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RESUMEN

El Laboratorio de andlisis de suelos y aguas (LAFASA), de la Facultad de
Agronomia busca demostrar que los analisis de suelos realizados en este caso de
P disponible, utilizando las metodologias espectrofotométricas (Bray-Kurtz vy
Olsen ) generen resultados reproducibles, exactos, confiables y adecuados para la
finalidad que se requiere, al mismo tiempo se quiere dar cumplimiento a los
Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y
calibracion en base a la Norma Boliviana ISO-IEC 17025:2017 de los puntos 5.4.5
validando métodos no normalizados y modificados por el laboratorio y el punto
5.4.6 estimando la incertidumbre asociada al método de ensayo. Cumpliendo de

esta manera con uno de los requisitos para una futura acreditacion del laboratorio.

En este trabajo se encontré la longitud de onda Optima para las condiciones
ambientales del laboratorio, la reduccion del método original, se realizo la
validacion de las metodologias (Bray-Kurtz y Olsen) evaluando los siguientes
parametros linealidad del sistema, linealidad del método, limites de deteccion,
limites de cuantificacion, determinacion de la exactitud encontrando la
repetibilidad, precision intermedia, sesgo y la estimacion de la incertidumbre,
encontrado asi rangos de lectura en los cuales los valores obtenidos y las
condiciones en las cuales la determinacion de P es confiable, Ademas de

documentar todos los resultados obtenidos para realizar un control en laboratorio.

Con las metodologias ya validadas se realiz6 el analisis de P en diferentes
muestras suelos acidos y basicos pertenecientes a algunos de los municipios de la
ciudad de La Paz, ademas se realiz6 un analisis de costos para ambas

metodologias.



ABSTRACT

The soil and water analysis laboratory (LAFASA) of the Faculty of Agronomy seeks
to demonstrate that soil analyzes carried out in this case of P available in the soill
with the use of spectrophotometric methodologies (Bray-Kurtz and Olsen) generate
reproducible, exact, reliable and adequate results for the purpose that is required,
at the same time we want to comply with the General requirements for the
competence of the testing and calibration laboratories based on the Bolivian
Standard ISO-IEC 17025: 2017 of the points 5.4.5 validating non-standardized
methods modified by the laboratory and point 5.4.6 estimating the uncertainty
associated with the test method. Fulfilling this way with one of the requirements for
future accreditation of the laboratory.

This work was found the optimal wavelength for the environmental conditions of
the laboratory, the reduction of the original method, the validation of the
methodologies was carried out (Bray-Kurtz and Olsen) evaluating the following
parameters linearity of the system, linearity of the method, limits of detection, limits
of quantification, determination of the accuracy finding the repeatability,
intermediate precision, bias and the estimation of the uncertainty, found reading
ranges in which the values obtained and the conditions in which the determination
of P is reliable, to document all the results obtained to perform a laboratory control.
With the methodologies already validated, the analysis of P in different acid and
basic soil samples belonging to some of the municipalities of the city of La Paz was

carried out, and a cost analysis was carried out for both methodologies.



1. INTRODUCCION

El P se considera en la agricultura mundial como el elemento nutriente al cual solo
sobrepasa en importancia el nitrégeno, e influye en el desarrollo de los vegetales
ya que es el responsable del desarrollo normal de sistema radicular, pronta
madurez de los cultivos, formacion de semillas, incrementa la resistencia de las
plantas a las enfermedades. Una deficiencia de dicho elemento provoca una
marcada reduccion del crecimiento de la planta y por consiguiente, un bajo

rendimiento.

El andlisis quimico de suelos esta orientado hacia el diagnéstico de la fertilidad, es
por eso que existen metodologias especificas de extraccion para cada nutriente
las cuales varian dependiendo de las propiedades quimicas de los mismos (pH,
mineral arcilloso dominante, contenidos de materia organica); razén por la cual es
necesario realizar evaluaciones de metodologias de extraccién de elementos en
diferentes suelos. Para lo cual es necesario contar con métodos de analisis que
permitan obtener la concentracion correcta en el suelo, por esto los métodos

deben ser evaluados por medio de la validacion.

De acuerdo a la norma NB-ISO/IEC 17025:2018 (Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de en sayo y calibracién) validacion es la
confirmacion mediante examen y la aportacion de evidencias objetivas de que se
han cumplido los requisitos particulares para la utilizacion especifica prevista. Si
esta definicién la llevamos al campo de los laboratorios de analisis quimicos,
validar un método de ensayo consiste en demostrar, mediante una serie de
experimentos, que el método es idoneo para el uso que se pretende hacer del
mismo, manteniendo su eficacia a lo largo del tiempo y cumpliendo unos requisitos

de calidad previamente establecidos.



Para que un resultado analitico concuerde con el propésito requerido, debe ser lo
suficientemente confiable para que cualquier decision basada en éste pueda
tomarse con confianza. Asi, el desempefio del método debe validarse y debe
estimarse la incertidumbre del resultado a un nivel de confianza dado. La
incertidumbre debera ser evaluada y establecida de una forma que sea

ampliamente reconocida, consistente de forma interna y facil de interpretar.

En este trabajo se evalué las metodologias Bray-Kurtz y Olsen a partir de la
validacién para la determinacion de P disponible en el suelo, en las instalaciones

del Laboratorio de la Facultad de Agronomia de Suelos y Aguas (LAFASA).

1.1. Justificacion

Los analisis quimicos de suelos son la metodologia mas empleada como

herramienta para recomendar la fertilizacion.

El laboratorio de andlisis de suelos y aguas (LAFASA), de la Facultad de
Agronomia busca demostrar que los analisis de P disponible en el suelo con el uso
de las metodologias espectrofotométricas (Bray-Kurtz y Olsen) generan
resultados reproducibles, exactos, confiables y adecuados para su finalidad que
se requiere, ya que con base en estos se toman decisiones. Asi mismo el
laboratorio (LAFASA) esta cumpliendo con los requisitos generales para la
competencia de los laboratorio y el sistema de gestion de calidad basado en la
NB-ISO/IEC 17025:2017 cuyo objetivo es dar lineamientos de calidad a
laboratorios de ensayo, que posteriormente ayudaran a la acreditacion del

laboratorio.

1.2. Objetivos
1.3. Objetivo general

Evaluar los métodos de Bray-Kurtz y Olsen para la determinacion de fosforo

disponible en suelos agricolas del departamento de La Paz.



1.4.

Objetivos especificos

Determinar las condiciones de trabajo adecuadas para el correcto desempefio
del método.

Validar los métodos de Bray-Kurtz y Olsen, a través de la estimacion de los
parametros de calidad en base a los lineamientos de la norma NB-ISO/IEC
17025:20017 en los numerales 5.4.5 y 5.4.6 de la mencionada Norma.
Cuantificar el P disponible con las metodologias validadas para la aplicacién en
algunos suelos agricolas pertenecientes a municipios del Departamento de La
Paz.

Realizar un analisis de costos del analisis de Fosforo en laboratorio.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Suelo

Segun el IFA (2002), el suelo es un material extraordinario, es la capa superficial
de la tierra, la que ha sido transformada muy despacio por la descomposicion a
través de la accion meteoroldgica, la accion de la vegetacion y del ser humano. El
material original del cual un suelo se forma puede ser la roca subyacente o los
depdsitos de los rios y de los mares (suelos aluvionales) y del viento (suelos

eollicos, tales como el loess) o suelos de cenizas volcanicas.

El linsttituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (2005),
menciona que el suelo es un recurso natural basico es un sistema dinamico,
compuesto de materiales organicos y minerales; sus propiedades se deben al
efecto integrado del clima y los organismos vivos que actian sobre el material
parental, en determinado periodo de tiempo. Sirve de soporte para el crecimiento
de las plantas, microorganismos edaficos y micro fauna; regula el destino del agua
en el ciclo hidrologico y es un sistema reciclador de nutrimentos y residuos

organicos.

Miranda (2004), define al suelo como un complejo organico mineral con
caracteristicas dinamicas, es el lugar donde se desarrolla una gran cantidad
biol6gica. Los suelos se constituyen como una parte de un sistema y en el cual

existen gran interrelacién entre los diferentes componentes.

Por otro lado desde el punto de vista agronémico Orsag (2010), menciona que el
recurso suelo idealmente deberia estar conformado de manera proporcional. Una
parte sélida 50% (minerales y materia organica); una parte aérea:
aproximadamente de 50% que responde a la fase liquida (solucion del suelo) y
otra gaseosa (0,,C0,,N,, NH,, etc.).



Benier (2003), menciona que el suelo es un medio natural de donde las plantas
obtienen todos los elementos minerales (elementos esenciales) que requieren

para su nutricion.

2.2. El fésforo en el suelo

2.2.1. Origen

Bornemiza (1960), citado por Santos (2003), menciona que el fosforo del suelo
proviene mayormente de la meteorizacion de la apatita, un mineral que contiene
fésforo (P) y calcio (Ca), asi como otros elementos como fltor y cloro. El fésforo
elemental es quimicamente muy reactivo y por esta razon no esta presente en un
estado puro en la naturaleza. Se encuentran solamente en combinaciones
guimicas con otros elementos. A medida que las apatitas se descomponen y libera
fésforo, se forman varios compuestos de este elemento en el suelo y se liberan los

dos ionesortofosfato que son absorbidos por las plantas.

Por otro lado Sanzano (s.f.), menciona que la fuente original de fosforo es el
material madre, constituido por rocas fosfatadas, tales como apatita, fluorapatita,

vivianita, etc. Constituye aproximadamente el 0,12 % de la corteza terrestre.

2.2.2. Dindmica del fosforo en el suelo

Por su importancia biologica y la complejidad de su ciclo en el suelo, el fésforo es
uno de los macronutrientes mas estudiados en el mundo. Son varios los
mecanismos de naturaleza fisico-quimica y bioldgica que rigen la dindmica del
fésforo edafico, estudios han demostrado que el contenido de fosforo disponible
de los suelos esta en funcion, en gran medida, de su estado evolutivo, asi como

de su mineralogia y granulometria. (Avellaneda, 1980).

El Instituto de la Potasa y el Fosforo (1996) citado por Santos (2003), menciona
gue el fésforo se mueve muy poco en la mayoria de los suelos. Generalmente se

mantiene en el lugar que ha sido colocado por la meteorizacion de los minerales o



por la fertilizacion; Muy poco se pierde por lixiviaciébn, aunque cuando se mueve
mas libremente en suelos arenosos que en arcillosos. La erosiéon y la remocién por
el cultivo son las dos Unicas formas significativas de pérdida de fésforo del suelo.
Casi todo el fosforo se mueve en el suelo por difusién, un proceso lento de poco
alcance depende de la humedad del suelo. Las condiciones secas reducen

notablemente la difusion.

Picone y Zamuer (2002), sefialan que el fosforo en el suelo es un sistema
dindmico y complejo que involucra la acumulacion del elemento en la biomasa
microbiana, materia organica y formas inorganicas. El fésforo en el suelo puede
ser particionado en compartimentos que varian en su disponibilidad para las
plantas y microorganismos. Una fraccion pequefia se encuentra en forma soluble,
la cual esta en equilibrio con la fraccion labil que comprende el fosforo organico
facilmente mineralizable y los fosfatos débilmente adsorbidos a las arcillas co-
loidales. La mayor parte esta en formas insolubles o fijadas, principalmente como
minerales primarios fosfatados, humus, fosfatos insolubles de Ca,Fe y Al, y
fosfatos fijados por los 6xidos y minerales silicatados.

La Figura 1. muestra los componentes del sistema fésforo en el suelo son el (P) en
solucién, (inmediatamente disponible para las plantas), el (P) labil, que se
encuentra adsorbido en la superficie de las arcillas y el (P) no labil, disponible
para las plantas (Tisdale, 1993) citado por (Bonomelli 2003).

Figura 1.Dindmica del fosforo en el suelo

Fertilizantes

Restos de orginicos Perdidas por
ccccc ha inerales erosién - escorrentia

AbsorciondeP

Fésforo no labil
practicamente
indisponible
para anta

Fésforo
disponible en
la solucion

Desorcién y
movilizacién
lonta

del suelo
(H;PO,; HPO,?)

Fuente: (UNER, 2012)
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2.2.3. Formas de fésforo en el suelo

Agronayade (2011), sefiala que el fosforo presente en el suelo agricola se

encuentra como:

- Faésforo organico

- Fésforo inorganico

El fosforo organico, cuyo porcentaje varia entre 20 y 70 %.La fraccion organica se
encuentra en el humus y otros materiales organicos que pueden 0 no estar
asociados con él. La principal fuente est4 constituida por los residuos vegetales y

animales que se adicionan al suelo.

Las formas de fosforo inorganico presentes en un suelo dependen de su etapa de
meteorizacion quimica. Los fosfatos de calcio son mas solubles que los fosfatos
de aluminio, estos a su vez més solubles que | los de hierro (Sanzano, s.f.). (Tabla
1).

Tabla 1. Principales formas de fosfato inorganico

Forma del fésforo Denominacién

Hidroxiapatita

Oxiapatita
Fosfatos de calcio  Fluorapatita

Carbonatoapatita

Fosfato tricalcico

Fosfato bicalcico

Fosfato monocalcico

Fosfatos de hierro  Vivianita
Estrenguita

Fosfatos de aluminio Variscita

Fuente: Rosetto (1992)



2.2.4. Factores que afectan la disponibilidad del fosforo en el suelo
2.2.4.1. Textura

Nufez Vazquez y Salas (1986), sefialan que, a medida que la textura se hace mas

gruesa, el nivel de fésforo disponible disminuye.

2.2.4.2. El pH

Por otro lado las diversas formas de fosforo varian en relacion al pH; Karim y Khan
(1965) verificaron que las formas P — Aly P — Fe predominan con pH 5 a 6,
disminuyendo por encima de ese valor. Trabajos de muestran que las
concentraciones de P-Ca aumentan substancialmente conforme aumenta el pH de
la solucién de suelo, en tanto decrece la solubilidad del P-Fe. De la misma
manera, Nufiez Vazquez y Salas (1986) demostraron que en los suelos salinos

alcalinos el valor de P extractable es menor

Del valor de pH depende la existencia de diferentes fosfatos y para su fijacién en
el suelo se realiza por bases calcicas, 0xidos de hierro y aluminio o por minerales
arcillosos .Por otro lado Velez (2012), menciona que el pH del suelo es
posiblemente el determinante individual mas importante en la disponibilidad del P
en el suelo. La solubilidad de muchos compuestos de P disminuye a medida que
el pH sube del levemente acido (6,5) a neutro (7,0) y llega a el rango de la
alcalinidad. En la mayoria de los suelos la disponibilidad del fésforo es maxima en
un orden de pH que oscila de 5.5 a 7.0, disminuyendo cuando el pH cae por

debajo de 5.5 y disminuyendo también cuando este valor sube por encima de 7.0.

2.2.4.3. Materia organica

De acuerdo a Biabati (s.f.), los suelos con alto contenido de materia organica
contienen fosforo organico mineralizado (similar al nitrdgeno).

La aplicacién de materia organica (estiércol, residuos de plantas, estiércol verde
de cultivos) a suelos con valores de pH altos:



- Suministra fésforo.

- Durante su descomposiciébn produce compuestos acidos los cuales
aumentan la disponibilidad de las formas minerales de fésforo.

- Actla como agente quelatante y se combina con hierro previniendo la

formacion de fosfatos de hierro insolubles.

2.2.4.4. Humedad

El movimiento de fosforo aumenta con el contenido de agua del suelo. Por otra
parte la absorcion del fosforo por las plantas aumenta cuando la succion matriz del
suelo disminuye, lo que concuerda con el concepto de que la transferencia de
nutrientes a las raices se efectia por medio del agua. El incrementar la humedad
del suelo a niveles éptimos hace que el fosforo sea mas disponible para la planta.
Sin embargo el exceso de humedad reduce el oxigeno lo que limita el crecimiento
de la raiz y hace lenta la absorcion de fosforo, (Instituto de la Potasa y el Fosforo
1996), citado por (Santos, 2003).

