencia los resultados obenidos por el INM.

El andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando el lenguaje de programacion R (version
2023.03.0+386) y varios paquetes especificos. Para la visualizacion de los datos, se
emplearon los paquetes 'ggplot2' (version 3.4.2) y 'GGally' (version 2.1.2). Para la lectura
de archivos de Excel, se utiliz6 el paquete 'readx!' (version 1.4.2).

En el andlisis multivariado, se utilizaron los paquetes 'ggbiplot’ (version 0.55) y ‘factoextra’
(version 1.0.7). El paquete 'ggbiplot’ proporcioné herramientas para visualizar los
resultados del analisis de componentes principales (PCA) de manera efectiva. Por su parte,
el paquete ‘factoextra’ permiti6 realizar andlisis adicionales, como el calculo de

correlaciones y la seleccién de variables relevantes.

Ademas, se utilizé el paquete 'ggfortify’ (version 0.4.16) para mejorar la visualizacion de
los resultados de los modelos de regresion multiple. Finalmente, se empled el paquete
'boot' (versién 1.3-28.1) para realizar pruebas de bootstrap y evaluar la robustez de los
resultados.

El codigo utilizado para el andlisis estadistico se encuentra disponible en el Anexo A.
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4.3 Resultados

A continuacion, se presentan los resultados del tratamiento estadistico realizado para la
obtencion de equivalencias entre las técnicas analiticas evaluadas en la medicion de
extractos de suelos para cada uno de los analitos de interés. Inicialmente, se presenta la
descripcion de las variables latentes propuestas; posteriormente, se mencionan las
herramientas estadisticas aplicada para la deteccidén de datos andémalos y el desarrollo del
analisis exploratorio a través de las matrices de correlaciones y; finalmente, se muestran
los mecanismos para la seleccién de variables y los modelos de equivalencia obtenidos a

partir de la aplicacion de estos.

4.3.1 Anélisis preliminar

Inicialmente, con el objetivo de evidenciar si existia correlacion entre las técnicas analiticas
para la medicion de los analitos de interés, se realizaron gréaficos de dispersion a partir de
los resultados obtenidos en la medicion de los extractos por las técnicas analiticas
consideradas. En un estado ideal, donde las dos variables se correlacionan totalmente, se
esperaria obtener una regresion lineal con un valor de coeficiente de correlacion (R) igual

a uno, pendiente cercana a 1 e intercepto igual a cero.

Acorde con los resultados obtenidos para cada uno de los analitos de estudio y las técnicas
evaluadas (Ver Figura 4-5), se evidencia que para ninguno de los casos de estudio hay
una correlacion completa. Es asi como en la medicion de hierro y cobre, donde se
estudiaron las técnicas CE-AA vs AP-ICPMS, se encontrd un valor de correlacion (R) de
0,773 (R?=0,598) y 0,810 (R? = 0,656), respectivamente. De otra parte, para azufre se
evidencia la menor correlaciéon con un valor de 0,065 (R?=0,255), empleando las técnicas
CE-UV-Vis vs AP-CI. Finalmente, para fosforo se encontré que, frente a los otros analitos
se tiene la mayor correlaciéon con un valor de 0,844 (R?=0,714); en este sentido es
importante aclarar que, debido a que no se pudo desarrollar el método analitico por
cromatografia ionica, solo se estdn comparando los métodos de cuantificacion que
corresponden a adicién patrén (AP) vs calibracion externa (CE), por lo que este resultado
era de esperarse si se considera que no se esta incluyendo un factor relacionado con la
variacion debida a la técnica analitica la cual podria aportar una mayor diferencia entre los

resultados obtenidos. A pesar de no contar con una técnica analitica diferente, es
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importante resaltar que el efecto de la calibracion resulta un factor determinante, en
especial considerando que AP es un método conocido por reducir los interferentes de la
matriz, los cuales se relacionan directamente con las propiedades del suelo. Es decir, para
los fines del presente estudio, mediante esta comparacion de técnicas se esta reduciendo
la variabilidad del estudio y se puede aproximar en primera instancia que se evalla

primordialmente el efecto de las interferencias sobre la técnica analitica.

Figura 4-5: Gréficos de dispersion para la medicion de (i) cobre por CE-AA vs AP-
ICPMS, (i) hierro por CE-AA vs AP-ICPMS, (iii) azufre por AP-CI vs CE-UV-Vis, (iv) fosforo
por AP-UV-Vis vs CE-UV-Vis

(i)

w
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Por otro lado, en los gréficos presentados en la Figura 4-5 se evidencia que la pendiente
mas cercana a 1, se obtiene para fosforo con un valor de 0,831; mientras que las
pendientes mayores se presentan para hierro y azufre cuyos valores corresponden a 4,491
y 1,509, respectivamente. Estds pendientes del modelo de regresién lineal estarian
indicando que hay diferencias entre los resultados ya que un cambio en una unidad medida
por ICPMS o ClI genera un cambio de 4,491 y 1,509 unidades de medicion por AA o UV-

Vis; para hierro y azufre respectivamente.

En cuanto a los interceptos de los modelos de regresion lineal, se evidencia que el valor
mas alejado de cero se encontré para azufre, cuyo intercepto es de 29,583; confirmando
gue, para este analito, los resultados obtenidos en la medicidon de extractos con las
técnicas analiticas evaluadas son significativamente diferentes. Entre tanto, el intercepto
obtenido en la regresion lineal para fésforo (3,513) esta evidenciando que hay diferencias
entre los resultados obtenidos cuando se aplica AP y CE, lo cual podria estar relacionado
a la presencia de interferentes que afectan la medicién, como se discutir4 posteriormente.
Por otra parte, en los interceptos obtenidos para la medicién de hierro y cobre, se observa
gue los valores son mas cercanos a cero (0,303 para cobre y 0,728 para hierro); pero aun
asi permiten evidenciar que hay diferencias entre los resultados obtenidos por ICPMS y
AA.

Finalmente, en cuanto a los coeficientes de determinacién (R?) se observa que para hierro,

cobre y fésforo se tienen valores entre 0,6 y 0,71; mientras que para azufre el coeficiente
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de determinacion es de 0,065; por lo que se puede establecer que el ajuste al modelo de
regresion lineal es bajo; principalmente para azufre. De manera general, estos resultados
permiten identificar diferencias entre las mediciones realizadas entre las técnicas analiticas

gue fueron consideradas dentro de este estudio.

4.3.2 Variables latentes

Una vez que se ha identificado que las técnicas analiticas empleadas para la medicion de
hierro, cobre, azufre y fésforo disponible en suelo no se correlacionan, se procedié a
proponer dos variables latentes que posteriormente funcionaran para realizar el
tratamiento estadistico mediante técnicas multivariadas. Las variables latentes permiten
analizar el comportamiento de dos variables de manera simultanea [201], [202]; por lo que,
en este estudio, dichas variables son empleados porque permiten representar la
equivalencia entre las técnicas analiticas y normalizar la variabilidad de los mensurandos

facilitando asi el proceso de identificacién de datos anémalos.

La primera variable latente de estudio fue identificada como “Relacion”, y corresponde a la

relaciéon entre las técnicas evaluadas. En la Ecuacion 4.1 se representa matematicamente

la variable latente “Relacién”.

Relacién = —NM__ (4.1)
XLaboratoriol

Donde: x; 4poratorio 1 COrresponde a los resultados obtenidos por el Laboratorio 1 para cada

uno de los analitos estudiados; y x;y corresponde a los resultados obtenidos por el INM,

cuantificados en todos los casos por adicién patron de un punto.

Idealmente, en el caso en que la equivalencia entre las técnicas sea alta, esperaria que la
variable latente “relacion” genere resultados iguales a 1. La Figura 4-6 presenta algunos
de los resultados obtenidos mediante el empleo de la expresién 4.1. Los resultados
encontrados indicaron que, para los mensurandos y técnicas analiticas de este estudio, se
observa un desvio de este comportamiento debido a que se evidencian diferencias entre
los resultados obtenidos para un mismo extracto confirmando asi la falta de correlacién
entre las técnicas analiticas. Los valores méas alejados de una relacion igual a 1 se obtienen
para la medicion de hierro y azufre, mientras que para fésforo se observa que los valores

de la variable latente son, en su mayoria, cercanos al valor esperado (Ver Figura 4-6).
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Figura 4-6: Resultados de la variable latente “Relacion” en las diferentes muestras de
suelos
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De otro lado, la segunda variable latente propuesta fue identificada como “Diferencia”, y
hace referencia a la diferencia entre los resultados de medicion obtenidos por cada una de
las técnicas analiticas (Ver Ecuacion 4.2).

