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RESUMEN

El presente articulo pretende llevar a cabo lalaaion del método analitico para la determinadiémuestras
de i6n nitrito en aire ambiente, asi como de lag@s aplicacion del proceso de validacion pararélisis de
muestras problema. Las muestras de ion nitritoofueanalizadas en laboratorio mediante espectrofetigen
ultravioleta-visible. Las muestras fueron recoldat en la fase de exposicion en aire ambiente yoriue
cuantificadas a partir de una curva de calibraciérivada del analisis de disoluciones patron deétmitSe han
determinado como parametros de validacion: Exaktiguprecision, limite de deteccion y cuantificacién
incertidumbre analitica. Se han evaluado comor@#ele aceptacion la linealidad y la desviaciéradpendiente
de la curva de calibrado. Finalizada la fase delaaion se han obtenidos los siguientes valoréM% para la
eficiencia de extraccion, 8.21 % y 3.28 % como &taty precision, respectivamente, 0.Q1@ NG, /ml y 0,162
pg NO,/ml como limite de deteccién y cuantificacion, esjpvamente, 9,415 % como incertidumbre analitia.
igual medida, se establecieron como criterios dpt@acion: Valores de 97,23 % como linealidad deulva de
calibrado y 0.0009 como desviacién de la pendidatta curva de calibrado. Este estudio se centréa eelacion
entre la validacion del método analitico y su aulién en andlisis rutinario.

Palabras clave Proceso de validacion, criterios de aceptacifalisis rutinario.
ABSTRACT

This paper aims to carry out the validation of #malytical method for the determination of sampmésitrite
ion in ambient air, as well as the subsequent impleation of the validation process to the analg§ianknown
samples. Samples of nitrite ion were analyzed lrdatory by Ultraviolet-Visible spectrophotometiyhe samples
were collected during the phase of exposure in enthair and they were quantified from the calitmatcurve of
standard solutions of nitrite. As validation pardéeng were determined the accuracy and precisidectien and
quantification limit, analytical uncertainty. As Gaptation criteria were evaluated the linearity alupe standard
deviation of the calibration curve. Once the vatiidn process an extraction efficiency value of396% was
obtained. Accuracy and precision values of 8.21% 228% were obtained. LOD and LOQ values of 0.ag@nl
and 0.162ug/ml were found. Analytical uncertainty value ofi2.% was obtained. Linearity value of 97.23 % was
found and slope standard deviation value of 0.0089 found. Acceptation criteria values of 97.27 8d 8.0009
were established as linearity and slope standarititen of the calibration curve, respectably. Shstudy focuses
on the relationship between the analytical methalatlation and its application to the routine anilys

Keywords: Validation process, acceptation criteria, analysutine.
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INTRODUCCION

El proceso de validacién de un método analitico
se realiza para establecer pruebas documenitgles,
demuestren cientificamente, que dicho método posee
caracteristicas adecuadas para cumplir los requeri-
mientos de las aplicaciones analiticas pretendidas,
siendo necesario la determinacion de las fuentes de
variabilidad, de errores del proceso analiticosdlo
dentro de la calibracion sino en el analisis de
muestras realés.

Actualmente, los laboratorios de ensayo deben
demostrar que sus métodos analiticos proporcionan
resultados fiables y adecuados para su finaftdad.

En igual medida, la Norma UNE-EN ISO/IEC
17025:2005, establece la necesidad de validar los
métodos analiticos por parte de los laboratorios de
ensayo. El proceso de validacion debe estar docu-
mentado con datos de laboratorio, siendo por tanto
necesario el uso de la estadistica, que permita el
tratamiento y analisis de los mismos.

Asi, la validacion de un método es la herramienta
util para dar cumplimiento a la exigencia de asagur
la calidad del resultado fin&f.