Vélez (2012), sefiala que la humedad del suelo es otro factor de importancia en la
disponibilidad del fésforo. Tanto los suelos que sufren de sequia como los

frecuentemente anegados tienen niveles reducidos de fosfato disponible.
2.2.5. Anélisis de suelo

Ramos (2003), menciona que el analisis de suelo consiste en extraer los
nutrientes del suelo mediante la utilizacion de soluciones extractoras, dando como
resultado valores numéricos que pueden reflejar o no la disponibilidad de un

nutriente para las plantas.

Por otro lado Molina y Bornemisza (2006), mencionan que el andlisis de suelo es
una herramienta que permite diagnosticar el estado nutricional del suelo y
establecer recomendaciones de fertilizacion en caso de que se diagnostiquen

problemas nutricionales.



2.2.6. Fundamentos de espectrofotometria

La espectroscopia es una ciencia que estudia las interacciones que suceden entre
la radiacion y la materia. Los métodos espectroscépicos de andlisis miden la
cantidad de radiacién producida o absorbida por las especies atOdmicas o

moleculares que se analizan.

Segun Verde, Lopez Cruz y Malpica (2013), la espectrofotometria ultravioleta-
visible es una técnica de medicién de concentracién de masa de elementos y
compuestos (especies) quimicos (andlisis cuantitativo), cuyo principio es la
interaccion entre la energia electromagnética con la materia. En forma mas
especifica la espectrofotometria ultravioleta — visible se fundamenta en medir la
radiacion monocromatica absorbida por un elemento o molécula causante de
desplazamientos electrénicos a capas superiores, estas transiciones determinan la

region del espectro en la que tiene lugar la absorcion.

Figura 2. Interacciéon de la radiacion con la materia

= 3 B ey
Radiacion AN
policromdtica —
Materia Espectro de
absorcion

Fuente: (Quintero, 2003)

2.2.6.1. Espectrofotémetro Cole-Parmer 83057-0.1V O.2

Es un equipo de proposito general disefiado para cumplirlas necesidades del
laboratorio convencional, son ideales para diversas aplicaciones, tales como:
Bioquimica, Petroquimica, Proteccion del Medio Ambiente, Laboratorios de
Alimentos y Bebidas, Agua y Laboratorios de aguas residuales y otros campos de

control de calidad e investigacion.
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El espectrofotometro tiene una pantalla digital, facil operacion y rango de longitud
de onda de 325 nm a 1000 nm para visible y 200 a 1000 nm. Es ideal para
mediciones en la regién de longitud de onda visible del espectro electromagnético

y modelo UV en ultravioleta y region visible de la longitud de onda.
2.2.6.2. Principio de funcionamiento
El espectrofotometro consta de cinco partes:

- Lampara halégena y deuterio (solo modelo UV) para suministrar la luz

- Un monocromador para aislar la longitud de onda de interés y eliminar la
radiacion de segundo orden no deseada

- Un compartimento de muestra para acomodar la muestra solucién

- Un detector para recibir la luz transmitida y convertirla en una sefal
eléctrica

- Una pantalla digital para indicar la absorbancia o la transmitancia.

En su espectrofotometro, la luz de la lampara se enfoca en la rendija de entrada
del monocromador donde el espejo de colimacion dirige el haz sobre la rejilla. La
rejilla dispersa el haz de luz para producir el espectro, una parte del cual se enfoca
en la rendija de salida del monocromador por un espejo de colimacién. Desde aqui
el haz pasa a una muestra compartimiento a través de uno de los filtros, lo que
ayuda a eliminar el segundo orden no deseado radiacion de la red de difraccién. Al
salir del compartimento de muestra, el rayo espaciado al detector de fotodiodos de
silicio y hace que el detector produzca una sefial critica que se muestra en la

pantalla digital.

Verde, Loépez Cruz, y Malpica (2013), mencionan que el andlisis
espectrofotométrico, normalmente se escoge la longitud de onda de maxima
absorbancia del analito ( Max) debido, entre otras razones, a que la sensibilidad
del andlisis es maxima a esta , es decir, se consigue la maxima respuesta para
una concentracion dada de analito. La Maxima se obtiene mediante un espectro

de absorcion que es una grafica que muestra como varia la absorbancia (A) o la
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absortividad molar (¢) al variar la longitud de onda y se obtiene efectuando
mediciones de absorbancia del analito en un intervalo amplio de longitudes de

onda, por ejemplo de 380 a 780 nm en la region del visible (Figura 3).

Figura 3. Espectros de absorcién (barrido) en la regién de 180 a 400 nm de

un analito en disolucién a diferentes concentraciones

Espectro de absorcion
A ____Conc.1
- - Conc. 2

Conc. 3

Conc. 4

Absorbancia

... Conc. 5
Conc. 6

Conc. 7

200 250 300 350 400
Longitud de onda (nm)

Fuente: Verde, Lopez Cruz, y Malpica (2013)

Las celdas o depdésitos transparentes que contienen la muestra (analito en
disolucién) o el blanco pueden ser de cuarzo, vidrio Optico o plastico y
generalmente tienen 1 cm de longitud de paso Optico. Las de cuarzo se usan para
medidas espectrofotométricas en el UV-Visible, las de vidrio Optico, como
absorben radiacion ultravioleta, s6lo son apropiadas para mediciones en la region
del visible, y las de plastico so6lo se utilizan para disoluciones acuosas y las hay

para mediciones en el visible, y recientemente, en el ultravioleta.

2.3. Métodos para el andlisis de fosforo en el suelo

Para extraer el fosforo en suelos acidos, se utilizan soluciones acidas, y en los
suelos basicos, soluciones alcalina. Es importante tener en cuenta que los
extractantes quimicos utilizados en las diversas técnicas para dosar el fosforo
extractable informa sobre el factor intensidad (P-solucion) y parcialmente sobre el
factor cantidad (P-matriz), cuya solubilizacion sera directamente proporcional a la

energia del extractor utilizado (Bahia, 197) citado por (Bachmeier, 1994). Esta

12



energia depende de la composicidn del extractante, la que, a su vez, determina su

pH y el tipo de interaccion extractante-matriz de suelo.

2.3.1. Bray-Kurtz Il (suelos acidos)

El método Bray y Kurtz , para determinacion de fosforo disponible fue desarrollado
por Roger H. Bray y Lester T. Kurtz en la Estacion Experimental Agricola de lllinois
en 1945 y ahora es ampliamente utilizado en todo el mundo. El fosforo extraido
por el método Bray y Kurtz se ha demostrado estar bien correlacionado con la
respuesta de rendimiento de los cultivos en la mayoria de los suelos acidos y

neutros.
- Principio del método

Para los suelos &cidos, el fluoruro presente en el extracto Bray y Kurtz , mejora la
liberacion de P de los fosfatos de aluminio por la disminucion de la actividad de Al
en la solucién del suelo a través de la formacion de varios complejos Al — F. El
fluoruro es también eficaz en la supresiébn de la re-absorcion de fésforo

solubilizado en los coloides del suelo.

La naturaleza acida del extractante (pH 2,6) también contribuye a la disolucion del

P disponible del Al,Ca y Fe, formas enlazadas en la mayoria de los suelos.

Por otro lado la solucion Bray Il (HCL0.1M y NH,F 0.03 M) disuelve algunos
fosfatos facilmente solubles en acido como los fosfatos de Calcio y una parte de
los fosfatos de Hierro y Aluminio. El proceso automatizado para la determinacion
de Fésforo se basa en la siguiente reaccion: El Molibdato de Amonio catalizado
con Tartrato de Antimonio y Potasio reacciona en medio acido, con el fosfato para
formar un complejo fosfomolibdico el cual es reducido mediante acido Ascorbico

para producir un complejo de color azul (Universidad de Magdalena, 2013).
El ensayo comprende 2 etapas:

- Extraccion

13



- Determinacién espectrofotométrica
El HCI disuelve principalmente los fosfatos de Ca y algunos de Al 'y Fe.
El ibn F~ promueve la desorcion de los fosfatos ligados al Fe yAl.

El i6n F~al disminuir la actividad del AI3* y la del Ca?* y Fe3* por la formacion de
complejos, evita la adsorcion de los fosfatos solubilizados (Soil and Plant Analysis
Council, 1992) citado por (Facultad de Ciencias Agropecuarias-UNER, 2012).

2.3.2. Olsen 1954 (suelos basicos)

El método de Olsen con bicarbonato de sodio fue desarrollado por Sterling R.
Olsen y sus colaboradores en 1954. Se utiliza como método predilecto en suelos

basicos, particularmente aquellos con menos mas del 2% de carbonato de calcio.

Para Olsen un valor de 10 mg/kg se considera generalmente optimo para el

crecimiento vegetal.
- Principio del método

El Fosforo se extrae con una solucion de Bicarbonato de Sodio (NaHC050.5 M) a
un pH 8.50. En los suelos calcareos o alcalinos los iones bicarbonato causan la
precipitacion del Calcio como CaCO0; por lo tanto la actividad del Calcio en la
solucion disminuye; esto facilita la extraccion de los fosfatos de Calcio por lo que
aumenta la solubilidad del fosforo mejorando su absorcion disponible en la
solucion. El proceso automatizado para la determinacion de Fosforo se basa en la
siguiente reaccion: El molibdato de Amonio catalizado con tartrato de Antimonio y
Potasio reacciona en medio acido, con el fosfato para formar un complejo acido
Fosfomolibdico, el cual es reducido mediante acido Ascérbico para producir un

complejo de color azul (Universidad de Magdalena, 2013).
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2.4. Norma Internacional NB-ISO/IEC 17025:2017

Requisitos generales de acuerdo con los cuales un laboratorio puede demostrar
que opera, Si se va a reconocer como competente para realizar ensayos o
calibraciones especificos usando esta norma en laboratorios de calibracion y

ensayo en el desarrollo e implementacion de sus sistemas de calidad.

En Bolivia se han emitido normas, guias y reglamentos para normalizar las
condiciones del desarrollo de métodos analiticos para disminuir la variabilidad de
los resultados en los laboratorios que trabajan bajo las mismas condiciones,
método, personal, entre otros. Dentro de estas normas se encuentra la normas
Boliviana homologa a la norma internacional ISO/IEC 17025:2017, que establece
los requisitos generales para la competencia de laboratorios de ensayo y

calibracion.

2.4.1. Requisitos de la norma NB-ISO/IEC 17025:2017 aplicables al objeto del

trabajo

El numeral 5.4.5 Validacion de los métodos, de la norma ISO/IEC/17025:2017
menciona que: El laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los
meétodos que disefia o desarrolla, los métodos normalizados empleados fuera del
alcance previsto, asi como las ampliaciones y modificaciones de los métodos
normalizados, para confirmar que los métodos son aptos para el fin previsto. La
validacion debe ser tan amplia como sea necesario para satisfacer las
necesidades del tipo de aplicacion o del campo de aplicacion dados. El laboratorio
debe registrar los resultados obtenidos, el procedimiento utilizado para la

validacién y una declaracion sobre la aptitud del método para el uso previsto.

El numeral 5.4.6 Estimacion de la incertidumbre de la medicién, de la norma
ISO/IEC/17025:2017 seiiala que “Los laboratorios de ensayo deben tener y deben
aplicar procedimientos para estimar la incertidumbre de la medicion. En algunos
casos la naturaleza del método de ensayo puede excluir un célculo riguroso,

metrologicamente y estadisticamente valido, de la incertidumbre de medicidon”. En
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estos casos el laboratorio debe, por lo menos, tratar de identificar todos los
componentes de la incertidumbre y hacer una estimacion razonable, y debe
asegurarse de que la forma de informar el resultado no dé una impresion
equivocada de la incertidumbre. Una estimacién razonable se debe basar en un
conocimiento del desempefio del método y en el alcance de la medicién y debe
hacer uso, por ejemplo, de la experiencia adquirida y de los datos de validacion
anteriores (NB-ISO, 2017).

2.5. Validacion de métodos en laboratorio

Validar un método de analisis consiste en verificar y documentar su validez, esto
es, su adecuacion a unos determinados requisitos previamente establecidos. Se
debe resaltar el hecho que se valida con un uso especifico determinado de
antemano. Esta nocién amplia de lo que implica la validacién equivale al concepto
de adecuacion a la finalidad o propdsito perseguido. La validacion seria pues el
proceso de verificar que un método es adecuado para su finalidad, es decir,
adecuado para resolver un problema analitico particular (Instituto de Salud Publica
de Chile, 2010).

La validacion constituye un requisito imprescindible para las buenas préacticas de
laboratorio, conforme lo establecen diferentes agencias reguladoras y la
determinacion de la incertidumbre debe formar parte de este proceso de validaciéon
y es esencial para un control continuo de la calidad. A partir del criterio que no
existe un modelo Unico para validacion y que los pardmetros a evaluar cambian de
acuerdo con los requisitos legales de diferentes organizaciones y de los
requerimientos analiticos particulares; solo es recomendable el seguimiento de
una guia general para la validacion de métodos analiticos, en conformidad con

pautas aceptadas internacionalmente (Cafez, 2015).

Duffauet (2010), sefiala que es importante que el laboratorio tenga claridad antes
de iniciar la validaciéon de cuales son los requerimientos del método para
establecer el alcance de la validacion. A partir del concepto de la validacion como

la confirmacion, surgen cuatro motivos por lo que es necesaria la validacion.
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- Cumplir la normativa (NB — ISO — IEC 17025).
- Optimizar los procesos.
- Asegurar la calidad/mejorar la productividad.

- Reducir costos

Esta implicito que los estudios para determinar los parametros de rendimiento se
llevan a cabo mediante equipos que cumplen con las especificaciones, funcionan
correctamente y estan adecuadamente calibrados. Igualmente, el operador que
realiza los estudios debe ser competente en el campo de trabajo en estudio y debe
contar con suficientes conocimientos respecto al trabajo como para poder tomar
decisiones apropiadas a partir de las observaciones realizadas a medida que el

estudio progrese.
2.6.Material de Referencia Certificado (MRC)

Desde un punto de vista practico, los materiales de referencia (MR) y los
materiales de referencia certificados (MRC) hacen posible la transferencia de los
valores de las magnitudes asignadas o medidas (fisica, quimica, bioldgica o
técnica), entre un lugar y otro. Son ampliamente usados para la calibracién de los
instrumentos de medicion, para la evaluacion o verificacion de los métodos de
ensayo o andlisis, para el aseguramiento de la calidad de las mediciones, etc.
Todas las clases de MR y MRC juegan un papel importante y creciente en las
actividades de la normalizacion nacional e internacional, en los ensayos de
aptitud, validacion y en la acreditacion de laboratorios y deben cumplir con

diferente propiedades como lo indica la Tabla 2.
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Tabla 2. Propiedades de los materiales de referencia certificado

Propiedades Descripcion

El material debe ser estable durante las condiciones de envio, y el
usuario debe conocer durante cuanto tiempo permanece estable el
Homogeneidad MRC desde su recepcién y desde que se abre el recipiente. La
estabilidad tiene que referirse tanto a las propiedades certificadas

como a la matriz.

El MRC ha de ser lo mas parecido posible, tanto en la composicion
de la matriz como en el valor de la propiedad a determinar, a las

imili n | , . .
S tud  co 35 muestras reales gue seran posteriormente analizadas con nuestro

muestras reales método analitico.

Incertidumbre Los valores certificados de la propiedad deseada en el MRC deben
ir acompafiados por sus valores de incertidumbre. El nivel de
incertidumbre asociado también informa de la calidad de un MRC
en concreto.

Fuente: Elaboracion propia
2.7. Parametros de Validacion

Son las propiedades, caracteristicas o capacidades cuantificables del método que

indican su grado de calidad.