Diferencia = Xyaporatorio 1 — XINM (4.2)

Donde: x;4poratorio 1 COrresponde a los resultados obtenidos por el Laboratorio 1, y x;yum

corresponde a los resultados obtenidos por el INM.

En un caso ideal, los resultados obtenidos con la variable latente “Diferencia” deberian ser
cercanos a cero. En este estudio, se evidencia un desvio importante de este

comportamiento confirmando que hay variaciones relevantes entre los resultados
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obtenidos por las diferentes técnicas analiticas empleadas. Valores negativos de esta
variable latente representan un valor de concentracion mayor obtenido por las mediciones
del INM en comparacion con los resultados del Laboratorio 1; mientras que valores
positivos mayores a cero indicarian que la concentracion informada por el Laboratorio 1 es
mayor que el resultado de cuantificacién obtenido en la medicidon por el INM. En este
sentido se observa que, para hierro se tienen Unicamente valores positivos asociados a la
variable latente “Diferencia”; mientras que, para cobre solo tres datos estan por encima de
una diferencia de 3 mg/kg, en valor absoluto. Por otro lado, para azufre se observan

diferencias significativas en los resultados de la variable latente.

Figura 4-7: Resultados de la variable latente “Diferencia” en las diferentes muestras de

suelos
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Es importante resaltar que, en los dos modelos matematicos propuestos para las variables
latentes generadas, se tom6 como referencia los resultados obtenidos en el INM, debido a
que las incertidumbres obtenidas por la aplicacion de los métodos de adicion patrén son
menores a las incertidumbres estimadas para calibracion externa [203], sin importar la

técnica empleada.

Una vez que se ha identificado que (i) entre las técnicas de estudio hay diferencias que
son relevantes, y (ii) que a través de la generacion de variables latentes se puede
representar la equivalencia entre las dos técnicas analiticas y facilitar la deteccién de datos
anomalos que pueden influir negativamente en los resultados; se procedié a desarrollar el

estudio de equivalencias entre las diferentes técnicas analiticas para cada mensurando.

4.3.3 Cobre: estudio de equivalencia entre ICPMS y AA.

4.3.3.1 Deteccion de datos anémalos
Con el objetivo de identificar datos anémalos se construyo el diagrama de cajas empleando
como variable de respuesta, la variable latente “Relacion”, dado que esta permite
normalizar los resultados permitiendo la comparacién de estos valores de todo el conjunto
de datos. En el diagrama cajas, los datos que se encuentran por fuera de los limites
superior o inferior de los bigotes se consideran anémalos por lo que pueden ser eliminados

para el posterior tratamiento estadistico [204].

En la Figura 4-8 (a) se observan algunos datos por encima del limite superior de la caja,
indicando que, del conjunto de datos, algunos son atipicos. En este caso, el niUmero total
de datos eliminados correspondié a 4 del conjunto tal de resultados obtenidos. Asi mismo,
en este diagrama se observa una mayor dispersion de los datos entre el cuartil 1 (Q1) y el
cuartil 2 (Q2) o la mediana; mientras que se tienen una concentracion de datos entre el

cuartil 2 (Q2) y el cuartil 3 (Q3), evidenciada en la distancia entre estos cuartiles

Figura 4-8: Diagrama de cajas de los resultados obtenidos para la variable relacién en
la identificacion de datos anémalos (i) para cobre, y (ii) diagrama obtenido posterior a la

eliminacion
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En la Figura 4-8 (ii) se puede observar que, posteriormente a la eliminacién de datos
anomalos, la variable latente “Relaciéon” se encuentra entre 0,12 y 1. En comparacion con
la Figura 4-8 (i), la mediana, cuyo valor es de 0,80, se mantiene; por lo que los datos
anoémalos no estan influyendo sobre este valor. Asi mismo, se puede notar que el conjunto
de datos presenta una distribucion asimétrica negativa, al tener una concentracion de estos
entre el cuartil 2 (Q2) y el cuartil 3 (Q3). Finalmente, se observa que el 50 % de los

resultados de la variable relacion se encuentran distribuidos en entre 0,66 y 0,88.

4.3.3.2 Analisis Exploratorio
Una vez se realiz6 la eliminacién de datos anémalos, se procedié a construir matrices de
correlaciones que permitieran evidenciar: (i) relaciones entre los resultados de medicion
obtenidos por cada una de las técnicas y otras propiedades del suelo (Ver Figura
4-9iError! No se encuentra el origen de lareferencia.); (ii) relaciones entre las variables
latentes propuestas con otras propiedades del suelo (Ver Figura 4-10 y Figura 4-11,
respectivamente) y (iii) relaciones entre las transformacion matematica de logaritmos de
las variables latentes con otras propiedades del suelo (Ver jError! No se encuentra el
origen de la referencia. y Figura 4-11); esto con el fin de identificar las variables con
mayor correlacion con las variables respuesta ( diferencia o relacion) y seleccionar el
conjunto de datos que permitiera obtener un modelo con aquellas variables que expliquen

en mayor medida la diferencia entre las técnicas.

Figura 4-9: Matriz de correlaciones entre los resultados obtenidos para cobre por AA e
ICPMS y algunas propiedades del suelo
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En la Figura 4-9, se puede observar gue no hay una correlacion completa (100%) entre
las concentraciones obtenidas por ICP-MS y Absorcion atdmica, al encontrarse un
coeficiente del 0,81 (81 %); lo que indica que hay un 19 % de desvio entre las técnicas.
Por otro lado, se observan otro tipo de correlaciones tales como los resultados de
absorcion atémica con la variable pH (correlacion del 0,45) y con el contenido de
manganeso (correlacién del 0,476) y magnesio (correlacion de 0,413); e ICPMS con las
variables de pH (correlacion de 0,408), conductividad electrolitica (correlacion de 0,417),
contenido de magnesio (correlacion de 0,370) y manganeso (correlacion de 0,557).

Figura 4-10: Matriz de correlaciones entre la variable “Diferencia” y algunas propiedades

del suelo para la medicién de Cobre
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Al evaluar las correlaciones de la variable “Diferencia” con otras propiedades del suelo (Ver
Figura 4-10) se observa que principalmente se tienen correlaciones negativas con las
propiedades estudiadas; por lo que, ante un aumento en el pH, conductividad electrolitica,
potasio, magnesio y manganeso generarian una disminucién en la diferencia entre los
resultados obtenidos mediante el uso de estas técnicas analiticas. Asi mismo, las
correlaciones mas significativas se obtienen con el contenido de manganeso con un valor

de -0,448 y la conductividad electrolitica con una correlacion de -0,361.

Figura 4-11: Matriz de correlaciones entre la variable “Relacion” y algunas propiedades

del suelo para la medicion de cobre
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En cuanto a las correlaciones de la variable “Relacion” con otras propiedades del suelo
(Ver Figura 4-11) se puede establecer que no hay correlaciones que superen el 25 % con
ninguna propiedad estudiada. Las correlaciones mas altas se encuentran para magnesio,

conductividad electrolitica y potasio.

Por otro lado, en cuanto a las transformaciones matematicas de las variables latentes, que

corresponden a logDiferencia y logRelacion (Ver Figura 4-10 y Figura 4-11,
respectivamente) se evidencia que en ningun caso hay correlaciones significativas con

alguna propiedad del suelo que pudieran explicar el comportamiento de estas variables.

En este marco, de acuerdo con las correlaciones evaluadas, se establece que, de las
variables latentes estudiadas, la variable “Diferencia” presenta una mayor correlacion con
otras propiedades del suelo, al influir estas sobre el comportamiento de dicha variable. Por
lo tanto, esta variable latente fue seleccionada como la variable de estudio para el

establecimiento de los modelos que se presentan en el numeral 4.3.3.4.

4.3.3.3 Identificacién de variables de influencia.
Una vez seleccionada la variable latente e identificadas algunas de las correlaciones entre
las variables del suelo evaluadas con los resultados obtenidos en la medicién de cobre

mediante los métodos AA e ICPMS, se realiz6 el Andlisis de Componentes Principales
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(PCA) utilizando la variable "Diferencia" y las propiedades del suelo disponibles. El andlisis
de componentes principales proporciona una vision global de la estructura de los datos y
destaca las relaciones mas importantes entre las variables. En este caso, el PCA permite
comprender como las propiedades del suelo contribuyen a la variaciéon en la medicién de
cobre, lo que nos ayuda a identificar los factores clave que influyen sobre la diferencia

obtenida entre las técnicas analiticas.