Para mostrar de forma préctica el desarrollo de un
proceso de validaciéon para un método analitico y su
posterior aplicabilidad al analisis rutinario de esu
tras problema, se muestra el proceso de validacién
para la determinacion de ién nitrito por espectrofo
tometria ultravioleta — visible (UV-VIS) a partieda
reaccion Griess-Saltzman. Las muestras analizadas,
i6n nitrito, fueron captadas en aire ambiente dirpar
del dioxido de nitrbgeno ambiental, utilizando para
ello muestreadores pasivos. Asi, el diéxido dednitr
geno es captado en una disoluciéon de trietanolamina
(TEA),2* siendo el producto de la reaccién, entre el
diéxido de nitrégeno y TEA, un TEA-N-Oxido. Se ha
demostrado que la eficiencia en la reduccién del
diéxido de nitrégeno por trietanolamina depende de
la hidratacion de la misnfa. La conversion del
diéxido de nitrégeno a idn nitrito es 1:1.

Posteriormente, el i6n nitrito es extraido en {abo
ratorio y analizado por espectrofotometria UV-VIS a
una longitud de onda de 540 nm, mediante una reac-
cién colorimétrica, reaccion Griess-Saltzntah.

En la reaccion colorimétrica, el i6n nitrito
procedente del didxido de nitrdgeno ambiental, da
lugar a la formaciéon de una sal de diazonio, por
reaccién con el acido fosférico y sulfanilamida,
dando lugar a complejo de color rojo-viol&taLa
cantidad de idn nitrito existente en la muestralse-
nida por referencia a una curva de calibrado ddava
del anélisis de soluciones patrén de nitfite

Durante el proceso de validacion del método
analitico, se calcularon, por un lado, paramet®s d
validacion (exactitud, precision, limite de detécgi
limite de cuantificacion, rango de medida e ineerti
dumbre)? y por otro lado, se calcularon criterios de
aceptacion para la curva de calibrado (linealidadad
curva de calibrado y desviacion tipica de la pen-

diente), para su posterior aplicacion al analiss d
muestras problema.

MATERIAL Y METODOS

Instrumentacién y reactivos
Para la realizacion del estudio aqui presentado se
ha utilizado la siguiente instrumentacién y reagiv

Instrumentacion

Espectrofotometro de Ultravioleta—Visible Varian,
Cary 4.

Muestreadores pasivos Radiello para dioxido de
nitrégeno.

Bafio de ultrasonidos Branson 8200.

Reactivos

Sulfanilamida (Merk n® 11799).

N-(1-naftil) etilendiamina biclorada. NEDA (Merk n°
6237).

Acido fosférico concentrado (Merk n° 1.00573).
Nitrito sodico (Merk 60116862).

Agua milliRo.

Preparacion de disoluciones

Preparacion del reactivo Griess-Saltzman

Para preparar el reactivo Griess-Saltzman se
procedi6 del siguiente modo: Por un lado, se pesaro
20 g de sulfanilamida, se diluyeron en 200 ml de
agua milliRo en una botella de 1 litro, y se afiaaie
50 ml de &cido fosfdrico concentrado. Por otro Jado
se pesaron 0,070 g de NEDA y se afiadieron a la
botella, enrasando hasta 1 litro con agua millig®.
almacené en nevera.

Preparacion de la disolucion patron de nitrito

Para preparar la disolucion patron de nitrito se
procedié del siguiente modo: Se pesaron 1,5 g de
nitrito sédico (desecado previamente en un desecado
durante un periodo minimo de 10 horas), y se
diluyeron hasta 1 litro con agua de calidad amaliti
adecuada. La concentraciéon de la disolucién
resultante fue de 1000 pg de i6n nitrito por nbitali
de disolucion. El producto se trasvasé a una laotell
de vidrio. Se almacené en nevera.

Realizacion de la curva de calibracion

Las muestras de ion nitrito fueron cuantificadas
frente a patrones de nitrito sédico.