Segun Salazar (s.f), el laboratorio decide cuales de los parametros de desempefio
del método necesitan caracterizarse con el fin de validar el método. La
caracterizacion de desempefio del método es un proceso costoso pero puede
restringirse por consideraciones de tiempo y costo. Al empezar con una
especificacion analitica considerada cuidadosamente, se tiene una buena base
sobre la cual planear al proceso de validacion. Algunos de los parametros
pudieron haber sido determinados aproximadamente durante la etapa de
desarrollo del método. Los parametros estudiados para un mejor desempefio del
método son los siguientes: intervalos de trabajo, limite de cuantificacion y

deteccidn, intervalo de trabajo, exactitud, precision y otros.
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2.7.1. Intervalo de trabajo

Para cualquier método cuantitativo es necesario determinar el intervalo de trabajo
de concentraciones del analito o los valores de la propiedad relacionada, sobre los
cuales el método puede aplicarse como se observa en la Figura 4. Esto se refiere
al intervalo de concentraciones o a los valores de la propiedad relacionada, de las
disoluciones medidas realmente mas que de las muestras originales. En el
extremo inferior del intervalo de concentracion, los factores limitantes son los
valores del limite de deteccién y/o cuantificacion (Instituto de Salud Publica de
Chile, 2010).

Figura 4. Intervalo de Trabajo

| INTERVALO DETRABALO |

/

LIMITE DE
CUANTIFICACION
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" INTERVALOLINEAL

\

e

Fuente: (Instituto de Salud Publica, 2010)
2.7.2. Linealidad

Segun la Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (2010), este
parametro permite expresar la capacidad del método analitico para dar resultados
directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra

encontrada mediante espectrofotometria UV-Vis.

La linealidad es la capacidad de un método de andlisis, dentro de un determinado
intervalo, de dar una respuesta 0 resultados instrumentales que sean
proporcionales a la cantidad del analito que se habra de determinar en la muestra

de laboratorio. Con el fin de determinar el rango lineal se puede realizar mediante
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un grafico de concentracién versus respuesta, que se conoce como Funcion
Respuesta (normalmente llamada recta de calibrado). Esta se establece cada dia
con una cierta cantidad de valores formados por un blanco y los patrones de
trabajos limpios de valor teérico conocido, que cubran el intervalo de trabajo
Araujo (2009). (Figura 5).

Figura 4.Linealidad

X y/x = pendiente

Ay =residual

Respuesta

*
Interseccion-

0 0,05 0,1 0,15 0,2

Concentracion

Fuente: Validacion de métodos analiticos (2002)
2.7.3. Limite de cuantificacién (LC)

Segun el Centro Nacional de Metrologia (2005), corresponde a la menor
concentracion o cantidad de analito de una muestra que puede ser determinada
con aceptable precision y exactitud. Cuando se realizan mediciones a niveles
bajos del analito o de la propiedad relacionada, es importante saber cual es la
concentracion mas baja del analitico o el valor de su propiedad relacionada, que

puede detectarse confiablemente por el método.
2.7.4. Limite de deteccién (LD)

Este parametro permite encontrar la concentracion minima cantidad presente en la

muestra que se puede detectar aunque no cuantificar bajo las condiciones
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experimentales descritas para dicho método. El limite de deteccion considera la
amplitud de la sefial y el ruido de la linea de fondo, ademas la concentracion mas
baja que se puede distinguir claramente a partir del cero (EURACHEM, 2005).

El limite de cuantificacion es por lo tanto un término cuantitativo mientas que el
limite de deteccién es solo cuantitativo como se observa en la figura 6,
encontrandose en ambos términos un rango de concentraciones en el que si bien
no se puede cuantificarse el analito en cuestion con razonable certeza, si puede

detectarse su presencia sin incurrir en falsos positivos.

Figura 5. Zona de deteccién y cuantificacion

IIl"E- I-d |-|:

Concentracidn enlas Muestras

Fuente: Validacion de métodos analiticos (2012)

Ddénde: YB = lectura del blanco L4 = limite de deteccién Lc = limite de cuantificacién

2.7.5. Precision

La precision mide el grado que concordancia entre los resultados analiticos
obtenidos de una serie de mediciones repetidas del mismo analito realizadas en
las condiciones previstas en el método. La precision refleja los errores aleatorios
gue se producen cuando se utiliza un método (Oficina de las Naciones Unidas
contra la Droga y el Delito, 2010),

Segun Eurachem (2005), las fuentes de variacion se pueden dividir en:
instrumentales y técnicos, humanas y ambientales, las medidas de precision mas
comunes son la “repetibilidad” y la “reproducibilidad”. Estas representan las dos

medidas extremas de precision que puede obtenerse.
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- Llamamos repetibilidad a la precisibn bajo condiciones en las que los
resultados de una medicion sobre una misma muestra se obtienen con el
mismo método, con el mismo analista, utilizando el mismo instrumento de
medida y mismos reactivos, y durante un corto intervalo de tiempo. Se
puede cuantificar la repetibilidad debida Unicamente al instrumento
midiendo repetidamente la sefial analitica proporcionada por una misma
muestra.

- Precision intermedia de la precision, por ejemplo la precision medida entre
diferentes ensayistas, en periodos de tiempo prolongados dentro de un solo
laboratorio. Esto algunas veces se conoce como “precision intermedia”,
pero las condiciones exactas deberan ser especificadas.

- Tanto la reproducibilidad como la repetibilidad dependen generalmente de
la concentracion del analito y deben determinarse a varias concentraciones
y de ser pertinente, debera establecerse la relacién entre la precision y la
concentracion del analito. En la figura 7, se observa los él diagrama para

evaluar la precision.

Figura 6. Diagrama de flujo para la determinacion de la precision

/ [ PRECISION ‘
[REDEtibi“dﬂd ] [ Reprodhbilidad ]

v N ¢

Repetibilidad [ Precision intermedia l

Repetibilidad

del método

instrumental

Fuente: Elaboracion propia
2.7.6.  Exactitud

Expresa el grado de aproximacion de los resultados obtenidos, por el método con
los verdaderos valores, este parametro permite cuantificar los errores sistematicos

de las lecturas realizadas, se expresa como porcentaje de recuperacion o como
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diferencia entre el valor medio y el aceptado como verdadero (Instituto de Salud
Publica, 2010).

La exactitud y la precision determinan el error total del analisis. La exactitud se
determina tedricamente utilizando material de referencia certificado (MRC) si es
posible, métodos de referencia, estudios en colaboracién o mediante comparacion
con otros métodos (Oficina de las Naciones Unidas Contra la Droga y el Delito,
2010).

2.7.7. Incertidumbre

Un requisito fundamental del proceso de validacion es establecer la incertidumbre
de medida del método de ensayo. Esta incertidumbre de medida viene definida en
el Vocabulario Internacional de Metrologia, como “la estimacion que caracteriza el
intervalo de valores en el que se sitGa, generalmente con una alta probabilidad, el
valor verdadero de la magnitud de medida”, la incertidumbre debe contemplarse
como un requisito técnico indispensable por varios motivos como forma de
busqueda de posibles fuentes de error; es indispensable para aquellos

laboratorios que pretenden acreditarse segun la NB-ISO/IEC 2017.

(Instituto de Salud Publica, 2010), define la incertidumbre de una medicion como el
parametro asociado al resultado de la misma, que caracteriza la dispersion de los
valores que se podrian atribuir razonablemente a la magnitud que se mide por lo
gue es importante que para un método validado o verificado por el laboratorio, se
realice la determinacibn de las diferentes fuentes o componentes de la

incertidumbre de la medicion presentes:

- Efectos de las mediciones, variaciones en las observaciones repetidas bajo
condiciones aparentemente iguales. Ejemplo: paralaje

- Condiciones de medicién: debido al certificado de calibracién, en el que se
establecen las correcciones y las incertidumbres asociadas a ellas, para un
valor K determinado, en las condiciones de calibracion. Ejemplo: material

volumétrico

23



Condiciones de medicién: temperatura humedad, etc.

Otras: el método, uso de tablas, pesada, alicuota, efectos computacionales,
etc.

muestra: tipo de matriz

Sesgos instrumentales: debido a las caracteristicas de los equipos
utilizados para realizar las medidas como la deriva resolucién, magnitudes
de influencia. Ejemplo: temperatura

Pureza de reactivos: materiales de referencia, preparacion de estandares.
Analista: debido a la serie de Generalmente para el andlisis de las fuentes
de incertidumbre se utiliza el diagrama de espina de pescado u otro tipo de
disefio esquematico que permita con facilidad identificar las fuentes de

incertidumbre presentes durante el proceso analitico.

24



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién

Este estudio se realiz6 en el Laboratorio de la Carrera de Agronomia de Suelos y

Agua (LAFASA) dependiente de la Universidad Mayor de San Andrés. El ambiente

presenta una Temperatura promedio de 16,8 °C y Humedad promedio de 29,34

%.Como se observa en (Anexo 1).

3.2. Materiales

3.2.1. Materiales de Laboratorio

Los materiales utilizados se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Materiales

de laboratorio

Equipos

- Espectrofotometro UV-visible
Cole-Parmer 83057-0,1V 2.0

- Agitador magnético

- Agitador de mesa

- Destiladora de agua

- Balanza analitica OHAUS

- pH-metro OAKTON

- Micro pipeta de: 10 ml-5 ml-1 ml

- Hidrémetro de Bouyoucos

25

Reactivos

Fluoruro de amonio: NH,F
Acido clorhidrico: HCI
Molibdato de amonio:
(NH,)6M0,0,,.4H,0

Acido sulfarico: H,S0,

Tartrato de antimonio y potasio
K(Sb0)C,H,041/2 H,0

L-&cido ascorbico: (C4HgO0g)
Fosfato dihidrogeno de potasio:
(KH,PO,)

Bicarbonato de sodio: NaC0,
Hexametafosfato de sodio
Acido clorhidrico HCI



Vidrieria Otros

- Tamiz :de Imm-2mm

- Matraz aforado de: 10 ml-25 ml- .
- TermoOmetro

50 mI-lOOO.rr.1I - Papel filtro cuantitativo
- Vasos precipitados de: 100ml- _ Piceta
250m|-1000ml.
- Mortero
- Probetas graduadas de: 50 ml- .
- Viales
100ml-1000 ml.

- Tips 200ul, Iml, 5ml

Fuente: Elaboracion propia

3.2.2. Material de gabinete

- Computador personal

- Material de escritorio

- Imagenes satelitales, Google Earth
- Software (ArcGIS)

3.3. Metodologia

3.3.1. Condiciones de trabajo

- Preparacion del material

Antes de realizar los ensayos todos los materiales fueron lavados con detergente
liqguido libre de fosfatos para evitar posible contaminacién, se enjuag6é con agua
destilada ademas se utiliz6 HCI al 10 % para eliminar adherencias de residuos a

los materiales utilizados.
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3.3.2. Eleccién de lalongitud de onda 6ptima

Para la eleccion de la longitud de onda adecuada a las condiciones ambientales
del laboratorio, se obtuvo la Maxima absorbancia (A) mediante el espectro de

absorcion la cual relaciona la absorbancia de la solucion y las longitudes de onda,
efectuando mediciones del analito, para esto se realiz6 un barrido espectral
utilizando soluciones de patron a partir del estandar de Fosfato dihidrégeno de
potasio: (KH,PO,), a concentracion 0.2 y 0,4 ppm, (Bray-Kurtz y Olsen
respectivamente) esta solucion fue enrazada a un mismo volumen para ambos
meétodos (50 ml) ,se realizo las lecturas en un intervalo amplio de longitudes de

onda 400 a 990 (nm) en la region del visible.

3.3.3. Modificacidon de la metodologia original

Cuando se plantea un problema analitico lo primero es seleccionar el método de
andlisis que nos proporcione la informacion requerida, en este caso los métodos
de andlisis seleccionados (Bray-Kurtz y Olsen ) estan basados en el Manual de
Procedimientos Analiticos para suelos y Plantas de la Universidad Autonoma

Chapingo, México 2011.

Para fines estratégicos y econémicos del laboratorio se realizé algunas
modificaciones, estos cambios se realizaron de acuerdo a la relacion; suelos-
Extractante; Solucion filtrada-Aforo, Solucién Stock-aforo y la longitud de onda

como se muestra en la Tabla 4,5.

Para el analisis estadistico se realiz6 el célculo de los cuadrados medios y el nivel

de significancia respecto a la prueba F con un nivel de confianza del 95%.
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Tabla 4. Variables de reduccion del método Bray-Kurtz

L Método Método
VMBI original modificado
Peso de la muestra (g) 2.5 15
Solucién extractante (ml) 25 15
Solucion Stock (ml) 5 1
Aforo (ml) 50 10
Longitud de onda (hm) 882 889

Fuente: Elaboracién propia

Tabla 5. Variables de reduccién del método Olsen

Variacién Método Método
Original Modificado
Peso de la muestra (g) 2.5 15
Solucion extractante (ml) 100 30
Solucién Stock (ml) 5 1
Aforo (ml) 50 10
Longitud de onda (hm) 882 889

Fuente: Elaboracion propia

3.3.4. Validacién de la metodologia

Se realizé la validacion de las metodologias en base a la evaluacién de los
siguientes parametros: linealidad del sistema, linealidad del método, intervalo de
trabajo, exactitud, sensibilidad, limite de deteccién, limite de cuantificacion e
incertidumbre, todos estos parametros fueron evaluados en base a criterios de
aceptacion, descrito de acuerdo a lo que establece el INSTITUTO BOLIVIANO DE
METROLOGIA, Guia de Validacion de Métodos analiticos del Instituto de Salud
Publica de Chile y la Guia Eurachem de México debido a que se adecuan al
método desarrollado que ademas tienen como lineamientos la NB-ISO/IEC
17025:2017.
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3.3.4.1. Preparacion del MRCy MRI

Para los ensayos de validacion se utilizaron MRC (Material de Referencia
Certificado, que fue obtenido del equipo de absorcién atdmica) que es el estandar,
como también se utiliz6 MRI (Material de Referencia Interno) de suelo,
seguidamente se describe la preparacion de las soluciones y del material para los
ensayos.

A partir de una solucion certificada de (Fosfato dihidrogeno de potasio
KH,P0,) de 1000 ppm se prepar6 un estandar intermedio de 250 ppm, para lo
cual se midi6 12,5 ml de Fosfato dihidrégeno de potasio (KH,P0,) esta cantidad
se aforo en 50 ml con agua destilada. Esta solucion se guardd en un frasco de
plastico o de vidrio blando, para evitar la contaminacion con arsénico. Finalmente,
la solucién se mantuvo refrigerada.

Para el MRI se escogio dos tipos de suelos 4cido y basico que representasen los

suelos que existen en los diferentes municipios de la ciudad de La Paz.

3.3.4.2. Muestreo de suelos

Las muestras de suelo se tomaron de la capa arable a una profundidad de 20 a
30 cm, cada muestra pes6 de 1,5 a 2 kg, se retir6 las piedras y los terrones
grandes y se procedié al embolsado e identificacion de las muestras (Childn,
1996).

3.3.4.3. Preparacion de la muestra de suelo en laboratorio

Para el manejo de las muestras de suelo en laboratorio se siguié con los
siguientes pasos: desecacion, molienda, tamizado, mezcla, particién, pesada y

conservacion (Chilén, 1996).

Las muestras de suelo fueron secadas a temperatura ambiente posteriormente se

las colocd en una capa delgada de plastico en un area donde esté protegido de
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contaminacion por materias extrafias esto hasta que se equilibre con la humedad
atmosferica, Una vez secas las muestras se procedio a pasarla a través de un
tamiz de 1mm de diametro para la determinacién de parametros quimicos y 2mm
para la determinacién de parametros fisicos, luego se procedié a mezclar para
lograr la mayor unifirmidad posible, una ves mezcladas las muestras se realizo la
particion de la muestra a traves del “cuarteo”, estas muestras fueron almacenadas
en bolsas plasticasde polietileno de alta densidad respectivamente codificadas y
libres de humedad, para su respectivo analisis.