Inicialmente, para determinar el nimero adecuado de componentes principales, se analizé
la grafica de valores propios (Figura 4-12). Esta gréfica permite evaluar la variabilidad
explicada por cada componente principal. La Figura 4-12 muestra que los componentes 1
y 2 son capaces de explicar aproximadamente el 60 % de la variacion de los datos. Al
incluir los componentes 3y 4, se alcanza una explicacién de mas del 80 % de la varianza,
lo cual es considerado un valor relativamente alto en este tipo de analisis. Estos resultados
indican que los primeros componentes principales capturan la mayoria de la informacion

relevante con relacién a las propiedades del suelo y su relacién con la medicién de cobre.

Figura 4-12: Gréfica de valores propios para el analisis de componentes principales en
la medicién de Cobre
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La Figura 4-13 presenta el biplot obtenido mediante el andlisis de componentes
principales; en la que se evidencia que la variable “Diferencia” tiene correlaciones
negativas con variables como manganeso, y conductividad electrolitica (CE); lo que implica
gue estas variables afectan directa e inversamente la diferencia obtenida en la medicion
entre las dos técnicas analiticas. La longitud de estos vectores indica que la CE afecta en
mayor medida a la variable diferencia en comparacién con el contenido de manganeso.
En cuanto a las propiedades de CIC y contenido de sodio se puede mencionar que no hay
influencia sobre la variable latente de estudio al encontrarse estos vectores en un angulo
muy cercano a 90° entre si, lo cual confirma el comportamiento observado en la respectiva
matriz de correlacion. Por otro lado, se observa que los vectores de las propiedades pH,
magnesio y potasio, al estar en un angulo mayor a 90° con el vector diferencia, influyen
negativamente a la variable “Diferencia”, concordando esta observacién con los resultados

obtenidos en la matriz de correlacion (Ver Figura 4-10).

Figura 4-13: Biplot para las variables estudiadas en la medicién de Cobre
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4.3.3.4 Establecimiento del modelo
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Posteriormente, se procedié a establecer un modelo de regresién multiple que permita
analizar la relacién entre la concentracion de cobre en suelos medida por los métodos ICP-
MS y Absorcién Atdomica (AA), asi como investigar la influencia de variables del suelo en
la diferencia obtenida en estas mediciones. Es decir, es una expresion mateméatica que
permite lograr comparabilidad en las mediciones entre las dos técnicas. EI modelo de
regresion lineal maltiple es una técnica estadistica que busca establecer una relacion lineal

entre una variable dependiente y varias variables independientes.

En el caso especifico de este estudio, el modelo de regresién multiple se utiliza para
predecir la concentracion de cobre medida por ICPMS en suelos a partir de la
concentracion medida por absorcion atomica y las variables del suelo; es decir que,
mediante este enfoque de regresiéon multiple, se busca obtener un modelo estadistico que
permita comprender y predecir de manera exacta la concentracion de cobre en suelos por

una u otra técnica, teniendo en cuenta las variables del suelo.

En primera instancia, es necesario establecer las variables del suelo que realmente afecta
a la variable latente “Diferencia”; para esto se empleé el criterio de informacion de Akaike
(AIC) el cual evalta la calidad relativa del modelo y permite seleccionar las variables mas

relevantes [205].

El proceso de construccion del modelo comienza con la inclusién de todas las variables
evaluadas en el suelo, el cual se presenta en la Ecuacién 4.3:

Y = Po + B1x + BopH + B3CE + B4K + fsCa + BgMg + f;Na + BgCIC + foMn (4.3)
Donde: y corresponde a la concentracion obtenida ICPMS

Bo..x corresponde a los coeficientes de cada variable en el modelo propuesto

x corresponde la concentracién obtenida por absorcion atémica.

En la Tabla 4-1 se presentan los resultados obtenidos para los coeficientes de las variables

estudiadas para el establecimiento del modelo.

Tabla 4-1: Resultados de los coeficientes del modelo de regresion multiple en la

aplicacion del criterio de informacién de Akaike (AIC) para la medicion de cobre



Capitulo 4 117

Variable Identificacion Coeficiente Probabilidad
Intercepto Bo -1,211 0,364
AA By 0,794 0,000045
pH B> 0,176 0,498
CE Bs 0,295 0,098
K B, -0,00024 0,781
Ca Bs 0,000072 0,671
Mg Be -0,0024 0,130
Na B, 0,0012 0,400
CiC Bs 0,0059 0,632
Mn Bo 0,0558 0,00062

Los resultados presentados en la tabla anterior indican que las variables relevantes
corresponden a AA y Mn al tener un valor de probabilidad menor a 0,01. Por otro lado, el
valor de p obtenido correspondié a 2,88x101°, lo cual indica que es un modelo altamente
significativo (p-value < 0,01) y aparentemente tiene una buena capacidad predictiva, ya

gue el valor de R-cuadrado ajustado es de 0,8115.

Los coeficientes estimados indican que el contenido de manganeso en el suelo esta
positivamente relacionado con la concentracion de cobre medida por ICPMS (Coeficiente
de 0,0558, p-value igual a 0,000621), lo que sugiere que los suelos con mayor contenido
de manganeso tienen una mayor concentracion de cobre medida por ICPMS en

comparacion con la medida por absorcién atémica.

Por otro lado, las variables pH, K, Ca, Mg, CE, Na y CIC no mostraron una relacion
significativa con la diferencia en la concentracién de Cu entre las dos técnicas de analisis
(p-value > 0,01).

Posteriormente, con el objetivo de evitar el sobreajuste del modelo, es decir, la inclusién
de variables no relevantes que podrian comprometer la capacidad predictiva del modelo
en nuevos datos, se implemento el analisis paso a paso hacia atras (backward stepwise
en inglés), que consiste en comenzar con el modelo completo, que incluye toas las
variables, y eliminar secuencialmente las variables menos importantes una a una mediante

la estimacion del criterio de informacion de Akaike (AIC). En cada etapa, se estimo el AIC
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del modelo resultante para determinar si la eliminacion de la variable afectaba
significativamente la capacidad predictiva. El proceso continué hasta alcanzar el modelo
mas simple que se podia obtener sin perder demasiada informacion relevante. La Tabla
4-2 presenta los resultados generales obtenidos en esta etapa.

Tabla 4-2: Resultados obtenidos para la aplicacion del analisis backward stepwise
con AIC para la medicién de cobre

No. paso Variables incluidas Variables excluidas | AIC obtenido
AA, pH, CE, K, Ca, Mg, Na, .
1 No aplica -25,52
CIC, Mn
AA, pH, CE, Ca, Mg, Na,
2 K -27,42
CIC, Mn
AA, pH, CE, Mg, Na, CIC,
3 Ca -29,22
Mn
4 AA, pH, CE, Mg, Na, Mn CiC -30,66
5 AA, pH, CE, Mg, Mn Na -32,37
6 AA, CE, Mg, Mn pH -32,74
7 AA, CE, Mn Mg -33,54

La tabla anterior, muestra la evolucion del modelo a lo largo del proceso de seleccién de
variables, desde el modelo inicial hasta el modelo final. Cada fila representa el modelo
obtenido después de eliminar una variable. El valor de AIC se utiliza para seleccionar el

mejor modelo, en donde se busca el menor valor posible.

Los resultados muestran que la variable Potasio es la menos importante y se elimina en la
primera etapa del andlisis. En las otras etapas, por orden se elimina calcio, CIC, sodio, pH
y magnesio. El modelo resultante incluye las variables AA, CE y Mn, las cuales tienen un

impacto significativo en la variable de respuesta ICPMS.