Para la realizacion de la curva de calibrado se
procedio del siguiente modo. A partir de la dis@ac
patron de nitrito se prepararon alicuotas de Q0
300 pl, 400 pl, 600 pl, 700 pl, 900 pl, 1000pl, 1300
ply 1400 pl, respectivamente, y se diluyeron a 50
ml con agua milliRo, obteniéndose 9 patrones de
concentraciones 2ug/ml, 6 pg/ml, 8 pg/ml, 12
pg/ml, 14pg/ml, 18ug/ml, 20ug/ml, 26 ug/ml y 28
pg/ml, respectivamente.
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Captacion del i6n nitrito en fase de exposicion al
atmésfera ambiente

Como se ha comentado anteriormente, la muestra
a analizar, i6n nitrito, se ha captado a partir del
diéxido de nitrégeno existente en la atmdsfera

ambiente empleando para ello muestreadotes pasivos.

Extraccion del ion nitrito en laboratorio

Finalizada la fase de captacion, el ién nitrito es
extraido en laboratorio, con 6,5 ml de agua milliRo
en bafio de ultrasonidos durante un periodo de temp
de 30 minutod?

Analisis del i6n nitrito en laboratorio

Una vez extraido el idn nitrito, se tomaron 100 pl
de la disolucion extraida, y se trasvasaron a ha tu
de ensayo. Se afiadieron 3 ml del reactivo Griess-
Saltzman, y se dejaron estabilizar durante un teemp
de 30 minutos.

A continuacidn, se leyeron las absorbancias de las
muestras problema, ién nitrito, a una longitud de
onda de 540 nm, frente a agua destilada,
obteniéndose las concentraciones de i6n nitrito, en
microgramos por mililitro de muestra (ug bl
muestra). El total de microgramos muestra (ug NO
muestra) se calculd6 multiplicando pg N@
muestra por el volumen de extraccién (6,5 ml).

Pardmetros de validacién

Los parametros de validacién han sido calculados
a partir de la realizacion de 10 curvas de calibrea
10 dias diferentes.

Eficiencia de extraccion

La eficacia de extraccion fue determinada
mediante 2 extracciones sucesivas para un tot2a0de
muestras.

Exactitud y precisién

Para el célculo de la exactitud y precisién, se
prepararon 3 disoluciones hijas a concentraciores d
10 pg/ml, 20 pg/ml y 25 pg/ml, respectivamente, a
partir de una disolucion madre diferente a la
disolucion patron de nitrito (disolucién de nitrito
sadico: 999,5 mg/l). A continuacion, se afiadieron e
tubos de vidrio alicuotas de 1QDde cada disolucion
hija, para un total de 3 alicuotas por cada una de
ellas. Posteriormente, se hicieron reaccionar don e
reactivo Griess-Saltzman, y se leyeron, en sentido
creciente de concentracion, a 540 nm, frente a una
curva patrén. Se analizaron 3 alicuotas para c&da d
de andlisis, del total de 10 dias, obteniéndos®tah
de 30 alicuotas para el céalculo de exactitud vy
precision.

La exactitud ha sido calculada segun la siguiente
expresiorf>?*

_VR-VO
VR

Ex 100

donde:

Ex exactitud.

VR valor de referencia (en este caso upg/ml de la
disolucién hija).

VO: valor observado (en este caso pg/ml obtenidos
en el andlisis).

La precision ha sido calculada segun la siguiente
expresiort>

CVv -4 (100
X

donde:

CV: coeficiente de variacion.

di: desviacion tipica.

X: promedio de las muestras observadas.

Limite de deteccion

El limite de deteccionL.D, ha sido calculado
segun el método IUPAC, que relaciona la concentra-
cion que da una sefial equivalente a la respuesta de
blanco (muestra que no presenta el analito que se
quiere determinar), mas tres desviaciones tipftas.

LD = X, + 308,
donde:

Xus: valor promedio de 10 masas analiticas de
blanco.

Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién, C, ha sido calculado
segun el método IUPAC, que relaciona la concentra-
cion que da una sefial equivalente a la respuesta de
blanco més diez desviaciones tipi¢as.

LC = X, +10Ld,

Incertidumbre del método analitico

La incertidumbre es un parametro asociado al
resultado de una medida que caracteriza la digpersi
de la mism&®*® La incertidumbre del método
analitico, |, se ha calculado a partir de la siguiente
expresion:

I 2met =1 2eq + | 2cal + | 2ext
donde:
leg €S la incertidumbre correspondiente a la resofucio
del equipo.
lca €S la incertidumbre correspondiente a la
calibracion.

lext €S la incertidumbre correspondiente a la eficeenci
de extraccion.

A su vez, la incertidumbre de calibracién fue
calculada a partir de la siguiente expresion:
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2 — 12 2 2 2
I cal =1 MR+| exac+| prec+| lin
donde:
Ivr €s la incertidumbre correspondiente al material de
referencia.
lexac €S la incertidumbre correspondiente a la

exactitud del método analitico.

loec €S la incertidumbre correspondiente a la
precision del método analitico.

lin es la incertidumbre correspondiente a la
linealidad.

Criterios de aceptacion
Como criterios de aceptacion se han calculado la
linealidad y la desviacion de la pendiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las condiciones de operacién mencionadas
anteriormente, para la determinacién de los
parametros de validacion, se han obtenido los
siguientes valores estadisticos.

Eficiencia de extraccion

El valor promedio para la eficiencia de captacion
fue 96,3 % con una desviacion tipica de 1,6 % @abl
1).

Tabla 1. Valores de eficiencia de extraccion (%).

1% Extraccion 2° Extraccion  Eficiencia de

pug NO, pg NO, extraccion (%)
67,9 1,9 97,3
89,6 4,8 94,7
69,0 1,9 97,2
83,3 1,0 98,8
57,4 1,5 97,5
84,8 4,7 94,4
50,3 1,7 96,6
39,0 1,8 95,3
35,9 1,2 96,5
35,8 1,8 95,0
73,6 2,1 97,1
86,9 3,5 96,0
31,3 0,5 98,3
30,8 0,9 97,2
69,1 5,0 92,8
69,0 1,9 97,2
83,3 1,0 98,8
57,4 1,5 97,5
84,8 4,7 94,4
50,3 1,7 96,6

Exactitud y precisiéon

Del total de muestras analizadas para el calalo d
exactitud y precisién, los valores maximos, pas lo
diferentes niveles de concentracion fueron los
expuestos en la Tabla 2.

Como valores de exactitud y precisién del método
analitico se tomaron los valores mas desfavorables,
siendo éstos: 8,21 % como valor de exactitud y8 3,2
% como valor de precision.

Puede observarse como el valor de la exactitud
analitica aumenta conforme el valor de refereneia s
aproxima a cero, ocurriendo de forma similar en el
caso de la precision.

Tabla 2. Valores maximos de exactitud y precisién
para los diferentes patrones. Validacion analitica

Exactitud Precision
10ug / mi 8,21 % 3,28 %
20ug / ml 6,80 % 2,38 %
25ug / ml 5,54 % 2,08 %

Limite de deteccidon y cuantificaciéon

En la Tabla 3 se muestran los valores de la masa
de los blancos para cada dia de analisis.

El promedio de la masa de los blancos fue 0,042
png NG, /ml £ 0,012ug NO,/ml, siendo el valor del
limite de deteccidn de 0,078 NO,/ml. Igualmente,
el valor del limite de cuantificacion fue 0,16®)
NO,/ml.

Rango de medida
El rango de medida fue de 0 ug/ml a 28 pg/mil.

Tabla 3. Valores de blancos de dilucion.

Dia de andlisis ug NGO, / ml (blanco)
0,060
0,062
0,038
0,048
0,039
0,030
0,030
0,031
0,040
0,037

Boo~vouobrwnrk
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Tabla 4. Valor de la incertidumbre del método. En la Tabla 5 se muestran los resultados

Validacion analitica.