3.3.4.4. Procedimiento analitico Bray-Kurtz (suelos neutro - acidos)
- Fluoruro de amonio 0.03 N en &cido clorhidrico 0.025 N (Solucion

extractante)

Se pesé en una balanza analitica 1.11 g de NH,F se diluyé en 900 ml de agua
destilada y se adicionaron 2 ml de HCI concentrado (p = 1.19 y pureza de

37.23%). Se transvas6 a un matraz y se aforé a 1 1.
- Acido sulfarico 14 N

Con la ayuda de una probeta se midié6 196 ml de H,S0, concentrado (p =
1.84g/m3 y pureza de 95%), se procedié a mezclar lentamente en agua destilada

y se enrazd a 500 ml.
- Tartrato doble de amonio y potasio al 0.5%.

Se peso 0.5 g de tartrato doble de amonio y potasio [K(Sb0O)C,H,041/2 H,0] y se
procedié a mezclar en 100 ml de agua destilada.

- Solucion “stock” de molibdato de amonio.

Se pes6 20 g de molibdato de amonio, [(NH,) 6M0,0,,.4H,0] y se procedié a
diluir aproximadamente en 300 ml de agua destilada. Se agregé lentamente 450

ml de H,S0, al 14 N bajo constante agitacion y 100 ml de tartrato doble de amonio
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y potasio al 0.5%, posteriormente se procedié a diluir y trasvasar a un matraz de

1000 ml, se debe guardaren frasco oscuro para protegerlo de la luz.
- Reactivo mezclado

Se peso 1.5 g de L-acido ascérbico (CgHgOg)se procedio a diluir en 100 ml de la
solucion stock. Este reactivo debe prepararse fresco cada 24 horas ya que sufre

descomposicion.
- Procedimiento

Se pesd 1.5 g de suelo y se colocod en un vaso de precipitado de 100 ml. Se
adicion6 15 ml de la solucion extractante (cubrir la pelicula de plastico para evitar
contaminacion). Se agitd por 5 minutos en agitador a 250 revoluciones. Se
procedio a filtrar en papel cuantitativo. Simultdneamente se corrid blancos de
reactivos. Se tomo6 una alicuota de 1 a 5 ml del extracto, dependiendo de la
concentracion de P y se coloco en un matraz aforado de 10 ml. Se adicion6 agua
hasta completar aproximadamente 5 ml. Se agrego 1 ml del reactivo mezclado, se
agité y completé a volumen. Se esperdé 30 minutos y se procedio a leer en el
espectrofotometro a 889 nm de acuerdo al resultado obtenido en la eleccion de

longitud 6ptima para el laboratorio.

3.3.4.5. Procedimiento analitico Olsen (suelos basicos)

- Solucién extractora, bicarbonato de sodio 0.5 M.

Con la ayuda de una balanza analitica se pes6é 42 g de NaHCO4, en un vaso de
precipitado se procedio a disolver en aproximadamente 900 ml de agua destilada.
Antes de usar la solucién extractora se debe ajustar su pH a 8.5 con Na OH 10 N
se enrasa a 1l. Se debe controlar el pH de la solucion antes de utilizarla. El
contacto de esta solucion con el aire tiende a cambiar el pH, por lo que debe de

controlarse antes de utilizarse y realizar el ajuste si es preciso.
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- Acido sulftrico 14 N.

Con la ayuda de una probeta de 100 ml se midié 196 ml de H,S0, concentrado
(p = 1.84 g/m3ypureza de 95%), se procedi6 a trasvasar lentamente en agua

destilada y se enras6 a 500 ml.
- Tartrato de antimonio y potasio a 0.5%.

Se pes6é 0.5 g de [K(ShO)C,H,041/2 H,0], se disolvid en 100 ml de agua.
Molibdato de amonio. Se disuelven 20 g de [(NH,)6M0,0,,.4H,0] en
aproximadamente 300 ml de agua destilada, posteriormente se agrego
lentamente, y bajo constante agitacion, 450 ml de H,S0,al 14 N. Se agregd 100 ml
de tartrato de antimonio y potasio a 0.5%. Se diluy6 las mezclas a 1 | con agua
destilada. Esta solucion se debe guardar en frasco oscuro para protegerlo de la

luz.
- Solucioén reductora, acido ascorbico

Se disolvid 0.50 g de (C4HgOg)con solucién de molibdato de amonio y se aford con
la misma solucion a 100 ml. Esta solucion se prepardé minutos antes y cada vez

gue se vaya a realiz0 la colorimetria.
- Procedimiento

Se pesd 1,25 g de suelo y se colocoé en un vaso de precipitado de 100 ml, se
adicion6 25 ml de solucién extractora (cubrir los tapones con la pelicula de plastico
para evitar contaminacion) y se agitdo por 30 minutos a 250 revoluciones. Se filtro
inmediatamente a través de papel filtro cuantitativo Si los suelos son ricos en
materia organica, se adiciona aproximadamente 1 g de carb6n activado al papel
filtro. Este carbdn activado debe estar libre de P. Simultdneamente se corrid

blancos de reactivos.

Para la determinacion de P se toma una alicuota de 1 ml del filtrado (6 5 ml si la
concentracion de P es muy baja) y se coloc6 en un matraz aforado de 10 ml, se
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adicion6 agua y 1 ml de solucion reductora y se aford. Después de la adicion de
cada reactivo hay que agitar. Se hizo la lectura de absorbancia después de 30

minutos, pero antes de una hora a 889 nm.
3.3.4.6. Determinacién de lalinealidad del sistema

Para el andlisis de linealidad del sistema se realiz6 ensayos de curva de
calibracion para el espectrofotometro, se prepararon disoluciones a partir del
estandar (de 250 ppm). Para el método Bray- Kurtz, se utilizé concentraciones
crecientes de fosforo en el rango 0-0,2-0,4-0,6-0,8-1 ppm. Para el método Olsen
se midid niveles de concentraciones crecientes de 0-0,2-0,3-0.4-0,5-0,6 ppm estas
diluciones fueron enrazadas a 50 ml por cada método se realiz6 12 ensayos con
una réplica y en diferentes dias, obteniendo lecturas a una longitud de onda de
889 nm.

Una vez realizada las lecturas se descarté los datos anémalos, esto para evaluar
gue los resultados pertenecen a la misma poblacion. Esta evaluacion consiste en
calcular un estadistico y compararlo con un valor tabulado esto para un 95% de
confianza como lo indica (Instituto de Boliviano de Metrologia, 2018), para esto se

utilizé las siguientes expresiones:

Test de Grubbs (Evalua la precision de los valores)

G Yij-Y;j
ij=— Eci1

ij

Donde : Gij es la G de Grupps; 7ij es el promedio de las mediciones;?ijes el

promedio total de las medicones;S;jes la desviacion estadandar de las

mediciones.

A partir de los datos obtenidos en los ensayos se realiz un analisis estadistico en
base determinando las siguientes especificaciones : ecuacion de la recta de
regresion, representacion grafica de la recta de regresion (respuesta del

instrumento y; y la concentracion del patron x), coeficiente de correlacion de
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Pearson (r), coeficiente de determinacion, determinacion de la pendiente,
ordenada al origen, covarianza, Yy analisis de varianza para la regresion lineal

(Instituto de Salud Publica,2010), utilizando las siguientes ecuaciones:
Ecuacion de la recta:

Y, =a+by; Ec.2

Donde: a es la interseccion; b es la pendiente; y; son los datos obtenidos de cada

lectura (absorbancias).

Se calcul6 el valor de la pendiente (b):

_ 2l %) - i =)}
- X (g —%)?

b Ec.3

Donde: x; son las medidas de concentraciones; y; son las medidas de

absorbancia.

La ordenada en el origen (a):

Ec.4

Q
I
<l
|
S

El coeficiente de correlacion (r):

D (G Rl O 2)
r = Ec.5
VIZFG =02 * [ZF i — )2

Donde: x; — x son cada par de puntos concentracion y respuesta; y; — y son los

valores promedio de las concentraciones y respuestas.

Correlacion lineal significativa:

rxy(g—2)

tT‘=— Ec.6
(1-12)



Donde: t.,itico €S €l valor del estimador t Student critico, para a = 0.05y n-2; t ., =
es el valor del estimador t Student obtenido para el coeficiente de correlacion; |r|

es el valor absoluto del coeficiente de correlacion.

Para la evaluacion de la linealidad se realiz6 una prueba estadistica de F (Fisher),
se comparé el valor de F,,; con el valor de F.,;; con un grado de significancia del
95%.

3.3.4.7. Linealidad del método

Se utilizO 5 muestras de suelos acidos y 5 muestras de suelos basicos de
diferentes niveles de concentracién de fosforo (bajo, medio y alto), de cada una de
las muestras se realiz6 3 réplicas. Con los datos obtenidos se realizé el analisis
estadistico determinando la ecuacién de la recta de regresion, representacion
gréfica de la recta de regresion, coeficiente de correlacion de Pearson, varianza
residual y andlisis de varianza de la regresion, utilizando las ecuaciones ya

descritas.

3.3.4.8. Limite de deteccion y limite de cuantificacién

El limite de deteccion y limite de cuantificacion se determiné realizando lecturas de
10 blancos para cada método, ademas de calcular el valor critico (LC),
(Eurachem, 2005). El primer paso para determinar el limite de deteccién es
calcular el valor critico, el cual se determina con un nivel de confianza del 95%,
con grado de libertad infinito, el cual es de 1.645, para el andlisis se realizo el

calculo de ambos pardmetros con las siguientes ecuaciones:
LC =y(B) + 1,645 = Sg Ec.7
LOD =7y(B) + 3.29 * Sp Ec.8

LOQ = y(B) + 10 * S, Ec.9
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Dénde: LC es el limite critico; LOD es el limite de deteccion; LOQ es el limite de
cuantificacion;Yi es el valor promedio de las lecturas del blanco;S; es la deviacion

del blanco.

3.3.4.9. Precisioén

La precision  fue determinado a partir de dos medidas: repetibilidad y
reproducibilidad intermedia para esto se realiz6 diluciones a partir del estandar de
250 ppm a diferentes concentraciones definido por el método de anélisis (Instituto
de Salud Publica, 2010): para el método Bray-Kurtz Il 0,2-0,4-0,6-0,8-1 ppm y
para el método Olsen a concentraciones de 0,2-0,3-0.4-0,5-0,6 ppm .Estos
analisis se realizaron bajo las siguientes condiciones de variacion (variaciones

intermedias) como se describe en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de variacion para determinar reproducibilidad

intermedia
Variables Repetibilidad . €¢SIon
intermedia

Analista Mismo Diferente
Laboratorio Mismo Mismo
Dia del ensayo Mismo Diferente
Condiciones ambientales de Diferente Diferente
T°y %H Diferente Diferente
Método Mismo Mismo
Equipo (Espectrofotometro) Mismo Mismo

Fuente: Elaboracion propia

El segundo analista (A-M), realizd6 los mismos ensayos pero en diferentes
condiciones ambientales y diferentes dias.

Con los datos se le realiz6 la verificacion de datos andémalos y si estos valores
pertenecen a la misma poblacion estadistica en base a la evaluacion de test de
Grubbs (G).

Para el andlisis estadistico se realizo el analisis de Horwitz, para cada una de las

concentraciones ya establecidas. El criterio de aceptacion se fijé6 como %CV < 2
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segun lo establecido para métodos espectrofotométricos para la repetibilidad y
para la reproducibilidad el valor de aceptacion se determiné por medio del factor

de HorRat (CODEX ,2009) para lo cual se utilizaron las siguientes expresiones:

% CViyorwitz = 2(07009C  Ec 10

HorRat v Ec.11
ornat = —// C.
CVHorwitz
Doénde: % CVyorwitz €S €l Coeficiente de variacion de Horwitz; CV=Coeficiente de
variacion de las mediciones realizadas; C es la Concentracion del analito

expresada en decimales.

3.3.4.10. Exactitud

Para la evaluacién de la exactitud de los métodos se realiz6 evaluando el sesgo y
el %R. (Eurachem, 2005). Para el sesgo se realiz0 ensayos empleando el
estandar del cual se preparé diluciones concentracion conocida, este valor tedrico
se le resto6 el resultado hallado empleando los métodos en estudio, utilizando las

siguientes especificaciones:
86=x — Xyre Ec.12

Donde: § es el sesgo; x es el valor obtenido en cada corrida; xzc €s el valor tedrico
del material de referencia.

Para su analisis estadistico se utiliz6 la siguiente expresion:
teqp = ———— Ec.12
Dénde: x,rc €s el valor medio asignado al material de referencia; x es el valor

medio de todas las lecturas realizadas; S es la desviacion estandar de las lecturas

obtenidas n es el nimero de lecturas o valores observados.
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Para él % R se trabaj6é con MRI (Material de Referencia Interno) a los que se les
afiadi6 estandares de P, para esto se considerd elegir niveles de concentracion
gue se encuentren en el rango lineal de manera que permitan evaluar mejor la

capacidad de recuperacion del método (Eurachen, 2005).

Se realiz6 6 mediciones de cada concentracion a 3 niveles criticos (bajo, medio y
alto) para el método Bray-Kurtz 0,2- 0,4 y 0,6 ppm y para el método Olsen 0,2-0,3
y 0,4 ppm, El % de R se calculé con la siguiente ecuacion:

Ce - Co
%R = Ec.14
Cq
Ddnde: %R es el porcentaje de recuperacion; C, es la concentracion de analito de
la muestra enriquecida C,= Es la concentracién del analito medido en la muestra
sin adicionar, C,= Es la concentracion del analito adicionado a la muestra

enriquecido.
3.3.4.11. Incertidumbre

Para esta determinacion se identificd las principales fuentes de incertidumbre,
luego se evalud las incertidumbres que provienen de cada fuente individual y
finalmente se determiné directamente la incertidumbre combinada. Para cada

fuente de incertidumbre se utilizaron las siguientes formulas:
- Incertidumbre de la linealidad del sistema:

La incertidumbre estandar de la linealidad del sistema se la estimé mediante la
respuesta del instrumento (espectrofotdmetro UV- Visible) se calculé con la
ecuacion 18:

N2
uyL:bi\/l‘Fl'i'M Ec.15
1

p mn Sxx

Donde: u,, =Incertidumbre del (P) obtenida por la linealidad; S = desviacion

estandar residual del calculo de regresion lineal; b;= pendiente calculada; p es el
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namero de réplicas de la muestra en estudio; n es el niumero de disoluciones,
Yur €S el promedio de las concentraciones de masa de las disoluciones
empleadas en la linealidad del sistema de linealidad; S,, es Suma de cuadrados

de los residuales de las concentraciones obtenidas.
La suma de cuadrados de los residuales se calculé con la siguiente ecuacion:
_ 2
Sxx = 2{1:1()/1; - VMR) Ec. 16

La desviacion estandar residual de la regresion lineal se calculd con la siguiente

ecuacion:

s = \/ al4i= o tborp) Ec. 17

n-2

Se asumi6 que la concentracion de la muestray,, es de 0,40 ppm que
corresponde a uno de los puntos del rango trabajo, para efectos practicos de
calculo.