En conclusion, los resultados del andlisis de seleccidon de variables sugieren que las
variables mas importantes para predecir la diferencia entre las técnicas AA e ICPMS son
CE y Mn. Estas variables pueden ser utilizadas en un modelo de regresion mdltiple mas

simple para predecir la concentracion de ICPMS. Este modelo final tuvo un AIC de -33,54,
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gue fue el més bajo de todos los modelos evaluados, lo que sugiere que es el modelo mas
adecuado para explicar los datos. El modelo corresponde a:

ICPMS = By + ByAA + BoCE + BsMn (4.4)

Por otro lado, con el propdésito de confirmar la significancia de las variables, se emple6
adicionalmente el criterio de informacion bayesiano (BIC), el cual es otro método utilizado
para seleccionar las variables. Al igual que el AIC, el BIC se basa en la probabilidad y el
namero de parametros del modelo; sin embargo, BIC es mas estricto para los modelos con
un mayor numero de parametros, lo que significa que favorece la simplicidad del modelo.
Los resultados obtenidos indicaron que se confirma la relevancia de las variables
seleccionadas por el criterio AIC. Por lo anterior, el modelo de regresibn mdultiple
considerard las variables presentadas en la Ecuacién 4.4. En la Tabla 4-3 se presentan

los resultados de la aplicacion de este criterio.

Tabla 4-3: Resultados de la aplicacion del criterio de informacién Bayesiano (BIC) para

la seleccién de variables en la medicién de cobre

No. paso Variables incluidas Variables excluidas BIC obtenido
AA, pH, CE, K, Ca, Mg, Na, )
1 No aplica -5,45
CIC, Mn
AA, pH, CE, Ca, Mg, Na,
2 K -9,35
CIC, Mn
AA, pH, CE, Mg, Na, CIC,
3 Ca -13,16
Mn
4 AA, pH, CE, Mg, Na, Mn CIC -16,61
5 AA, pH, CE, Mg, Mn Na -20,32
6 AA, CE, Mg, Mn pH -22.7
7 AA, CE, Mn Mg -25,51

Una vez identificadas las variables que tienen mayor relevancia en los modelos de
equivalencias, se procedio a estimar los coeficientes de estas variables, los cuales son
presentados en la Tabla 4-4, mientras que el modelo propuesto para la medicién de cobre

es presentado en la Ecuacién 4.5.
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Tabla 4-4: Coeficientes de las variables del modelo de equivalencia propuesto para la

medicién de cobre por ICPMS

Variable Identificacion Coeficiente Probabilidad
Intercepto Bo -0,201 0,152
AA b1 0,930 1,33 x 108
CE B3 0,197 0,059
Mn By 0,0368 0,00031
ICPMS = —0,201144 + 0,930402 AA + 0,197302 CE + 0,036787 Mn (4.5)

El modelo final se ajusta a los datos con un R-cuadrado de 0,826, lo que significa que el
modelo explica el 82,65 % de la variable de respuesta (ICPMS) después de tener en cuenta
las variables predictoras. Por otro lado, el valor p de este modelo corresponde a 2,17x10°
14 lo que indica que este es un modelo altamente significativo. En este punto es importante
resaltar que el modelo propuesto permite reducir el error inicial; pero, aun asi, el error que

se mantiene podria ser explicado con otras propiedades no consideradas en este estudio.

En cuanto a los coeficientes, podemos observar que las variables predictoras
correspondientes a AA y Mn son significativas (p <0,05), excepto el CE, que tuvo p-value
de 0,059473. Esto significa que, después de tener en cuenta los efectos de las otras
variables predictoras, los niveles de AA y Mn tienen un efecto significativo sobre la variable
de respuesta ICP-MS. Ademas, se pueden interpretar los coeficientes estimados asi: (i) el
coeficiente de CE indica que un aumento de una unidad en los niveles de ICPMS se asocia
con un aumento de 0,1973 unidades de CE, manteniendo constantes las otras variables
predictoras; teniendo en cuenta que los valores de CE evaluados se encuentran entre
0,069 mS/cm y 6,0 mS/cm. (ii) El coeficiente de Mn indica que un aumento de una unidad
en los niveles de la variable respuesta se asocia con una disminucién de 0,036787

unidades de Mn, manteniendo constantes las otras variables predictoras.

Finalmente, se encuentra que el intercepto (Bo), cuyo coeficiente es -0,201 con una
probabilidad asociada de 0,152. Aunque el coeficiente no es estadisticamente significativo,
sugiere que cuando todas las demas variables son cero, se espera un valor de Cobre de -

0,201. Lo anterior también puede indicar que el modelo se podria simplificar ain mas, sin
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embargo, siempre es recomendable emplear este pardmetro para mejorar la capacidad de
prediccion de los modelos.

En general, se puede concluir que el modelo final explica bien la relacion entre las variables
predictoras y la variable de respuesta; y que el contenido de Mn, principalmente, es
importante para predecir los niveles de ICPMS.

Desde el punto de vista analitico, la presencia de manganeso y el aumento de la
conductividad electrolitica en las muestras de suelo pueden afectar los resultados de
ICPMS y Absorcién Atémica para la medicidén de cobre. Estos efectos pueden atribuirse a
interferencias espectrales en el caso de la Absorcion Atomica y a cambios en la formacion
de aerosoles y transferencia de iones en el caso de ICPMS. Es importante considerar estos
factores al interpretar los resultados y realizar correcciones o ajustes apropiados en el

analisis de muestras de suelo.

Para los otros mensurandos estudiados, se empled la misma estrategia de analisis
presentado para cobre; por lo que para hierro, azufre y fésforo se presentan, a

continuacion, los resultados de una manera mas resumida.

4.3.4 Hierro: estudio de equivalencia entre ICPMS y AA.

4.3.4.1 Deteccién de datos anomalos
La Figura 4-14 (i) presenta el diagrama de cajas para la medicién de hierro, incluido los
datos andmalos. En este estudio, el nimero de datos eliminados por considerarse
andémalos correspondi6 a 3. Esta eliminacion no afecto la mediana del conjunto de datos,
ni la distribucion de los datos en los cuartiles. En la Figura 4-14 (i) se evidencia que, luego
de la eliminacion de los datos anémalos, estos se distribuyen en el intervalo de la variable
latente “Relacion” entre 1,7 y 7,3; por lo que se puede establecer que, en todo el conjunto
de datos, los resultados de ICPMS fueron menores que los resultados obtenidos por AA
para un mismo extracto, demostrando que hay diferencias entre las técnicas analiticas.
Por otro lado, se observa una asimetria positiva en la distribucién de los datos, al estar
concentrados entre el cuartil 1 (Q1) y el cuartil 2 (Q2) o la mediana, cuyos valores
corresponden a 2,8 y 3,2, respectivamente. Adicionalmente, se identifica que la mayor
dispersion de los datos se encuentra entre el cuartil 2 (Q2) y el cuartil 3 (Q3), al estar en el

intervalo entre 3,2y 5,9.
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Figura 4-14: Diagrama de cajas de los resultados obtenidos para la variable relacion (i)
previo a la eliminacion de datos anémalos, y (ii) posteriormente a la eliminacion de datos
para la medicién de hierro

0] (ii)
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4.3.4.2 Analisis Exploratorio
En cuanto a las variables latentes generadas para el estudio, se identifico que la variable
“Diferencia” es la que presenta mejor correlacion con las otras propiedades del suelo
consideradas en el estudio, tales como CIC, sodio, calcio y potasio (Ver Figura 4-15), por

lo que esta variable se defini6 como la variable latente objeto de estudio.

Figura 4-15: Matriz de correlaciones entre la variable “Diferencia” y algunas propiedades
del suelo para la medicién de hierro
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La mayor correlacion de la variable “Diferencia” se tiene con sodio al presentar una
correlacion positiva con un coeficiente de 0,932; por lo que un alto contenido de sodio en
las muestras podria afectar las variaciones identificadas en la medicibn de este
mensurando. Por otro lado, para las correlaciones con CIC, Ca y K se tienen coeficientes
del 0,430; 0,330; y 0,284 respectivamente; en todos los casos manteniendo correlaciones
negativas, por lo que un aumento en estas variables generaria una disminucién en la
diferencia obtenida entre los resultados de las técnicas analiticas. Asi mismo, de acuerdo
con el coeficiente de correlacion, tendria mas influencia sobre la diferencia la propiedad

CIC, en comparacion con la influencia que podria ejercer K sobre estos resultados.

4.3.4.3 Identificacion de variables relevantes
En la gréfica de valores propios (Ver Figura 4-16) se identific6 nuevamente que las
dimensiones 1y 2 explican la mayor variacion de los datos con cerca de un 60%; por lo
que estos primeros componentes reunirian la informacién mas importante relacionando las
propiedades del suelo con la diferencia en la medicién de hierro empleando como técnicas
analiticas ICPMS y AA; debido a esto, el Andlisis de Componentes Principales fue

estudiado a partir de las dimensiones 1y 2.