Incertidumbre del método analitico (%)

2
| et 9,415 | met 88,645
Incertidumbre del equipb(%)

2
e 0,000 | “eq 0,000
Incertidumbre de calibracion (%)

2
| cal 9,278 | 2. 86,085

N Z 2

Exactitud del método (%) | “exac 67,404
Precision del método (%) | zprec 10,758
Linealidad 2 (%) | 2in 7,673
Material de Referencié (%) |°ur 0,250
Incertidumbre de extraccion (%)
I 9,278 |2 2,560

ext ext

Incertidumbre de Tipo B (Distribucién rectanguld@alculado a
partir de la resolucion del equipo.

Calculado a partir de la diferencia entre la likeal perfecta
(100 %) y el valor de la linealidad del método 237%).

El material de referencia utilizado tiene unaemtidumbre del
0,5 %.

Incertidumbre del método analitico

Los resultados de las incertidumbres que
contribuyen a la incertidumbre del método analitico
se muestran en Tabla 4.

El valor de la incertidumbre del método analitico
fue de 9,415 %.

Tabla 5. Valores de la linealidad de la recta y de la
desviacion tipica de la pendiente. Validacion

analitica.
Dia de Desviacion de  Linealidad
analisis la pendiente de la recta
1 0,00082 97,76 %
2 0,00090 97,52 %
3 0,00068 98,06 %
4 0,00043 98,81 %
5 0,00077 97,81 %
6 0,00070 98,02 %
7 0,00088 97,72 %
8 0,00064 98,21 %
9 0,00047 98,71 %
10 0,00075 97,98 %

obtenidos para los criterios de aceptacién, pata ca
curva de calibrado realizada.

El valor resultante, para linealidad de la recta,
corresponde con el promedio de los diferentes &alor
obtenidos menos dos veces su desviacion tipica.

El valor resultante, para la desviacion de la pen-
diente, corresponde con el valor maximo obtenido.

De esta manera se obtuvo un valor de 97,23 %,
para la linealidad de la recta, y un valor de 09900
para la desviacion tipica de la pendiente.

Aplicacion del proceso de validacion al analisis
rutinario de muestras problema

Una vez validado el método analitico, se procedi6
a optimizar el mismo para el posterior analisis
rutinario de muestras problema de i6n nitrito.

Previo al andlisis de muestras problema, se tealiz
una curva de calibrado, puesto que las muestras
problema ambientales de i6n nitrito son cuantifasad
a partir de una curva de calibrado de patronesmle i
nitrito. Para la realizacién de dicha curva, seamn
3 concentraciones patrén y un blanco de laboratorio
en lugar de 9 concentraciones patron utilizadas
durante el proceso de validacién del método.

Para aceptar la curva de calibrado realizada para
cuantificar las muestras problema, éstas deben
presentar un valor de linealidad de la recta saperi
97,23 %, y un valor de desviacion estandar de la
pendiente inferior a 0,0009.

El uso de estos criterios para la aceptacion @eno
la curva de calibrado, empleada para la cuantificac
de las muestras problema, sirve de punto de union
entre el proceso de validacién de un método acmliti
y el posterior analisis rutinario de muestras proia.

CONCLUSIONES

Para dar respuesta a la necesidad, por partesde lo
laboratorios de ensayo, de asegurar la calidad del
resultado final, se ha procedido a validar un netod
analitico para el andlisis y cuantificacion de ninaes
ambientales de ion nitrito.

Los datos estadisticos de los diferentes parame-
tros de validacion han servido para documentar la
validacion del método, dando asi respuesta a le-nec
sidad del aseguramiento de la calidad de los datos.

En igual medida, el célculo de criterios de acepta-
cion para la curva de calibrado, realizados durknte
fase de validacion del método analitico, otorga- apl
cabilidad al posterior andlisis de muestras prohlem
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