- Incertidumbre de la pureza del (KH,PO,)

Segun el certificado del MRC la pureza del (KH,P0,) que se utiliz6 fue de 99.9 +
0.5 %. Esto es quimicamente equivalente a la pureza del P,0sy del P. No se
considerd otra fuente de incertidumbre ya que el procedimiento fue realizado

adecuadamente, para lo cual se utilizaron las siguientes ecuaciones:

Up KH2PO4 — % Ec. 18

__ UPKH2PO4
Urp KH2PO4 = L rnzpo Ec. 19

- Incertidumbre de la masa molar del (KH,PO,)
La incertidumbre de la masa molar del compuesto se determiné mediante la
combinacion de la incertidumbre de los pesos atdmicos de sus elementos

constitutivos (Westgard, 2003). Para calcular la incertidumbre estandar (ux)
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correspondiente a cada elemento se dividid la incertidumbre reportada (u) entre
V3, (CENAM, 2008). Para la incertidumbre estandar combinada del KH,PO, se

utilizé las siguientes ecuaciones:

UMKH2P04 = \/UK2+UH2+UP2+UOZ+ Ec. 20
_ UM KH2PO4
UrM KH2PO4 = 3 kH2POL Ec. 21

- Incertidumbre del volumen del material volumétrico

Este parametro se evalu6 utilizando el método gravimétrico (Ruiz-Morer, 2006),
empleando 10 repeticiones por duplicado en cada caso (matraz aforado de 10ml,
25ml, 50 ml y micropipetas de 200ul, 1ml, 5ml). En los que se identificaron tres
principales fuentes de incertidumbre que afectan esta medicion: tolerancia del
material volumétrico, repetibilidad del volumen medido por el analista (Rep) vy
efecto de la variacibn de la temperatura con respecto a la temperatura de
calibracion del material volumétrico, que se estima a partir del factor de expansion
del agua (AT) .

- Tolerancia

Se tomé de la especificacion del material volumétrico (Tolerancia) correspondiente
gue proporciona el proveedor y para convertir a incertidumbre estandar se asumio
una distribucién rectangular dividiendo entre V6 (EURACHEM, 2005), se utilizé la

siguiente ecuacion:

Tolerancia

Ur = Ec.22
T V6

- Repetibilidad

Esta fuente de incertidumbre se estimo realizando 20 mediciones (n = 20) de la

masa de agua (g) contenida en el volumen asignando del material volumétrico. La
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repetibilidad se estimé a través del calculo de la desviacion estandar (s) de las
mediciones de la masa del volumen asignado, utilizando la siguiente ecuacion:
Sij

Ur —ﬁ Ec.23

- Incertidumbre del factor de dilucién

A partir del (KH,P0,) de 1000 ppm se prepard una disolucién a 250ppm y de ahi
se prepard el estandar del punto medio (2.0 mgL-1) de la curva de calibracién.
Aqui se utilizo la incertidumbre del volumen del matraz volumétrico de 50 ml y la
incertidumbre correspondiente al volumen de la micropipeta volumétrica de 200ul,
con los cuales se prepararon las diluciones, la incertidumbre estandar del factor de

dilucion se obtiene con la siguiente ecuacion:

- Combinacion de las fuentes de incertidumbre

La incertidumbre estandar relativa y la combinada son las incertidumbres
obtenidas a partir de las incertidumbres estandares individuales asociadas a las
magnitudes de entrada del modelo de medicion (EURACHEM, 2005). Para la
combinacion se utiliz6 la ecuacién 25. Todas las fuentes de incertidumbres

halladas anteriormente.

“vp)z Up KH2P04 \* | [ UMKH2PO4 \* (ufdn)z

— /) 4+ (—) + + Ec.25
Hrep j ( vp (P KH2P04) (M KH2P04) fdn ¢

- Estimacion de laincertidumbre expandida

Para hallar la incertidumbre expandida (U) se obtuvo multiplicando Ila
incertidumbre estdndar combinada (por el factor de cobertura k = 2, con un nivel

de confianza de aproximadamente 95%.
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U= urcpxK Ec.26

3.3.5. Cuantificacién el fésforo disponible en suelos agricolas de diferentes

municipios del Departamento de La Paz.

Para este objetivo se siguio el siguiente procedimiento:

3.3.5.1. Determinacién de pH

Se determiné segun (Miranda y Caballero, 2015).

Se pesob 10 g de suelo seco tamizado (1 mm.) en un vaso de precipitado de
100 mly se afadio 50 ml e agua destilada.
Agito la muestra por espacio de 30 min. En una mesa agitadora.

Se dejo en reposo un minimo de 2 horas, se procedi6 a las lecturas.

3.3.5.2. Determinacién de textura método del Densimetro

Se determiné segun (Miranda y Caballero, 2015).

Se peso 50 g de muestra tamizado a 2mm.

La muestra se colocd en un vaso de dispersion de 200 ml. Se procedi6 a
agregarle 100 ml de agua destilada y se agité hasta formar una suspension.
Se agreg0 5 g de hexametafosfato de sodio.

Se agit6 a 200 revoluciones durante 10 min.

Se transfirié la suspension a una probeta y se afiadi6 agua destilada hasta
llegar a la sefial de 1000 ml.

Posteriormente se agitd la solucibn manualmente durante 1 min. hasta que
las particulas queden suspendida.

Se efectud la primera lectura con el hidrémetro, después de 2 horas se

realizé la segunda lectura.
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3.3.5.3. Seleccién de muestras de 20 municipios del Departamento de La

Paz

Los suelos fueron seleccionados bajo ciertas condiciones de naturaleza fisica y
guimica para el método Bray-Kurtz, los suelos de pH acidos- neutros y para el
método Olsen de pH basicos, para homogenizar las muestras en cuanto a textura
se eligieron suelos que contengas arcilla = 20%, cada determinacion de fésforo
disponible en el suelo se la realizé por triplicado y de cada municipio se escogi6

tres muestras de suelo, se evalud el desvio estandar y él %CV.

La preparacion de la muestra y el procedimiento se realiz6 en base a lo descrito
en el los puntos 3.3.4.2, 3.3.4.3y 3.3.4.4.

Las Tablas 7 y 8, muestran los Municipios y cédigos de los suelos utilizados para

cada método.

Tabla 7. Muestras utilizadas para el método Bray-Kurtz

Método Municipio Cddigo
Bray-Kurtz Inquisivi MP-25

Bray-Kurtz Cairoma MP-369
Bray-Kurtz Cairoma MP-371
Bray-Kurtz Cairoma MP-373
Bray-Kurtz Ichoca MP-152
Bray-Kurtz Ichoca MP-153
Bray-Kurtz Ichoca MP-159
Bray-Kurtz Carabuco MP-211
Bray-Kurtz Carabuco MP-217
Bray-Kurtz Yaco MP-235
Bray-Kurtz Yaco MP-249
Bray-Kurtz Malla MP-252
Bray-Kurtz Malla MP-253
Bray-Kurtz Malla MP-255
Bray-Kurtz Colquiri MP-259
Bray-Kurtz Colquiri MP-266
Bray-Kurtz Colquiri MP-283
Bray-Kurtz Mecapaca MP-330
Bray-Kurtz Chuma MP-360
Bray-Kurtz Chuma MP-361
Bray-Kurtz Chuma MP-363
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Bray-Kurtz Achacachi MP-388
Bray-Kurtz Achacachi MP-394
Bray-Kurtz Achacachi MP-398
Bray-Kurtz Sorata MP-423
Bray-Kurtz Sorata MP-449
Bray-Kurtz Sorata MP-459
Bray-Kurtz Quime MP-477
Bray-Kurtz Quime MP-487
Bray-Kurtz Quime MP-496
Bray-Kurtz Combaya MP-507
Bray-Kurtz Combaya MP-510
Bray-Kurtz Combaya MP-523
Bray-Kurtz Ancoraimes MP-563

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 8. Muestras utilizadas para el método Olsen

Método Municipio Cédigo
Olsen Inquisivi MP-24
Olsen Inquisivi MP-26
Olsen Palca MP-41
Olsen Escoma MP-165
Olsen Escoma MP-186
Olsen Carabuco MP-201
Olsen Escoma MP-218
Olsen Yaco MP-238
Olsen Luribay MP-296
Olsen Luribay MP-298
Olsen Luribay MP-314
Olsen Mecapaca MP-318
Olsen Mecapaca MP-319
Olsen Sapahaqui MP-544
Olsen Sapahaqui MP-557
Olsen Sapahaqui MP-558
Olsen Ancoraimes MP-564
Olsen Ancoraimes MP-567
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3.3.6. Andlisis de costos

Se realizo la determinacion de costos tomando en cuenta, el costo de los reactivos
y comparando el método original con el método modificado. Los pardmetros
evaluados fueron: el costo de los reactivos y no se tomé en cuenta el personal,

los ambientes, mantenimiento del equipo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Condiciones optimas de las metodologias

4.1.1. Eleccion de lalongitud de onda 6ptima

En el Anexo 2, se muestra los resultados obtenidos del barrido espectral de 400 a
990 nm, con una concentracion de 0,2 ppm para el método Bray-Kurtz y 0,4 ppm
para el método Olsen, datos obtenidos con el espectrofotometro UV-visible Cole-
Parmer Modelo 83057-0.1 V-2.0. Las condiciones ambientales en el laboratorio no
fueron parametros criticos para la calibraciéon, durante el periodo que duro los
ensayos de este trabajo ya que la Temperatura y Humedad estuvieron dentro de
los siguientes intervalos: 50 + 20 % HR y 25 + 10 °C, como lo estable (Hernandez,
2013).

En el Grafico 1, podemos observar claramente que el espectro de maxima
absorbancia (A) se encuentra a dos longitudes de onda de maxima absorcion las
cuales se dan a 710 y otro a 900 nm para ambos métodos.

Gréfico 1. Espectro de maxima absorcion de fosforo
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Fuente: Elaboracion propia
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En la Tabla 9, se muestran los datos obtenidos para ambos métodos de un
barrido espectral entre 880 a 890 nm. Para identificar la longitud de onda en un

ndmero exacto.

Tabla 9. Barrido espectral 880-890nm

Longitud Bray-Kurtz Olsen

de onda Abs. Abs.
(nm) (A) (A)
880 0,325 0,258
881 0,325 0,258
882 0,327 0,259
883 0,327 0,26
884 0,33 0,261
885 0,335 0,263
886 0,338 0,262
887 0,34 0,262
888 0,342 0,263
889 0,344 0,264
890 0,342 0,261

Fuente: Elaboracion propia

El Gréficos 2, se muestra los espectros de maxima absorbancia. Para el método
Bray-Kurtz a una concentracion de 0,4 ppm la maxima absorbancia es 0,344 (A) y
para el método Olsen a una concentracién 0,2 ppm su maxima absorbancia es de
0,264 (A) estos valores se encuentra a una longitud de onda de 889 nm |,
cumpliendo asi con lo que menciona (Verde y Vega, 2008), que en el analisis
espectrofotométrico, normalmente se escoge la longitud de onda de méxima
absorbancia del analito, entonces podemos decir que a 889 nm se encuentra la
longitud 6ptima para realizar las lecturas de muestras de suelo, ademas que
comparando ambos espectros obtenidos son similares con los reportados por
(Garcia y Ballesteros, 2006) de 890 nm.
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Gréfico 2. Espectro de maxima absorbancia Bray-Kurtz
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Fuente: Elaboracion propia
4.1.2. Reduccién de la metodologia original
La Tabla 10, muestra los datos obtenidos en la modificacion de la metodologia
original esto para ambos métodos, podemos observar que se obtiene valores

similares.

Tabla 10. Reduccion Método A (50ml) — Método B (10ml)

Método
Bray-Kurtz Olsen
Método Método Método Método
o A B . A B
Codigo o 1oml ©odigo 5o 10 ml
ppm de P ppm de P
MRI-1 19,2 20,2 MRI-1B 63,4 64,4
MRI-1 19,5 20,1 MRI-1B 63,8 64,8
MRI-1 20,3 20,7 MRI-1B 63,8 64,4
MRI-1 20,1 20,2 MRI-1B 64 63,8
MRI-1 19,9 19,8 MRI-1B 65,2 64,8
MRI-1 19,4 20,2 MRI-1B 64,4 65,4
MRI-1 20 19,8 MRI-1B 64 64,2
MRI-1 20,2 20,2 MRI-1B 64,8 64,4
MRI-1 19,3 18,7 MRI-1B 63,4 64,8
Yi 19,767 19,989 Yi 64,089 64,556
Si 0,418 0,551 Si 0,609 0,456

Fuente: Elaboracion propia
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En la Tabla 11 y 12, se muestra el resumen del analisis ANOVA, en el que se
compara las medias entre si para ambos métodos, mostrando resultados
satisfactorios y similares, el nivel de significancia respecto a la prueba F con un
nivel de confianza del 95%, para el método Bray-Kurtz se alcanz6 un F critico igual
a 4,414 que es mayor al F experimental 0,928 que manifiesta que no existen
diferencias significativas entre ambos métodos, para el método Olsen se obtuvo F
critico igual a 4,414 que es mayor al F experimental 3,692 manifestando asi que

no existen diferencias entre ambos métodos.

De acuerdo a los datos obtenidos podemos mencionar que al realizar los analisis
con el método modificado (10ml) se obtendra valores que no son

significativamente diferentes del método original (50ml).

Tabla 11. Analisis de varianza (Bray-Kurtz)

Origen de las Suma de Grados Promedio Valor
va?iaciones cuadrados o 2z lioe 3 eee
libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,2 1 0,200 0,928 4,414
Dentro de los grupos 3,878 18 0,215
Total 4,078 19

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 12. Andlisis de varianza (Olsen)

. Grados Promedio Valor
Origen de las Suma de d del = .
variaciones cuadrados ., °°¢ €10 EH(LE)
libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,968 1 0,968 3,692 4,414
Dentro de los grupos 4,72 18 0,262
Total 5,688 19

Fuente: Elaboracion propia
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4.2. Validaciéon de los métodos Bray-Kurtz y Olsen

A continuacion se presenta el tratamiento de datos en base a los resultados

obtenidos experimentalmente en los ensayos realizados para cada método.

4.2.1. Linealidad del sistema
Con los datos obtenidos (Anexo 2) se realizé el descarte de datos anémalos por
medio del tests de Grubbs a un 95% de probabilidad, de acuerdo al Gréfico 3,
podemos observar que los valores de Gcal para las concentraciones (0,2-0,4-0,6-
0,8 y 1) no sobrepasa el valor de Gtab que es de 1,887, en base a esta evaluacion
estadistica se acepta los valores experimentales, por lo que ningun valor fue
descartado cumpliendo asi con lo establecido por el (Instituto Boliviano de

Metrologia, 2018).

Grafico 3. Evaluacion de los datos para el método Bray-Kurtz
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Fuente: Elaboracion propia

Con los datos de obtenidos (Anexo 2) se realizo el descarte de datos anémalos
por medio del tests de Grubbs a un 95% de probabilidad, el Grafico 4, podemos
observar que los valores de Gcal para las concentraciones (0,2-0,3-0,4-0,4 y 0,5)
no sobrepasa el valor de Gtab que es de 1,887, en base a esta evaluacion

estadistica se acepta los valores experimentales por lo que ningun valor fue
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descartado cumpliendo asi con lo establecido por el (Instituto Boliviano de
Metrologia, 2018).

Gréfico 4. Evaluacién de los datos a para el método Olsen
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Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 13, se muestran los valores experimentales promedios obtenidos de la
evaluacion del test de Grubbs de la absorbancia de cada concentracion para cada
método, con estos datos se realiz6 las gréficas de linealidad, cabe destacar que

para la obtencion de estos resultados se realizé varias ensayos previos.

Tabla 13. Valores experimentales evaluados

METODOS
Niveles . Bray-KuAr';)z " Olsen Abs. )
onc. S. S.
. Conc. .
Yi one Yi
1 0 0,061 0 0,06
2 0,2 0,205 0,2 0,2
3 0,4 0,349 0,3 0,272
4 0,6 0,49 0,4 0,336
5 0,8 0,636 0,5 0,412
6 1 0,785 0,6 0,478

Fuente: Elaboracion propia
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En la Grafica 5 y 6, observamos la linealidad del sistema para el método Bray-

Kurtz Il y el método Olsen.

Grafico 5. Linealidad del sistema método Bray-Kurtz
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Grafico 6. Linealidad del sistema método Olsen
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La Tabla 14, muestra los resultados estadisticos del estudio de la linealidad para

el método Bray-Kurtz y Olsen.