Figura 4-16: Gréfica de valores propios para el analisis de componentes principales en

la medicién de hierro
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En la Figura 4-17, correspondiente al biplot para la medicion de Hierro, se evidencia la
fuerte correlacién de la variable “Diferencia” con el contenido de sodio en el suelo; y la
correlacion negativa esta variable con la CIC del suelo, al estar este vector totalmente
opuesto a la direccion del vector Diferencia; asi mismo, se puede mencionar que el sodio
afecta en mayor proporcion la diferencia entre las técnicas analiticas, ya que la longitud
del vector es mayor comparada con el vector CIC. Por el contrario, las variables pHy CE
no tienen influencia sobre la diferencia. Con relacién a la influencia de las variables Mg,
Mn, Ca y K sobre la variable “Diferencia”, se puede mencionar que estas influyen
negativamente sobre esta, siendo Mn y K las de menor afectacion al tener un vector de
menor longitud. En cuanto al error entre las técnicas analiticas, se puede mencionar que
los valores mas altos (azul oscuro) podrian estar relacionados con la presencia de sodio
en las muestras, al distribuirse estos datos en el cuadrante de este vector. La fuerte
influencia de sodio sobre la variable diferencia para la medicién de Hierro identificada a
través del PCA se encuentra en concordancia con el andlisis preliminar realizado mediante

la identificacion a través de la matriz de correlaciones (Ver Figura 4-15).

Figura 4-17: Biplot para las variables estudiadas en la medicion de hierro
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En cuanto al establecimiento del modelo de regresion mudltiple, se partié6 de considerar

todas las variables evaluadas (Ver Ecuacién 4.3). Los resultados obtenidos para los

coeficientes del modelo y la significancia de las variables aplicando el criterio de

informacion de Akaike (AIC) se presenta en la Tabla 4-5.

Tabla 4-5: Resultados de los coeficientes del modelo de regresion mdltiple en la

aplicacion del criterio de informacion de Akaike (AIC) para la medicién de hierro

Variable Identificacion Coeficiente Probabilidad
Intercepto Bo 7,84 0,453
AA B1 0,294 2,43 x 102
pH B, -1,04 0,600
CE Bs -2,04 0,185
K Ba 0,0140 0,068
Ca Bs -0,00035 0,821
Mg Be -0,00157 0,892
Na B, -0,134 2,33x10°
CiC Bs -0,0198 0,800
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Mn Bo 0,102 0,291

En la aplicacion del estimador AIC se evidencia que el modelo es altamente significativo y
posee una buena capacidad predictiva al obtenerse un valor de p de 3,412 x 10 (p-value
< 0,01) y un valor de R-cuadrado ajustado de 0,7952. Con base en los resultados
presentados en la Tabla 4-5, se evidencia que sodio posee una relacion negativa
significativa con la concentracién de hierro medida por ICP-MS (Coeficiente de -0,13385 y
p-value igual a 0,0000233); por lo que, al tener una mayor concentracion de sodio en las

muestras, se puede obtener una menor concentracion de Hierro cuantificado.

Por otro lado, las variables restantes no presentaron una relacion significativa con la
diferencia en la concentracion de hierro entre las dos técnicas analiticas evaluadas, ya que

se obtuvieron valores p mayores a 0,01.

Por otra parte, en la aplicacion del andlisis paso a paso hacia atras con AIC (Ver Tabla
4-6), se evidencia que Mg y la CIC son las variables de menor influencia sobre la medicién
de hierro por ICPMS al ser eliminadas en las primeras etapas. Como resultado de la
aplicaciéon de este método para la identificacion de variables, se evidencia sodio y potasio
son las variables de mayor influencia sobre los resultados de medicién obtenidos por ICP-

MS; por lo que el modelo incluye estas variables.

Tabla 4-6: Resultados en la aplicacion del analisis backward stepwise con AIC para la

medicién de hierro

No. paso Variables incluidas Variables excluidas | AIC obtenido
AA, pH, CE, K, Ca, Mg, Na, )
1 No aplica 208,9
CIC, Mn
AA, pH, CE, K, Ca, Na, CIC,
2 Mg 206,9
Mn
3 AA, pH, CE, K, Ca, Na, Mn CiC 205,0
4 AA, pH, CE, K, Na, Mn Ca 203,2
5 AA, CE, K, Na, Mn pH 202,3
6 AA, K, Na, Mn CE 202,0
7 AA, K, Na Mn 202,0
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Acorde con los estimadores aplicados hasta este punto, se coincide en que la variable de
mayor influencia sobre la diferencia entre las técnicas AA e ICPMS corresponde al
contenido de sodio principalmente. EI modelo resultante en la aplicacion del andlisis
backward con el criterio AIC es presentado en la Ecuacion 4.6.

ICPMS = By + BLAA + B,Na + BsK (4.6)

Por otro lado, en la aplicacion del criterio bayesiano (BIC) para confirmar las variables de
mayor significancia se encontré que la variable de mayor influencia en la diferencia de los
resultados de las dos técnicas analiticas corresponde al contenido de sodio (Ver Tabla
4-7), ratificando los resultados obtenidos por los otros estimadores aplicados.

Tabla 4-7: Resultados de la aplicacion del criterio de informacién Bayesiano (BIC) para

la seleccion de variables en la medicién de hierro

No. paso Variables incluidas Variables excluidas BIC obtenido
AA, pH, CE, K, Ca, Mg, Na, ]
1 No aplica 228,23
CIC, Mn
AA, pH, CE, K, Ca, Na, CIC,
2 Mg 224,32
Mn
3 AA, pH, CE, K, Ca, Na, Mn CiC 220,47
4 AA, pH, CE, K, Na, Mn Ca 216,68
5 AA, CE, K, Na, Mn pH 213,95
6 AA, K, Na, Mn CE 211,68
7 AA, K, Na Mn 209,75
8 AA, Na K 208,65

Aunque sodio es la variable de mayor influencia al identificarse en los tres métodos
aplicados, se incluye en el modelo final la variable potasio con el objetivo de explicar en
mayor medida los errores evidenciados, teniendo en cuenta que se consideré como

significativa en la aplicacion de los estimadores backward stepwise con AIC.
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En la Tabla 4-8 se presentan los coeficientes de las variables del modelo de equivalencia
propuesta para la medicion de hierro por ICPMS, en funcion de las variables AA, Nay K; y

en la Ecuacion 4.7 se describe el modelo propuesto.

Tabla 4-8: Coeficientes de las variables del modelo de equivalencia propuesto para la

medicién de hierro por ICPMS

Variable Identificacion Coeficiente Probabilidad
Intercepto Bo 2,412 0,198
AA B1 0,300 7,58x1071°
K Ba 0,0069 0,108
Na B -0,145 1,42x10°7
ICPMS = —2,41157 + 0,3004 AA + 0,006909 K — 0,144518 Na 4.7)

El modelo final se ajusta a los datos con un R-cuadrado de 0,8025, lo que significa que el
modelo explica el 80,25 % de la variacion en la variable de respuesta (ICPMS) después de
tener en cuenta las variables predictoras. Por otro lado, se puede establecer que este
modelo es altamente significativo debido a que el valor p corresponde a 2,2x10°.

Con relacién a los coeficientes se puede evidenciar que las variables AA y sodio son
significativas al obtenerse valores de p menores a 0,05; por lo que se puede mencionar
gue estas variables tienen una mayor influencia sobre la variable respuesta ICPMS. Por
su parte, el coeficiente de sodio indica que un aumento en una unidad de la variable de
respuesta (ICPMS) genera una disminuciéon en 0,145 unidades de la concentracion de
sodio; es decir que una alta concentracion de sodio puede disminuir la concentracion de
hierro medida por ICPMS. Esta influencia puede estar asociada a dos factores
instrumentales; el primero de estos se encuentra relacionado con el alto contenido de sales
gue, en la desolvatacion, se depositan sobre el cono sampler del ICPMS disminuyendo la
eficiencia en el transporte de los iones hacia el sistema de deflexion, generando errores
en la medicién. El segundo factor esta asociado a la supresién de la ionizacion, ya que un
alto contenido de elementos facilmente ionizables en la matriz puede reducir el potencial

de ionizacion del plasma [206].
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4.3.5 Azufre: estudio de equivalencia entre Cl y UV-Vis

4.3.5.1 Deteccion de datos anémalos
En la Figura 4-18 (i) se evidencia la presencia de datos andmalos, cuyos datos para la
variable “Relacion” se encuentran por encima de 9. El numero total de datos anémalos que
fueron identificados y eliminados a partir del diagrama de cajas correspondi6 a 6. Por otro
lado, la eliminacion de estos datos afecto la distribucion de la informacién en los cuartiles
por lo que se observa que el limite del bigote superior cambi6 luego del descarte de datos.
El la Figura 4-18 (ii) se observa que la variable “Relacion” para la medicion de azufre por
Cl y UV-Vis se encuentra distribuida entre 0,14 y 5,56 evidenciando diferencias
significativas entre los resultados obtenidos por las técnicas analiticas para un mismo
extracto. Adicionalmente, se puede notar una distribucion mas simétrica entre los cuartiles
1, 2y 3; entre los cuales se encuentra el 50% de los datos y cuyos valores corresponden

al,19, 2,17 y 3,06, respectivamente.

Figura 4-18: Diagrama de cajas de los resultados obtenidos para la variable relacion (i)
previo a la eliminacion de datos anémalos, y (ii) posteriormente a la eliminacion de datos

para la medicion de azufre.
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4.3.5.2 Andlisis Exploratorio
Inicialmente, es importante volver a mencionar que la correlacion entre las técnicas de
medicién UV-Vis vs Cl es la mas baja de las correlaciones estudiadas, ya que tan soélo

correlacionan el 25,5 % de los resultados (Ver Figura 4-5 (iii)).
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Aun asi, se realiz6 el andlisis exploratorio de las correlaciones entre las variables latentes

“Diferencia” y “Relacion” con las otras variables de estudio correspondientes a las

propiedades de los suelos. En las Figura 4-19 y Figura 4-20 se evidencia que, de las

variables latentes propuestas, tan solo la variable “Diferencia” correlaciona con la

Conductividad electrolitica en tan sélo 36,1 %; mientras que la variable “Relacion” no

correlaciona significativamente con ninguna propiedad del suelo.

Figura 4-19: Matriz de correlaciones entre la variable “Diferencia” y algunas propiedades

del suelo para la medicion de azufre
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Figura 4-20: Matriz de correlaciones entre la variable “Relacion” y algunas propiedades

del suelo para la medicién de azufre
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Aunque no se evidenciaron correlaciones significativas, se realizé todo el analisis

multivariado empleando la variable “Diferencia”. Los modelos obtenidos no resultaron ser

adecuados para explicar el error obtenido en la aplicacién de las técnicas analiticas

analiticas evaluadas, por lo que se decidié omitir estos resultados. Como parte de la

evidencia de la influencia poco significativa de las variables de estudio sobre el error de

las mediciones, se presenta el biplot para las variables consideradas en la medicién de

azufre (Ver Figura 4-21); en la cual se evidencia que el vector asociado a la variable

diferencia tiene una magnitud muy baja en comparacion con los otros vectores, indicando

gue no hay relacién entre este y las variables estudiadas.

Figura 4-21: Biplot para las variables estudiadas en la medicion de azufre
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La baja correlacion que se evidencia entre las técnicas evaluadas (correlacion de 0,255
Ver Figura 4-5 (iii)) podria deberse a la diferencia en el comportamiento de las técnicas de
medicion empleadas. La medicion de azufre disponible por espectrofotometria es un
método que, originalmente deberia ser evaluado por turbidimetria, ya que este se basa en
la precipitacién del anidn sulfato en presencia de iones bario. Aungue ha sido un método
de medicion ampliamente usado [207], puede contribuir a errores analiticos generados por:
(i) la presencia de interferentes que afectan la medicion, tales como la presencia de materia
organica o la coprecipitacién con iones metdlicos; y (ii) la necesidad de replicacion de las
condiciones de formacion del precipitado de sulfato de bario que incluyen tiempo y
velocidad de agitacion y tiempo de espera en la formacion de la suspension antes de la
medicion [82], [207].

Por otra parte, en la medicidbn por cromatografia ionica se podria subestimar la
cuantificacion del anion sulfato debido a que la presencia de iones trivalentes
(particularmente iones aluminio) en medio bésico puede favorecer la formacion de
compuestos de coordinaciéon en los cuales no se detecte la especie de forma libre [82],
[208]. A pesar de esto, cromatografia iénica se considera una técnica adecuada para la
medicién de sulfatos disponibles en suelos debido a que es mas selectiva en comparacién

con la precipitacion y medicidn por espectrofotometria [82], [209].
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4.3.6 Fésforo: estudio de equivalencia entre AP-UV-Vis y CE-UV-
Vis

4.3.6.1 Deteccion de datos anomalos
En la Figura 4-22 (i) se evidencian datos por encima del limite superior por lo que estos
son considerados andmalos y son eliminados para el tratamiento estadistico. Para la
medicion de fosforo, acorde con el diagrama de cajas construido con la variable “Relacién”,
se eliminaron 10 datos. Asi mismo, se evidencia la influencia de estos datos sobre la
distribucion de los datos ya que en el diagrama (i) se observa una distribucion asimétrica
positiva, en la cual la concentracion de los datos se encuentra entre el cuartil 1 y el cuartil
2; mientras que, posteriormente a la eliminacion de los datos considerados anémalos, la
distribuciéon de los datos tiende a ser mas homogénea entre los cuartiles 1y 3 (Ver Figura
4-22 (ii)).

Figura 4-22: Diagrama de cajas de los resultados obtenidos para la variable relaciéon en
la identificaciéon de datos anémalos (i) para Fésforo, y (ii) diagrama obtenido posterior a la

eliminacion
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Por otro lado, en la Figura 4-22 (ii) se puede notar que el intervalo de la variable “Relacién”
se encuentran entre 0,33 y 1,36; adicionalmente, se evidencia que el 50 % de los datos se
encuentran distribuidos entre 0,77 y 1,06 correspondientes a los cuartiles 1y 3. Finalmente
se evidencia que entre el cuartiles 2 (mediana) y el cuartil 3, se concentra el 25 % de los
datos y cuyo intervalo corresponde a 0,93 y 1,06, por lo que se tiene una distribucién

asimétrica negativa.
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4.3.6.2 Andlisis Exploratorio
En el andlisis exploratorio se identifico que, de las variables latentes generadas para este
estudio, la variable “Diferencia”, tiene valores de correlaciones mayores que los obtenidas
en el estudio de la variable latente “Relacion” y sus transformaciones matematicas; por lo
gue fue la variable seleccionada para este estudio (Ver Figura 4-23 y Figura 4-24). Es
importante mencionar que no se observa ninguna correlacion fuerte con las variables de
estudio, pero si hay correlaciones que superan el 15 % de la variable “Diferencia” con CIC
y Mn, cuyos valores son 0,187 y 0,171 respectivamente; por lo que estas podrian influir en

alguna medida en el error entre los métodos de cuantificacion.

Figura 4-23: Matriz de correlaciones entre la variable “Diferencia” y algunas propiedades

del suelo para la cuantificacion de fosforo
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Figura 4-24: Matriz de correlaciones entre la variable “Relacion” y algunas propiedades

del suelo para la cuantificacion de fésforo
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4.3.6.3 Identificacion de variables relevantes

Considerando que se tomo la variable latente “Diferencia” para estudiar las variaciones

entre las dos técnicas, se procedio a realizar el PCA. En la grafica de valores propios (Ver

Figura 4-25) se evidenci6é que las dimensiones 1y 2 explican por encima del 60 % de la

variacion obtenida; por lo que estas consideran la mayoria de la informacion relevante que

esta relacionada con las propiedades del suelo y el error en la medicién de fésforo; por lo

que fueron seleccionadas para el analisis de componentes principales.

Figura 4-25: Gréfica de valores propios para el analisis de componentes principales en

la medicién de fésforo
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Posteriormente en el andlisis del biplot (Ver Figura 4-26), se puede establecer que la
variable “Diferencia” correlaciona positivamente con las variables pH, Mn, CIC y Ca; de las
cuales CIC es menos significativa por su menor magnitud del vector en comparacion con
las otras variables mencionadas. Asi mismo, se puede identificar que la variable
“Diferencia” tienen una correlacion nula con el contenido de Magnesio, al encontrase este
vector a 90° entre si. En cuanto a las correlaciones con las variables Na, Ky CE estas son
positivas, pero de menor influencia sobre la variable “Diferencia”. Por otro lado, en esta
figura se puede observar que las diferencias menores o cercanos a cero no se encuentran
relacionados con las variables de estudio, al estar estos datos (azul claro), en su mayoria,

en los cuadrantes de la izquierda.