Tabla 14. Resumen de los resultados estadisticos para la linealidad

Resultados Resultados

Parametros método método Criterios de
Bray-kurtz Olsen aceptacion
Coeficiente de correlacién (r) 0.9999 0.9998 r > 0.9993

Coeficiente de determinacion (r?) 0.9999 0.9997 rh2> 0.9998

Intercepto(a) 0.0602 0.0605 a+0
Pendiente( b) 0.7217 0.6973 b cercanoal
texp 239.03 124.99

texp > ttab
ttab 2.776 2.776

Fuente: Elaboracion propia

Por los resultados mostrados en la Tabla 14, podemos mencionar que existe un
alto grado de correlacion entre la absorbancia (A) y la concentracion (ppm),
cumpliendo asi la condicion de proporcionalidad indicada por la Ley de Lamber
Beer, ademas que los indicadores de linealidad calculados cumplen con los
criterios de aceptacion establecido por la guia de validacion (Eurachem, 2005), de
esta manera indicamos que los métodos de Bray-Kurtz y Olsen dan resultados
lineales para la determinacion de P en el intervalo de 0 a 1 ppm para el método
Bray-Kurtz y de 0 a 0.6 ppm para el método Olsen. Ademas se establece estas
concentraciones para realizar la curva de calibracion que se realizara en el

espectrofotometro antes de leer las muestras de suelo.

4.2.2. Linealidad del método

En la Tabla 15, observamos los datos promedio de absorbancias obtenidos en el
andlisis empleando las metodologias modificadas y realizando las lecturas a 889
nm. para cada uno de los suelos utilizados para este ensayo.
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Tabla 15. Linealidad del método Bray-Kurtz y Olsen

METODO
Bray-Kurtz Olsen

Municipio Cédigo Conc. Abs. Municipio Codigo Conc. Abs.

Yi (A) Yi (A)
Blanco BLK 0 0,061 Blanco BLK 0 0,059
Combaya MP-259 0,053 0,098 Yaco MP-238 0,2 0,207
Combaya MP-523 0,209 0,203 Ancoraimes MP-567 0,332 0,306
Ichoca MP-152 0,369 0,321 Mecapaca MP-319 0,416 0,366
Chuma MP-360 0,512 0,43 Ancoraimes MP-564 0,51 0,434
Malla MP-252 0,74 0,597 Luribay MP-314 0,611 0,508

Fuente: Elaboracion propia

Los Graficos 7 y 8, muestran la linealidad del método utilizando muestras de

suelos de diferentes municipios.

Grafico 7. Linealidad del método Bray-Kurt
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Grafico 8. Linealidad del método Olsen

Absorbancia
o
w

?

?

R*=0,9999

0,4

0,6

Concentracion

0,8

Fuente: Elaboracién propia

La Tabla 16, muestra los resultados estadisticos del estudio de la linealidad del

método Bray-Kurtz y Olsen.

Tabla 16. Resumen de los resultados estadisticos para la linealidad

Coeficiente de correlacién (r) 0.9998 0.9993 r = 0.9993
Coeficiente de determinacién (r?) 0.9999 0.9991 rh2> 0.9998
Intercepto(a) 0.075 0.057 a+0
Pendiente( b) 0.702 0.726 b cercanoal
texp 58,842 103.45

texp > ttab
ttab 2.776 2.776

Fuente: Elaboracién propia

Por los resultados mostrados en la Tabla 16, de esta manera podemos mencionar

gue el método da resultados linealmente proporcionales entre la absorbancia (A) y
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concentracion (ppm), cumpliendo asi la condicion de proporcionalidad indicada por
la Ley de Lamber Beer, ademas que los indicadores de linealidad calculados
cumplen con los criterios de aceptacion establecido por la guia de validacién
(Eurachem, 2005), lo que indicamos que los métodos para la determinacién de
fésforo en muestras de suelo son lineales y se encuentran dentro de los intervalos
de 0 a 1 ppm para el método Bray-Kurtz y de 0 a 0.6 ppm para el método Olsen

establecidos en la linealidad del sistema.

4.2.3. Limite de deteccidén y limite de cuantificacion

El Anexo 3, muestra los valores obtenidos de acuerdo al procedimiento realizado
para cada meétodo. El limite de deteccion para el método Bray-Kurtz es 0, 066 (1)
para el método Olsen 0,062 (A) siendo estas las cantidades minimas de analito en

la muestra de suelo que pueden ser detectables pero no cuantificables.

En el Grafico 9 y 10, podemos observar que el LOQ (Limite de cuantificacion) para
el método Bray-Kurtz es de 0,073 () y para el método Olsen es de 0,069 (1),
determinando asi que estos métodos son capaces de cuantificar en forma
confiable cantidades minimas de fosforo en el suelo que tengan absorbancias (1)
iguales o0 mayores a los ya mencionados si hubieran casos en los que las
absorbancias fueran menores a los limites de cuantificacion se procedera a
realizar el andlisis con mayor cantidad de la solucion filtrada (mayor alicuota), de
igual forma si una muestra obtiene absorbancias mayores se procederd a
disminuir la alicuota de la solucion filtrada, para asi realizar el analizar las

muestras de suelo dentro del intervalo de trabajo establecido.

El criterio de aceptacion para los Limites de Deteccion y el Limite de
Cuantificacion es que sean menores al limite critico (0.065) definido por el
(Instituto de Salud Publica, 2010), (LC < LOD < LOQ), siendo los valores para el
método Bray-Kurtz (0.065 < 0.066 <« 0.073), para el método Olsen (0.061 <

0.062 « 0.069), cumpliendo asi con el criterio de aceptacion.
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Grafico 9. Limites del método Bray-Kutz Il
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Grafico 10. Limites del método Olsen
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4.2.4. Precision

La precision de los métodos se los evalu6 en términos de repetibilidad y
reproducibilidad.

En el Anexos 4, se muestra los datos obtenidos mediante la evaluacion de los
ensayos realizados para la precision del método Bray-Kurtz, en el Grafico 11,
podemos observar que ningun valor del Gcal sobrepasa el limite establecido por
el Gtab un 95%de confianza, en base a esta evaluacidon estadisticas se aceptan
los valores experimentales por lo que ningun valor fue descartado, cumpliendo de

esta manera con lo establecido por el (Instituto Boliviano de Metrologia, 2018).

Gréfico 11. Datos evaluados para el método Bray-Kurtz
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Fuente: Elaboracion propia

En el Anexos 5, se muestra los datos obtenidos mediante la evaluacién de los

ensayos realizados para la precision del método Olsen, en el Gréafico 12,
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podemos observar que ningun valor del Gcal sobrepasa el limite establecido por
el Gtab un 95% de confianza, en base a estas evaluaciones estadisticas se
aceptan los valores experimentales cumpliendo con lo establecido por el (Instituto
Boliviano de Metrologia, 2018).

Gréfico 12. Datos evaluados para el método Olsen
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Fuente: Elaboracion propia
4.2.4.1. Repetibilidad

En la Tabla 17 y 18, se observa valor mas alto de %CV= 1,369 para Bray-Kurtz y
%CV= 1,167 para Olsen, presentando asi la mayor dispersion entre sus datos,
pero aun asi no se encuentran por fuera de los criterios de aceptacion.

Por lo tanto podemos decir que los métodos son repetibles, ya que las medidas
realizadas por un mismo analista, mismo equipo (espectrofotbmetro), mismos
reactivos, se encuentran en Optimas condiciones y que las variaciones en las
condiciones ambientales del laboratorio no influyen en los resultados, entonces los

métodos son repetiblescumpliendo asi con el criterio de aceptacion %CV<2
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consideradas aceptables para los métodos espectrofotométricos segun lo
establecido por (CODEX, 2009).

Tabla 17. Repetibilidad para el método Bray-Kurtz

Concentracion Resultado Criterio de

PEGETENE (P) % CVr aceptacion
0,2 0,493
0,4 1,923
Repetibilidad 0,6 1,329 <2%
0,8 1,796
1 0,278

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 18. Repetibilidad para el método Olsen

; Concentraciéon Resultado Criterio de
Parametro

(P) % CVr  aceptacion
0,2 1,167
0,3 1,37

Repetibilidad 0,4 0,822 < 2%
0,5 0,583
0,6 0,606

Fuente: Elaboracion propia

4.2.4.2. Reproducibilidad intermedia

Los resultados obtenidos para el segundo analista se muestran en las Tabla 19 y
20, para este parametro se determind su aceptacion por medio del coeficiente de
variacion de Horwitz y luego se determind el indice de HorRat, el cual de acuerdo
al (Instituto de Salud Publica, 2010), establece que el valor de HorRat para 1 ppm
(rango de trabajo) no debe ser mayor de 2%, por lo tanto ese sera el valor de
aceptacion que los valores calculados. Como se observa el valor mas alto de
Factor HorRat = 0,177 para método Bray-Kurtz y para el método Olsen el Factor
HorRat = 0,116 estos valores representan la mayor dispersion entre sus datos,
pero aun asi no se encuentran por fuera de los criterios de aceptacion. Lo que

demuestra que la técnica es totalmente reproducible.
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Tabla 19. Reproducibilidad intermedia Método Bray-Kurtz

Concentracion resultado Facto Criterio de

rarametre (P) % CVy HorRat aceptacion
0,2 16 0,177
R ducibilidad 0,4 16 0,113
eproducibilida
< 0,
intermedia 0,6 16 0,165 <2%
0,8 16 0,18
1 16 0,022

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 20. Reproducibilidad intermedia Método Olsen

, Concentracion resultado Facto Criterio de
Parametro

(P) % CVy HorRat aceptacion
0,2 16 0,074
0,3 16 0,116
Reproducibilidad ’ !
procucibtt 0,4 16 0062  <2%
intermedia
0,5 16 0,049
0,6 16 0,047

Fuente: Elaboracion propia
4.2.4.3. Relacion entre la concentracion de foésforo de la repetibilidad y la

reproducibilidad intermedia

En la Tabla 21, se muestran los datos obtenidos para la relacion de la

concentracion entre la repetibilidad (Sr) y la reproducibilidad intermedia (Sw).

Tabla 21. Relacion de concentracion Sr, Sw para el método Bray-Kurtz

Nivel Sr2 SL2 SR2 m*j Sr Sw
Nivel 0,2 0,000022 1,25E-04 0,000 0,199 0,005 0,009
Nivel 0,4 0,0000325 3,25E-05 0,000 0,349 0,006 0,008

Nivel 0,8 0,0000975 1,32E-04 0,000 0,633 0,010 0,015

P
4
4

Nivel 0,6 4 0,0001085 5,08E-05 0,000 0,491 0,010 0,013
4

Nivel 1 4 0,000006 0,000085 0,000 0,778 0,002 0,010

Fuente: Elaboracion propia
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En el Grafico 13, se puede observar que la precision intermedia es mayor a la
de

reproducibilidad intermedia es mayor que la repetibilidad ya que se produjo

repetibilidad, significa que la dispersion maxima en condiciones

variaciones (analista, dia, condiciones ambientales). Esto significa que la
dispersiébn maxima en condiciones de repetibilidad esta entre los valores de 0,5 y

0.6 ppm.

Gréfico 13. Relacién de concentracion Sr, Sw para el método Bray-Kurtz
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Fuente: Elaboracion propia
En la Tabla 22, se muestran los datos obtenidos para la relacion de la
concentracion entre la repetibilidad (Sr) y la reproducibilidad intermedia (Sw).

Tabla 22. Relacién de concentracion Sr, Sw para el método Olsen

Nivel P Sr2 SL2 SR2 m*  Srj SR
Nivel 0,2 4  0,000006 8,98E-06 0,000 0,203 0,002 0,004
Nivel 0,3 4  0,0000143 2,02E-05 0,000 0,274 0,004 0,006
Nivel 0,4 4  0,000013 3,63E-05 0,000 0,338 0,004 0,007
Nivel 0,5 4  0,000007 2,39E-05 0,000 0,409 0,003 0,006
Nivel0,6 1  0,000011 0,000019 0,000 0,479 0,003 0,005

Fuente: Elaboracion propia
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En la Grafica 14, se puede observar que la precision intermedia es mayor a la
repetibilidad, significa que la dispersion maxima en condiciones de
reproducibilidad intermedia es mayor que la repetibilidad ya que se produjo
variaciones (analista, dia, condiciones ambientales). Esto significa que la
dispersién maxima en condiciones de repetibilidad esta entre los valores de 0,3 y

0,4 ppm.

Grafico 14. Relacién de concentracion Sr, Sw para el método Olsen
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Fuente: Elaboracion propia

4.25. Exactitud
4.25.1. Sesgo

En la Tabla 23 y tabla 24, se muestran los resultados de los ensayos para la
determinacion del sesgo entre el valor de referencia (MRC) y valor obtenido empleando

las respectivas metodologias.

Para la evaluacion del sesgo, se realiz6 la prueba t, en la cual el tcalc es menor al tcrit
para un nivel de confianza de 95%, por lo que podemos decir que las metodologias

empleadas reportan resultados exactos.
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Tabla 23. Datos obtenidos para el Sesgo método Bray-Kurtz

Nivel Muestrapp P Sesgo tcal ttab a=005

1 0,2 0,0011 0,159
2 0,4 0,0019 0,140
3 0,6 0,0033 0,252 2,262
4 0,8 0,0027 0,273
5 1 0,0018 0,279

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 24. Datos obtenidos para el Sesgo método Olsen

Muestra ppm

Nivel ®) Sesgo tcal ttab a =005
1 0,2 0,0001 0,088
2 0,3 0,004 0,274
3 0,4 0,006 0,630 2,262
4 0,5 0,003 0,197
5 0.6 0,04 0,382

Fuente: Elaboracion propia

4.2.5.2. Recuperacion (%)

Respecto a la recuperacion del analito de interés (suelo), se observaron valores
satisfactorios como se muestran en la Tabla 25. En promedio, la recuperacion mas
alta de las muestras naturales fortificadas para el método Bray-Kurtz fue 101,1%,
102,4%, 99,3% y para el método Olsen de 101,1%, 102,4%, 99,3% para los
niveles bajo, medio y alto respectivamente, como se observa en los Graficos 15 y
16, estos valores cumplen con lo establecido por la ecuacion de Horwitz (Instituto
de Salud Publica, 2010), que menciona que €l % de recuperacion esperado debe
encontrarse entre 80% y 120%, cumpliendo de esta manera el criterio de
aceptacion.

Por lo tanto podemos decir que el método Bray-Kurtz y el método
Olsen son método exactos en cuanto a la extraccion de la cantidad de analito

existente en la muestra,
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Tabla 25. Valores obtenidos en % Recuperacion para ambos métodos

% R Bray-Kurtz % R Olsen
N° Codigo  Nivel Nivel Nivel Nivel Nivel Nivel
bajo 0,2 medio 0,4 alto0,6 bajo0,2 medio 0,3 alto 0,4

1 MRI-1 1015 106,25 98,83 86 81,3 91

2 MRI-2 101 104,5 99,5 91 87 85

3 MRI-3 102 103,25 100,83 89,5 87,7 86,3

4 MRI-4 985 102,5 99,17 86 84,3 86,5

5 MRI-5 102 95,753 99,17 95,5 86,3 89,5

6 MRI-6 1015 102,25 98,33 99,5 90,7 90,8

Yi 101,1 102,4 99,3 91,25 86,22 88,18

Fuente: Elaboracion propia

Con los datos obtenidos en la Tabla 22, se realiz6 el grafico control de
recuperacién donde se observa que los valores obtenidos de los tres niveles de %
R se encuentra dentro de los niveles maximos y minimos como se muestra en los
Grafico 15 y 16, para cada meétodo, por lo cual podemos mencionar que el
rendimiento de ambos métodos analiticos son aceptables en cuanto al proceso de
extraccion y la cantidad del analito existente en la muestra de suelo.
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Grafico 15. % Recuperacion método Bray-Kurtz
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Grafico 16. % Recuperacién método Olsen
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4.2.6. Incertidumbre

En la Figura 7, se puede observar el diagrama de espina de pescado donde se
muestra la identificacion de las fuentes de incertidumbre presentes durante el

proceso analitico para ambas metodologias.

Figura 7. Diagrama de espina de pescado (Incertidumbre)
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Fuente: Elaboracion propia

En el Grafico 17, podemos observar la contribucion de las fuentes de in-
certidumbre estimadas, en la Figura 8, se puede apreciar que la mayor
contribucién corresponde a la determinacion de la concentracién de fésforo
obtenido del factor de disolucién de 10 ml lo que se demuestra que ésta es la
operacion que es necesario mejorar para aumentar la calidad de los resultados de
este ensayo. La masa molar practicamente no contribuye con incertidumbre, en
tanto que la pureza del (KH,PO0,), la masa del (KH,P0,). Nuestra incertidumbre
estdndar nos da un valor de + 0,576, por lo tanto este es valor que va

acompafado al resultado del analisis de P.
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Grafico 17. Incertidumbre relativa para el método Bray-Kurtz y Olsen
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Fuente: Elaboracion propia

4.3. Andlisis de las muestras de suelo

En la llustracién 1, se observa la localizacién de los puntos de muestreo en los

diferentes municipios del departamento de La Paz.

En las Tablas 26 y 27, se observan los datos obtenidos en el analisis de P
empleando los métodos ya validados (Bray-Kurtz y Olsen,) en muestras de suelo,
los resultados van acompafnados con su incertidumbre (£0,576), de esta manera
aplicamos los métodos para el andlisis de P en los suelos acidos y basicos.
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llustracién 1. Localizacion de los puntos de muestreos

Puntos de Muestreo
Departamento de La Paz - Bolivia

Tesista: Elizabeth Yujra Ticona

$Fo0000

Leyenda

% % p_muestra

:I lapaz

1:3.000.000

3100000

Geographic Coordinate System:
GCS_WGS_1984

Datum: D_WGS_1984

Prime Meridian: Greenwich

Angular Unit: Degree
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Tabla 26. Analisis de muestras de suelos empleando métodos validado Bray-

Kurtz
L . Clase pH ppm de &
Municipio  Cédigo A L Y textural 1°5 P) S %CV
Inquisivi MP-25 39 36 26 franco 6,69 384 +0576 0,05 1,32
Ichoca MP-152 35 43 22 franco 551 36,9 +0,576 061 1,65
Ichoca MP-159 36 41 23 franco 552 9,71 £0,576 0,05 0,51

Carabuco MP-211 42 35 23 franco 733 931 +0576 0,11 1,15
Carabuco MP217 34 41 24 franco 7,38 272 +0,576 3,12 1,15

Yaco MP235 47 31 21 franco 6,75 6,47 +0,576 0,21 3,22
Yaco MP249 42 35 22 franco 6,65 20,8 +0,576 0,36 1,27
Malla MP-252 38 40 21 franco 7,31 73,97 £0,576 0,74 0,1
Malla MP-253 30 45 24 franco 702 284 0576 036 1,27
Malla MP-255 36 39 24 franco 7,22 5243 0,576 049 0,94
Colquiri MP-259 28 48 24 franco 593 1,33 +0,576 0,01 1,08
Colquiri MP-266 37 42 22 franco 5,78 10,92 +0,576 0,1 0,95
Colquiri MP-283 38 37 24 franco 59 7,18 +0,576 0,32 5,22
Mecapaca MP-330 48 30 22 franco 7,03 2597 +£0,576 0,31 1,18
Chuma MP-360 42 38 20 franco 6,68 51,233 0,576 1,16 1,13
Chuma MP-361 40 39 21 franco 6,53 66,400 0,576 1,2 0,54
Chuma MP-363 48 32 20 franco 6,08 516 0576 0,27 0,51
Cairoma MP-369 45 29 26 franco 5,74 86,6 0576 1,44 1,67
Cairoma MP-371 43 32 26 franco 501 715 0,576 053 0,74
Cairoma MP-373 40 34 26 franco 5,52 52,756 0,576 0,46 0,29

Achacachi MP-388 41 32 27 franco 587 1598 *0,576 0,33 2,08
Achacachi MP-394 42 34 25 franco 552 21,23 =*0,576 0,67 3,14
Achacachi MP-398 45 29 26 franco 585 20,97 %0576 129 6,13

Sorata MP-423 31 48 21 franco 534 4143 +0576 025 0,61
Sorata MP-449 42 35 23 franco 54 43,933 +0,576 1.102 251
Sorata MP-459 27 48 24 franco 528 81,267 *0,576 0,01 1,08
Quime MP-477 47 33 21 franco 575 59,73 %0576 246 1,12
Quime MP-487 45 34 22 franco 525 49,27 *0576 0,83 1,69
Quime MP-496 46 32 22 franco 554 1199 +0,576 0,12 0,98

Combaya MP-507 47 31 23 franco 599 61,13 0,576 2,05 3,35
Combaya MP-510 51 29 21 franco 573 3382 0,576 2,33 2,89
Combaya MP-523 44 33 23 franco 6,8 10,45 0,576 0,27 2,553
Ancoraimes MP-563 43 33 24 franco 7,03 58,5842 +0,576 0,11 3,33
Palca MP-44 32 45 23 franco 7,16 58,7294 +0,576 1,44 0,61
Palca MP-54 37 39 24 franco 7,64 58,8747 +0,576 0,12 0,6

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 27. Analisis de muestras de suelos empleando métodos validado Olsen

Municipio

Inquisivi
Inquisivi
Palca
Escoma
Escoma
Carabuco
Escoma
Yaco
Luribay
Luribay
Luribay
Mecapaca
Mecapaca
Sapahaqui
Sapahaqui
Sapahaqui
Ancoraimes
Ancoraimes

Caddigo

MP-24

MP-26

MP-41

MP-165
MP-186
MP-201
MP-218
MP-238
MP-296
MP-298
MP-314
MP-318
MP-319
MP-544
MP-557
MP-558
MP-564
MP-567

A

44
34
37
28
41
38
40
39
38
43
34
46
40
44
50
37
36
29

L

28
43
37
47
34

H

Y Clase textural I;):5 P (ppm)

28 franco arcilloso 7,99 12,35 +0,576
24 Franco 756 5,72 *0,576
25 Franco 756 146 +0,576
25 Franco 7,58 13,67 *0,576
25 Franco 7,64 13,67 +0,576
24 Franco 74 6,62 0,576
26 Franco 7,77 516 +0,576
23 Franco 7,35 39,33 +0,576
20 Franco 8,64 87,6 0,576
21 Franco 8,88 53,47 *0,576
24 Franco 8,79 81,467 +0,576
21 Franco 74 9,23 0,576
22 Franco 7,6 83,267 0,576
23 Franco 7,81 11,04 0,576
21 Franco 7,78 57,8 *0,576
21 Franco 7,96 60,889 +0,576
22 Franco 7,43 67,956 +0,576
24 Franco 7,73 66,400 +0,576

S %CV
009 07
0,03 051
0,35 2737
0,46 0,462
0,46 0,058
0,33 3,97
122 236
0,757 1,9
0,72 0,82
13 243
06 0,449
0,115 0,139
0,23 184
0,204 1,84
0,346 06
0,658 1,08
0,601 0,88
1,039 1,57

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 28. Comparacion de las dos metodologias para diferentes pH

Bray-Kurtz Olsen . .
pH Il (ppm) o Diferencia
MP-507 5,99 61,13 57,98 3,15
MP-330 7,03 25,97 24,89 1,08
MP-255 7,22 52,43 49,5 2,93
MP-26 7,56 7,9 5,72 2,18
MP-544 7,81 13,87 11,04 2,83

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados del analisis de P disponible en las muestras de suelo mostraron

diferencias, en las concentraciones de P disponible extraido por las soluciones de

Bray-Kurtz y Olsen. En la Tabla 28. Se observa que el extractante Bray-Kurtz

extrajo mayor cantidad de P en comparacién con Olsen, posiblemente, estos

resultados se pueden atribuir a que la solucion acida de Bray-Kurtz promueve la
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disolucién parcial de los coloides inorganicos, y las formas extraidas de P unido al
calcio (Ca-P), hierro (Fe-P) y aluminio (Al-P). Mientras que los valores obtenidos
por el método de Olsen se deben a la posible disolucion del fésforo orgénico
debido al alto pH (8,50) de la solucion extractante, ya que en suelos acidos se
inhibe la formacion de carbonatos, lo que no permite la liberaciéon del P
proveniente de las formas inorganicas antes mencionadas. En tal sentido, al
analizar las diferencias podemos ver que a pH cercanos a neutro existe una menor

diferencia para ambos métodos.

4.4. Costos

En las Tabla 29 y 30, se muestra los costos de los materiales para el método Bray-
Kurtz para la metodologia original (50ml), por cada 100 muestras se tiene un costo
de 686 Bs. Para la metodologia modificada (10ml) por cada 100 muestras se tiene
un costo de 416 Bs, ahorrandole al laboratorio 270 Bs. Por los datos obtenidos
podemos decir que no es factible realizar el andlisis para una sola muestra por la
poca cantidad de reactivos que se usa, y el resto seria desechado determinando

asi que minimamente se debe realizar 20 muestras.

Tabla 29. Costo de reactivos método Bray-Kurtz (50ml)

Cantidad

ftem Reactivo/materiales Unidades de Prec.io el Cantidad/100muestra el
. Reactivo(Bs) /100muestras
Reactivo

1 Acido Ascérbico g 500 1020 7,5 15,3

2 Acido Sulfarico ml 1000 580 98 56,84

3  Molibdato de amonio g 100 2800 10 280

4 Tartrato de Potasio g 250 1600 0,25 1,6

5 Acido Clorhidrico ml 1000 420 2 0,84

6  Fluoruro de amonio g 100 1000 1,11 11,1

7 Carbdn Activo g 1000 800 50 40

8  Papel filtro cuantitativo Caja 100 280 100 280
Costo de reactivo por 100 muestras (Bs) en 50 ml 686
Tiempo de andlisis 45 min

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 30.Costo de reactivos método Bray-Kurtz (10ml)

; Sicad Precio de
Item Reactivo/materiales Unidades de_ Reactivo(Bs)
Reactivo

1 Acido Ascérbico g 500 1020

2 Acido Sulfurico ml 1000 580

3  Molibdato de amonio g 100 2800

4 Tartrato de Potasio g 250 1600

5 Acido Clorhidrico ml 1000 420

6  Fluoruro de amonio g 100 1000

7 Carbén Activo g 1000 800

8 Papel filtro cuantitativo Caja 100 280

Costo de reactivo por 100 muestras (Bs) en 50 ml
Tiempo de andlisis

Cantidad/100muestra

2,5
19,6
2
0,25
2
1,11
50
100

Valor en Bs.
/100muestras

5,1
11,368
56
1,6
0,84
11,1
40
280
406
30min

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 31 y 32, se muestra los costos de los materiales para el Olsen para la

metodologia original (50ml), por cada 100 muestras se tiene un costo de 822 Bs.

Para la metodologia modificada (10ml) por cada 100 muestras se tiene un costo

de 548 Bs, ahorrandole al laboratorio 274 Bs. Por los datos obtenidos podemos

decir que no es factible realizar el andlisis para una sola muestra por la poca

cantidad de reactivos que se usarian, determinando asi que minimamente se debe

realizar 20 muestras.

Tabla 31. Costo de reactivos método Olsen (50ml)

item

O 0 N O & W N BB

Sopticas Precio de
Reactivo/materiales Unidades de R
. Reactivo(Bs)

Reactivo
Acido Ascérbico g 500 1020
Acido Sulfdrico ml 1000 580
Molibdato de amonio g 100 2800
Tartrato de Potasio g 250 1600
Bicarbonato de Sodio g 500 740
Carbén Activo g 1000 800
Papel filtro cuantitativo Caja 100 280
Hidréxido se Sodio g 500 700

Costo de reactivo por 100 muestras (Bs) en 50 mi
Tiempo de anilisis

Cantidad/100muestra

2,5
98
10
0,25
105
50
100
2,5

Valor en Bs.
/100muestras

51
56,84
280
1,6
155,4
40
280
3,5
822
50

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 32. Costo de reactivos método Olsen (10ml)

Cantidad

Item Reactivo/materiales Unidades de. R:ar(cetcil\(l)o((j;s) Cantidad/100muestra /\1,3:;:;3:;:;5
Reactivo
1 Acido Ascorbico g 500 1020 0,5 1,02
2 Acido Sulfurico ml 1000 580 19,6 11,37
3 Molibdato de amonio g 100 2800 2 56
4 Tartrato de Potasio g 250 1600 0,05 0,32
6 Bicarbonato de Sodio g 500 740 105 155,4
7 Carbon Activo 1000 800 50 40
8 Papel filtro cuantitativo Caja 100 280 100 280
9 Hidroxido se Sodio g 500 700 2,5 3,5
Costo de reactivo por 100 muestras (Bs) en 10 mli 548
Tiempo de anilisis 35

Fuente: Elaboracion propia
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CONCLUSIONES

Las condiciones de trabajo adecuadas para el correcto desempefio se
determind una longitud de 889 nm para los métodos espectrofotométricos
Bray-Kurtz y Olsen, este valor fue determinado para las condiciones

ambientales de temperatura y humedad del laboratorio.

En cuanto a la modificacién de la metodologia original en relacién: suelos-
Extractante; Solucidn filtrada-Aforo, Solucion Stock-aforo demuestran que el
método modificado (10 ml) se obtiene valores que no son significativamente

diferentes del método original (50ml).

Se comprobd el cumplimiento de la linealidad del sistema y la linealidad del
método en el intervalo de concentraciones que se estudiaron por su
elevado valor del coeficiente de correlacion alcanzado que es 0,9999 para

ambos métodos.

A partir de los ensayos realizados se determiné el limite de cuantificacion
para los métodos Bray-Kurtz y Olsen fue 0,073 y 0,069 de absorbancia (A),
estos valores corresponde a la mas baja cantidad de fosforo que puede

determinarse cuantitativamente con los métodos ya mencionados.

La exactitud del método analitico cumple con los parametros y los criterios
de aceptacion (%R= 80-120), concluyendo que los resultados de la prueba
obtenida mediante el procedimiento establecido bajo condiciones descritas

demostrando asi que el método es exacto.

El método analitico para la cuantificacion de P en el suelo es preciso dentro
del ensayo al ser efectuado cualquier dia, diferente analista y cualquier
muestra a diferentes concentraciones. Es un procedimiento analitico

preciso ya que posee un grado de concordancia entre los resultados de las
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pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente en el
laboratorio. Los resultados en la precision mostraron que los coeficientes de
variacion fueron < 2%, lo que demuestra la buena repetibilidad de los
métodos de cuantificacion. No se observaron diferencias significativas entre
las medias de ambos analistas y ambos dias por lo tanto los métodos

analitico fue reproducible por ambos analistas.

Los resultados de ambos métodos (Bray-Kurtz y Olsen), permite concluir
gue estos métodos analiticos para la cuantificaciéon de P en suelos acidos y
basicos, presentan resultados de linealidad del sistema, linealidad del
método, precision y exactitud son satisfactorios que permiten obtener
resultados seguros y confiables en la deteccién y cuantificaciéon de P,
ademas de contar con el dato de incertidumbre que debe ir acompafiado al
resultado cumpliendo asi el proceso de validacién para ambos métodos
bajo los lineamientos de la NB-ISO/IEC 17025:2017, en los numerales
5.4.5y5.4.6.