4.3.6.4 Establecimiento del modelo

En cuanto al establecimiento del modelo de regresiéon mdltiple, se evidencié que con la
aplicacion del criterio de informacion Akaike (AIC), se obtiene un modelo altamente
significativo con un p-valor de 6,59x10° (valor p < 0,01), y un R-cuadrado ajustado de
0,8201. Asi mismo se evidencia que el Mn es la propiedad del suelo mas significativa
analiticamente en la medicion de fésforo por calibracién externa, al poseer una correlacion
positiva con un valor de coeficiente estimado de 0,319 (valor p de 0,00194) (Ver Tabla
4-9).

Por otro lado, las variables restantes no presentaron una relacién significativa con el error

en la cuantificacion de fésforo por los dos métodos evaluados.

Tabla 4-9: Resultados de los coeficientes del modelo de regresion mdltiple en la
aplicacion del criterio de informacién de Akaike (AIC) para la medicion de fésforo

Variable Identificacion Coeficiente Probabilidad
Intercepto Bo -23,8 0,0534
Adicion Patron B1 0,391 1,21 x 10°
pH B> 4,43 0,0575
CE Bs -0,300 0,901
K B -0,0035 0,644
Ca Bs 0,0024 0,449
Mg Be 0,0010 0,952
Na B, 0,0087 0,681
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CIC Bs 0,160 0,0761
Mn Bo 0,319 0,00194

En cuanto a la aplicacion del método “backward” (Ver Tabla 4-10), se evidencia que Mg y
la CE son las variables menos importantes al ser eliminadas en las dos primeras etapas.
Entretanto, segun el andlisis estadistico, las variables AP, pH, Ca, CIC y Mn impactan de
manera significativa la respuesta de cuantificacion por calibraciébn externa ya que se
mantienen en el modelo resultante de la aplicacion del método backward stepwise con AIC
(Ver Ecuacion 4.8).

Tabla 4-10: Resultados en la aplicacién del andlisis backward stepwise con AIC para la

medicién de fésforo

No. paso Variables incluidas Variables excluidas AIC obtenido

AP, pH, CE, K, Ca, Mg, Na, _

1 No aplica 101,16
CIC, Mn
AP, pH, CE, K, Ca, Na, CIC,
2 Mg 99,17
Mn
AP, pH, K, Ca, Na, CIC, Mn CE 97,21
AP, pH, K, Ca, CIC, Mn Na 95,66
AP, pH, Ca, CIC, Mn K 93,74
CEyv—vis = Bo + B1APyy_vis + B2pH + B3Ca + BoCIC + BsMn (4.8)

Por su parte, en la aplicaciéon del criterio de informacion bayesiano (BIC) para identificar
las variables de mayor significancia se encontré que las variables de mayor influencia en
la diferencia de las mediciones, al aplicar los dos métodos de cuantificacion, corresponde
a AP, Mn, pH, Cay CIC (Ver Tabla 4-11), concordando con los resultados obtenidos en la

aplicacion del criterio AIC con backward stepwise.

Tabla 4-11: Resultados de la aplicacion del criterio de informacién Bayesiano (BIC) para

la seleccidn de variables en la medicién de fésforo
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No. paso Variables incluidas Variables excluidas BIC obtenido

AP, pH, CE, K, Ca, Mg, Na, _

1 No aplica 114,84
CIC, Mn
AP, pH, CE, K, Ca, Na, CIC,
2 Mg 111,48
Mn

AP, pH, K, Ca, Na, CIC, Mn CE 108,15
AP, pH, K, Ca, CIC, Mn Na 105,23
AP, pH, Ca, CIC, Mn K 101,95

Una vez se han identificado y reconocido la concordancia en las variables de mayor
relevancia para el modelo de equivalencia en la medicién de fosforo disponible por UV-Vis,
cuantificado por AP y CE; se procedi6 a estimas los coeficientes de estas variables y asi
generar el modelo matematico respectivo. Estos resultados son presentados a

continuacion.

Tabla 4-12: Coeficientes de las variables del modelo de equivalencia propuesto para la

medicién de fésforo

Variable Identificacion Coeficiente Probabilidad
Intercepto Bo -21,333 0,0279
AP-UV-Vis B 0,3878 2,65x10”
pH B> 3,877 0,0324
Ca Bs -0,001946 0,0643
CIC Be 0,1516 0,0560
Mn Bo 0,2978 6,72x10°

Con base en los resultados, el modelo propuesto para la equivalencia en la medicion de

fosforo por espectrofotometria UV-Vis cuantificado por AP y CE se presenta a

continuacion:

CEyy—vis = —21,333 + 0,3878 APyy_yis + 3,877 pH — 0,001946 Ca + 0,1516 CIC +

0,2978 Mn

(4.9)

El modelo final, descrito en la Ecuacion 4.9, se ajusta a los datos con un R-cuadrado de

0,8484, lo que significa que el modelo explica el 84,84 % de la variacion obtenida en la
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cuantificacion por calibracion externa, después de tener en cuenta las variables
predictoras. Por otro lado, se puede establecer que este modelo es altamente significativo
debido a que el valor p corresponde a 1,1x10° (p< 0,01).

Con relacion a las variables predictorias, se evidencia que Mn y pH son las mas
significativas, al tener valores de p menores a 0,05; por lo que se puede establecer que
estas tienen un efecto significativo sobre la variable respuesta que, en este caso,
corresponde a la cuantificacién por calibracién externa. En cuanto a los coeficientes
estimados del modelo de regresion mdultiple, se puede establecer que: (i) el cambio en una
unidad de concentracion determinada por calibracion externa genera un aumento de
3,8777 unidades de pH, manteniendo las otras variables constantes; (ii) las variables de
CIC y Mn disminuyen en 0,15 y 0,3 unidades, respectivamente, cuando se tiene un

aumento de una unidad en los niveles de concentracion por AP.

En el modelo final, las propiedades del suelo que tienen influencia sobre los resultados
obtenidos por calibracién externa son Mn, Ca, CIC y pH, lo que concuerda con algunos
estudios que han reportado que este método, se ve influenciado por (i) la velocidad de
desarrollo del color, asociado con la presencia de algunos elementos que pueden interferir
tales como Fe, Al, Mn, Ca, K, Mg, Na; (ii) longitud de onda de medicién; (iii) tiempo de
formacion del color para la medicion; (iv) concentracidon de fésforo; y (iv) tiempo de
estabilidad del color [73], [210], [211].

En cuanto a la influencia del pH, este se puede relacionar con la presencia de acidos
organicos en el extracto, los cuales interfieren en la formacion del complejo azul de
molibdeno. La presencia de estos acidos genera una competencia con el anion fosfato
para reaccionar con el Mo (IV) en la cual la capacidad de reaccion de estos acidos para
enlazarse al molibdeno depende de la fuerza del acido y el nUmero de grupos carboxilo de
las moléculas [212], [213].

Por otro lado, es importante mencionar que la calibracion externa es un método de
cuantificaciéon rapido y facil de usar pero que tiene limitaciones en la exactitud para la
cuantificacién en muestras de matrices complejas [214], [215], mientras que la calibracién
por adicién patron, ya sea multipunto o un punto, resulta ser el método de cuantificacion
mas adecuado por considerar y reducir la influencia del efecto matriz en la medicion [214]-
[216].
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4.3.7 Resumen de los modelos propuestos

De manera general, el estudio de equivalencias permitio identificar que para los
mensurandos estudiados, se presentan diferencias significativas en la medicion de hierro

por ICP-MS y AA; y azufre en la medicion por espectrofotometria UV-Vis y CI.

Por otro lado, la correlacion entre los métodos evaluados permitié confirmar que hay
diferencias entre los resultados obtenidos por las diferentes técnicas de medicién, aunque
se trate del mismo analito; por lo que la informacién de otras propiedades quimicas del
suelo permitié proponer modelos matematicos para la medicion de cobre, hierro y fésforo
gue representardn la equivalencia entre las mediciones de las diferentes técnicas

analiticas. A continuacion, se presentan los modelos propuestos para estos mensurandos.

Tabla 4-13: Modelos matematicos propuestos en el estudio de equivalencia para la

medicion de cobre, hierro y fésforo disponible en suelos

Coeficiente
de
correlacion
ajustado (R?)

Mensurando Modelo matemético propuesto

Medicién de cobre

disponible en suelos ICPMS = —0,201144 + 0,930402 AA
extraido con disolucion de + 0,197302 CE + 0,036787 Mn 0.8265
DTPA
Medicion de hierro
disponible en suelos ICPMS = —2,41157 + 0,3004 AA + 0,006909 K
extraido con disolucién de —0,144518Na 08025
DTPA

Medicion de fosforo
CEUV—ViS = _21,333 + 0,3878 APUV—ViS

+ 3,877 pH — 0,001946 Ca 0,8484
+0,1516 CIC + 0,2978 Mn

disponible en suelos

extraido con disolucion

Bray Il







5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se desarrollaron y validaron cinco métodos analiticos, correspondientes a la medicion de
hierro, cobre, azufre, fésforo y cloruros disponibles en suelos; los parametros evaluados
para estos métodos correspondieron a linealidad, selectividad, precisién en condiciones de
repetibilidad y sesgo. Los resultados demostraron ser adecuados para su utilizacion en la
evaluacion de homogeneidad y estabilidad de candidatos a materiales de referencia en los
intervalos de trabajo definidos; ademas de ser aptos para la medicién de extractos para el
estudio de equivalencias y correlaciones entre técnicas analiticas y métodos de
cuantificacion. La incertidumbre obtenida mediante estos métodos se encuentra entre 2,53
% y 5,41 %, lo cual evidencia que se pueden caracterizar materiales de referencia con

estos métodos.

Se prepararon dos candidatos a material de referencia en los que se demostr6 su
homogeneidad, al estimarse incertidumbre por este componente entre 1,14 % y 5,28 %
para los analitos hierro, cobre, sulfato, cloruro y fosforo disponible. Asi mismo, se estudioé
la estabilidad de estos candidatos y se determind que las condiciones de almacenamiento
mas adecuadas fueron 4,5 °C £ 0,9 °C, obteniéndose incertidumbres por este componente
entre 0,20 % y 2,29%, resultando adecuado para el tiempo de estudio y el objetivo de uso
propuesto correspondiente a la evaluacion de errores sistematicos de los laboratorios.
Finalmente, dentro de este estudio se logré establecer el procedimiento de preparacion
gue permite obtener un material con adecuada homogeneidad; ademas de soportar

técnicamente producciones posteriores de otros materiales de la misma matriz.

Por otro lado, se establecieron equivalencias matematicas entre las técnicas de medicion
y métodos de cuantificacion comparados identificando que algunos parametros de

fertilidad del suelo podrian influir en la diferencia o error obtenido. A su vez, la influencia
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de estos parametros sobre la medicion podria estar asociada a efectos de interferencia en
la sefal instrumental. De los analitos evaluados, se identificé que para azufre ninguno de
los parametros considerados en el estudio influye en el error obtenido al comparar los
resultados de medicion obtenidos por el método UV-Vis y cromatografia idnica.

5.2 Recomendaciones

Como aspectos para tener en cuenta en el desarrollo de futuras investigaciones, se
recomienda: (i) en el desarrollo de métodos de medicion, considerar las fuentes de error

relacionadas con las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos, dada su amplia
diversidad; y asi mismo disefar estrategias de pretratamiento que permitan acondicionar
las muestras para las condiciones instrumentales de los equipos para evitar interferencias
en los métodos de medicion; (ii) tener en cuenta la influencia que ejercen los componentes
de la matriz sobre los métodos de medicion para la seleccién adecuada del material de
partida para la preparacion de candidatos a materiales de referencia, considerando los
resultados obtenidos en el estudio preliminar de equivalencias; (iii) estudiar otros
mecanismos que permitan aumentar la estabilidad del material, tales como uso de
atmaosfera de argon en el envasado, o esterilizacién a través de radiacion ionizante, entre
otros; (iv) considerar la participacion de mas laboratorios en un estudio de equivalencia, de
tal manera que puedan ser seleccionados con base en los errores sistematicos obtenidos
en sus etapas de medicién; (v) ampliar el estudio de equivalencias no solo entre técnicas
analiticas sino tener en cuenta los métodos de extraccion, con el objetivo de generar
modelos que permitan establecer comparabilidad entre resultados teniendo en cuenta que
se tratan de métodos definidos operacionalmente; (vi) evaluar un niamero mayor de
muestras y mas tipos de suelos, de tal manera que un estudio de esta naturaleza se
puedan obtener modelos mas robustos; (vii) incluir otras propiedades del suelo en los

estudios de identificacién y establecimiento de equivalencias.



6.Productos

Como resultado de esta investigacion, se generaron dos productos de apropiacién social

de conocimiento a través de la presentacion de los resultados en el siguiente evento:

= XIX Congreso Colombiano de Quimica.

En el cual se participé con la presentacion, en modalidad de poster, de los trabajos
titulados: “Evaluacion de equivalencias entre técnicas analiticas para la medicion de
aniones y cationes disponibles en suelos” y “Produccion de un material de referencia de

aniones y cationes disponibles en suelos”.

Por otro lado, se generd un producto de nuevo conocimiento, a través de un articulo
sometido a la Revista Journal of the Brazilian Chemical Society, titulado Developing
Accurate Methods for Characterizing Soil Reference Materials: Measuring Iron, Copper,
Phosphorus, Sulfur, and Chlorides. Johanna P Abella, Diego, A Ahumada and Maria J
Martinez.






A. Anexo: Codigo en R para el
tratamiento estadistico del
establecimiento de equivalencias

# BOX PLOT
# Calcular estadisticas del Box Plot
stats <- boxplot.stats(Data$Relacion)
stats
# Crear Box Plot

boxplot(Data$Relacion, col="blue",xlab="Datos", ylab="Relacion
CE_UV_Vis/AP_UV_Vis", ylim=c(0,1.5))

# SEGUNDO BOX PLOT: EILIMANDO LOS DATOS ANOMALOS
Data_sin_outliers <- Data[!Data$Relacion %in% stats$out, ]
stats2 <- boxplot.stats(Data_sin_outliers$Ratio)
stats2
boxplot(Data_sin_outliers$Relacion, col="red", xlab="Datos", ylab="Relacion")

# CONSTRUCCION DE LAS MATRICES DE CORRELACIONES
# MATRIZ CLASICA
ggpairs(Data,
columns = 2:11,
upper = list(continuous = "smooth"),
lower = list(continuous = "cor"),

diag = list(continuous = "densityDiag"))
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# MATRIZ DIFERENTES TRANSFORMACIONES
ggpairs(Data,
columns = 4:13,
upper = list(continuous = "smooth"),
lower = list(continuous = "cor"),
diag = list(continuous = "densityDiag"))
# ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES
Data.pca <- prcomp(Data[c(4:11,15)],
center = TRUE,
scale = TRUE, )
summary(Data.pca)
# GRAFICA DE VECTORES PROPIOS
fviz_eig(Data.pca,
barcolor = "black”,
barfill = "blue”,
xlab=" Numero de Variables",
main = "Eigenvalues", )
# GRAFICA BIPLOT

biplot <- autoplot(Data.pca, data = Data, colour = "Diferencia”, loadings = TRUE,
loadings.colour = "black")

loadings.df <- as.data.frame(Data.pca$rotation[, 1:2])
loadings.df$names <- names(Data)[c(4:11, 15)]
biplot +
geom_hline(yintercept = 0, colour = "gray") +

geom_vline(xintercept = 0, colour = "gray") +
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theme_minimal() +
ggatitle("Biplot") +

geom_text(data = loadings.df, aes(x = PC1, y = PC2, label = names), color = "red",
hjust = -0.2, vjust = 1,nudge_x =0, nudge_y = 0.

# GENERACION DEL MODELO CON TODAS LAS VARIABLES

Modelo_Full_P <- Im(CE_UV_Vis ~AP_UV Vis+pH+CE+K+ Ca+ Mg+ Na+CIC +
Mn, Data)

summary(Modelo_Full_P)

# SELECCION DE VARIABLES USANDO AIC y BACKWARD
stepAIC(Modelo_Full_P, trace=TRUE, direction="backward")$anova
# MODELACION USANDO CRITERIO BIC

n <- nrow(Data)

stepAlC(Modelo_Full_P, trace=TRUE, direction="backward", k = log(n))

## MODELO FINAL
ModeloF=Im(CE_UV_Vis ~ AP_UV_Vis + pH + Ca + CIC + Mn,Data)
## RESUMEN MODELO FINAL

summary(ModeloF)
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