El andlisis de costos nos permite concluir que al emplear los métodos Bray-
Kurtz y Olsen, el valor de los reactivos por cada 100 es de 324 Bs. y 398
Bs. respectivamente, estos valores nos indican que es rentable para el

laboratorio realizar servidos de analisis de muestras en suelo.
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RECOMENDACIONES

Para evitar la presencia de interferencia en los analisis de P, se recomienda
lavar los el material volumétrico (tips, pipeta, matraces aforados, etc.), con
detergente liquido y dejarlos en HCL al 10 %.

Se recomienda realizar la curva de calibrado cada vez que se vaya a
realizar las lecturas de las muestras de suelo, y verificar que este tenga un
coeficiente de correlacion de 0,999 para tener datos proporcionales entre la

absorbancia (A) y concentracion.

Una vez culminado el proceso de validaciéon el laboratorio se recomienda
utilizar los datos obtenidos para realizar un monitoreo periédico al método.
Normalmente se debe establecer parametros para su control, en este caso
los parametros que se recomienda utilizar son: Precision, exactitud e

incertidumbre.
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ANEXOS

Anexo 1. Datos de Temperatura y Humedad

Hora T° %H
10:15 17,5 32
10:18 17,4 32
10:00 17,3 29
10:15 17,8 30
11:00 17 31
12:24 16,2 31
9:00 17,8 32
11:00 17,3 29
10:10 18,8 28
8:45 16,4 27
14:00 18,5 26
11:00 16,5 33
11:25 17,4 35
14:30 18,5 26
10:30 17,3 27
10:15 17,8 32
14:45 18,6 28
14:30 18,8 26
14:00 14,1 29
9:30 13,3 29
11:15 13 29
11:00 12,5 30
Promedio 16,81 29,59

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 2. Barrido espectral 400-990 nm

Longitud Bray-Kurtz Olsen Longitud Bray-Kurtz Olsen Longitud Bray-Kurtz Olsen

de onda de onda de onda
(nm) Abs (A)  Abs(A) Abs(A)  Abs(A) " ) Abs(A)  Abs(A)
400 0118 0106 600 0188 0156 800 0231 0,231
410 0109 0099 610 0197 0159 810 0,236 0,236
0,246
420 0104 0097 620 0202 0163 820 0,246
430 0,03 0096 630 0207 0168 830 o261 0261
0,276
440 0104 0097 640 0214 0173 840 0,276
450 0106 0099 650 0222 0179 850 0,29 0,29
460 0111 0102 660 0,23 0,186 860 0,304 0,304
470 0117 0106 670 024 0193 870 0,316 0,316
480 0123 011 680 0248 02 880 0325 032
0,329
490 0128 0113 690 0255 0199 890 0,329
500 0,133 0,116 700 0,258 0,206 900 0,327 0,327
510 0137 0118 710 0,259 0,21 910 0,32 0,32
520 0142 0122 720 0257 0213 920 0,309 0,309
530 0149 0131 730 0253 0215 930 0,302 0,302
540 0157 0,136 740 0,252 0,21 940 0,303 0,303
550 0164 0141 750 0245 0206 950 0,323 0,323
560 0,17 0145 760 0238 0203 960 0,36 0,36
570 0175 0148 770 0,233 0,2 970 0,358 0,358
580 0,18 0,15 780 0229 0199 980 0,343 0,343
590 0184 0153 790 0229 0199 990 0,318 0,318

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 3. Datos experimentales (Bray-Kurtz y Olsen) para linealidad

Conc.

P

0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8

1

S = N N Y

G
calculado

0,070
0,873
0,070
1,013
1,118
1,397
0,968
0,470
0,194
0,692
0,692
1,687
0,585
0,585
0,139
0,864
0,920
1,644
0,070
0,442
0,352
0,855
1,338
1,468
0,408
0,088
0,010
0,050
0,439
1,856

G tablas
95%
0,070
0,873
0,070
1,013
1,118
1,397
0,968
0,470
0,194
0,692
0,692
1,687
0,585
0,585
0,139
0,864
0,920
1,644
0,070
0,442
0,352
0,855
1,338
1,468
0,408
0,088
0,010
0,050
0,439
1,856

G

tab>Gcal

Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple

Conc.

P
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6

G tablas 95%

1,291
1,291
0,645
0,645
0,645
0,645
0,316
0,024
1,435
1,629
0,122
0,413

0,31
0,354
1,683
0,974
0,221
0,974
0,577
0,378
1,573
1,234
0,577
0,438
0,023
0,342
1,618
1,208
0,889
0,114

G tab>Gcal

1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,387
1,887
1,387
1,887
1,387
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,887
1,387
1,887
1,387

G
tab>Gcal
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 4. Datos para el Limite de Detecciéon y Limite de Cuantificacion

o Bray-Kurtz Olsen
N° de muestra Abs (A) Abs (A)
1 0,064 0,058
2 0,063 0,059
3 0,064 0,06
4 0,062 0,059
5 0,063 0,061
6 0,062 0,06
7 0,063 0,058
8 0,063 0,061
9 0,064 0,058
10 0,065 0,059
Yi 0,063 0,059
Si 0,001 0,001
LC 0,065 0,061
LOD 0,066 0,062
LOQ 0,073 0,069

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 5. Analisis de datos para la precision (Bray-Kurtz y Olsen)

G G
Conc.P Analista Gcalculado tablas Conc.P Analista Gcalculado tablas G tab>Gcal
95% 95%
0,2 A-M 0,447 1,481 0,2 A-M 0,781 1,481 Cumple
0,2 A-E 0,776 1,481 0,2 A-E 0,511 1,481 Cumple
0,2 A-M 1,2 1,481 0,2 A-M 0,888 1,481 Cumple
0,2 A-E 0,87 1,481 02 AE 1,158 1,481 Cumple
0,4 A-M 0,182 1,481 0,3 A-M 0,034 1,481 Cumple
0,4 A-E 0,158 1,481 0,3 A-E 1,108 1,481 Cumple
0,4 A-M 1,201 1,481 0,3 A-M 1,31 1,481 Cumple
0,4 A-E 1,225 1,481 0,3 A-E 0,235 1,481 Cumple
0,6 A-M 1,316 1,481 0,4 A-M 0,786 1,481 Cumple
0,6 A-E 0,427 1,481 0,4 A-E 0,812 1,481 Cumple
0,6 A-M 0,142 1,481 0,4 A-M 0,941 1,481 Cumple
0,6 A-E 1,032 1,481 0,4 A-E 0,915 1,481 Cumple
0,8 A-M 1,013 1,481 05 A-M 0,404 1,481 Cumple
0,8 A-E 0,705 1,481 0,5 A-E 1,279 1,481 Cumple
0,8 A-M 0,885 1,481 05 A-M 1,077 1,481 Cumple
0,8 A-E 0,833 1,481 0,5 A-E 0,202 1,481 Cumple
1 A-M 1,03 1,481 0,6 A-M 1,219 1,481 Cumple
1 A-E 0,805 1,481 0,6 A-E 1,084 1,481 Cumple
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1 A-M 0,684 1,481 0,6 A-M 0,339 1,481 Cumple
1 A-E 0,908 1,481 0,6 A-E 0,474 1,481 Cumple

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 6. Valores tabulados det aun 95,46 %y 99,73 % de probabilidad

Grados 95,465 949, 73% Grados 05,46% 949, 73%

de Una Dos Uma Dos |de Una Dos Umna Das

libertad Cila Ciilas Cola Codas  |libertad | Cola Cilas Cola Colas
1 b5 | 13,999 | 117 B0 | 235,784 i 1,750 2,102 3,035 3,31b
K 3 (R 4,532 13,553 | 159,206 27 1,754 298 3,025 3,303
3 2461 3,310 7256 9,218 2B 1,752 2054 3,016 3,291
4 2218 2871 5480 B, 620 29 1,749 201 3,007 3. 2B0
5 201 2 b5 4 b6RT S 307 1] 1,747 2 R 2,999 3,270
L] 2,013 2518 4247 4,804 11 1,746 2 0B85 29492 3,261
7 1,560 2430 35969 4,530 12 1744 2 )R 2 SRS 3252
B 1,922 2188 3778 a4 X277 13 1,742 2 )R 297R 3244
9 1 854 2321 3,640 4,094 14 1,741 2077 25972 3236
10 1871 2,285 3535 3957 15 1,739 2075 2966 3229
11 1854 2,250 3453 1 B50 b 1,738 2073 2961 3222
1z 183G 2,243 3387 1. TEd 17 1,736 2071 29506 3,216
13 1827 2,213 3,332 1, 684 iR 1,735 200 2,951 3,210
14 1816 2 196 3287 1 636 Eh ] 1,734 2067 2946 3,204
15 1 807 2 182 3248 1 5BE A0 1,733 2 5 28470 31,199
16 1 800 2,170 3,215 3 544 41 1,732 2 k) 2938 3,194
17 1,743 2,159 3,187 1,507 2 1,731 2 )b d 2,934 3,189
1B 17T 2,150 3,162 31475 43 1,730 2,061 2930 3,184
19 1,782 2,142 3,139 1447 44 1,729 2 )55 2927 3,180
20 1,777 2,134 3120 1422 45 1,728 2 )58 2924 3175
£1 1,773 2127 3,102 3,400 db 1,727 2057 25920 3,171
22 1. 769 2,121 3 086 3 3E0 47 1. 727 2056 2917 3,168
23 1,765 2116 3071 1361 48 1,726 2054 2914 3164
.l ] 1,76l 2,111 3058 1 345 49 1,725 2053 2912 3,160
25 1,754 2,106 3,05 1. 330 1] 1,724 2052 2,590 3,157
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VALORES TABULADOS DE "F"

Anexo 7 Valores tabulados de “F”

F DE SNEDECOR A 95,46% DE PROBABILIDAD

£, /1, 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 | 195963 | 242,082 | 261,728 | 272.488 | 279,251 | 283,887 | 287,260 | 289,823 | 291,836 | 293,459
2 |20,538 21,026 21,191 | 21,274 | 21,323 | 21,356 | 21,380 | 21,398 | 21,412 | 21,423
3 |10,955|10,287| 9,974 | 9,794 | 9,678 | 9,596 | 9,536 | 9,490 | 9,453 | 9,423
4 | 8246 | 7,386 | 6,996 | 6,772 | 6,627 | 6,526 | 6,450 | 6,392 | 6,346 | 6,309
5 | 7,025 | 6,112 | 5,700 | 5,463 | 5,309 | 5,201 | 5,120 | 5,058 | 5,008 | 4,968
6 | 6,341 | 5,409 | 4,989 | 4,747 | 4,589 | 4,478 | 4,394 | 4,330 | 4,279 | 4,237
7 | 5906 | 4,968 | 4,544 | 4,300 | 4,140 | 4,026 | 3,942 | 3,876 | 3,824 | 3,781
8 | 5607|4666 4,241 | 3,995 | 3,834 | 3,719 | 3,634 | 3,567 | 3,514 | 3,470
9 | 5,388 | 4,446 | 4,021 | 3,775 | 3,613 | 3,498 | 3,411 | 3,344 | 3,290 | 3,246
10 | 5,221 | 4,280 | 3,855 | 3,608 | 3,446 | 3,330 | 3,243 | 3,175 | 3,120 | 3,076
11 | 5,090 | 4,150 | 3,725 | 3,478 | 3,315 | 3,199 | 3,111 | 3,043 | 2,988 | 2,943
12 | 4,984 | 4,046 | 3,621 | 3,374 | 3,211 | 3,094 | 3,006 | 2,937 | 2,882 | 2,836
13 | 4,897 | 3,960 | 3,535 | 3,288 | 3,125 | 3,008 | 2,919 | 2,850 | 2,795 | 2,749
14 | 4,824 | 3,888 | 3,464 | 3,217 | 3,053 | 2,936 | 2,847 | 2,778 | 2,722 | 2,676
15 | 4,763 | 3,827 | 3,404 | 3,156 | 2,992 | 2,875 | 2,786 | 2,716 | 2,660 | 2,614
16 | 4,709 | 3,775 | 3,352 | 3,104 | 2,940 | 2,822 | 2,733 | 2,663 | 2,607 | 2,560
17 | 4,663 | 3,730 | 3,307 | 3,059 | 2,895 | 2,777 | 2,688 | 2,618 | 2,561 | 2,514
18 | 4,622 | 3,690 | 3,267 | 3,020 | 2,856 | 2,737 | 2,648 | 2,578 | 2,521 | 2,474
19 | 4,586 | 3,655 | 3,233 | 2,985 | 2,821 | 2,702 | 2,613 | 2,542 | 2,485 | 2,438
20 | 4,554 | 3,624 | 3,202 | 2,954 | 2,790 | 2,671 | 2,581 | 2,511 | 2,454 | 2,406
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Anexo 8. Valores tabulados de “G”

VALORES TABULADOS DE "G" PARA ELTEST DE GRUBE'S A 1% Y 5% DE
PROBABILIDAD

., Prueba simple de un solo valor alejado Frugbe da:l:;:jius Velma
Arriba de 1% Arriba de 5% Bajo 1% Bajo 5%
3 1,155 1,154 — —
4 1,456 1481 0, 000d 0, D00
=] 1,764 1,715 00013 0, 00840
o 1,873 1,887 0,16 0,034
i 2,134 2,020 0,0304 0,0v0d
[i] 2,274 2127 0,853 0,111
o 2,387 2,215 0, 0831 0, 1453
10 2882 2,280 0, 1150 0, 1364
11 2 564 2,355 0, 1443 0,243
12 2,635 2412 D, 1734 0, 2337
13 2,684 ol Lale 0,116 0,336
14 2,755 2,507 0,280 0,3112
15 2, 806 2, 548 0,530 0,367
16 2,832 2,288 D, 2767 0,350
17 2,054 2,521 0,480 0,334
14 2 H32 2 B8 0, 3200 0, 4025
19 2 864 2 641 0, 33893 04214
20 4,001 2,70 D, 2585 04381
i 4,031 2 734 0. 37E1 0,4:556
2 5,060 2,758 0,387 0,471
23 3,087 2,78l 0,401 0,4357
24 3,112 2,802 0, 4234 0, 45954
23 4,133 2,044 0,4:375 0,5143
26 3,154 2,041 0,4310 0,543
27 3,174 2,455 0,4533 0,5360
28 3,184 2,876 0,4759 0,570
28 43,418 2,893 0,447 0,557 4
A0 3,236 2,508 0,4935 0,567
H 3,253 2 H24 0, 5081 0,566
3 3,270 2 538 0,515 0,5356
J3 3,285 2,532 D, 2d3d 0,584
Jd 4,401 2,563 0, 5381 0,604.3
35 3,316 2 g 0, S=2649 0811
36 3,330 2 881 0, 5554 0,6173
37 o343 4,003 D, 2536 UK=L
44 3,496 3,074 05714 0.6316
39 5,364 3,025 0,57849 0,538
al 3,441 3,036 0,546 0, G5
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Anexo 9. Valores detaun 95,46 %y 99,73% de probabilidad

Grados 95.46% 949, 73% Grados 05, 46% 99, 73%

de Una Dos Una DS ae Una Dos Una Dos

libertad Cila Cilas Cola Colas  |libertad | Cola Cilas Cila Colas
1 6596 | 13,999 | 117 850 | 235 784 2B 1,756 2,102 3,035 3116
K 3 B 4,532 13,553 | 159,206 27 1,754 2 58 3,025 3,303
3 2461 3,310 7.2506 9,219 28 1,752 2,054 3,016 3,291
4 2218 2R71 5480 B B30 9 1,745 2,051 3,007 3280
5 2,01 2 650 i bET %, o077 40 1,747 2 IR 2,999 3270
B 2,013 2518 4,247 4,804 31 1,746 2 JOB5 29492 3,261
7 1,560 2430 35909 4,530 12 1,744 2 R} 2 SRS 3252
B 1922 2. 1hE 3778 4277 33 1,742 2 BN 297TR 3244
9 1 854 2321 3, b0 4,054 4 1,741 20077 25972 3236
1o 1871 2 JR5 3,535 4057 15 1,739 2075 2 Sbb 3229
11 1854 2,256 3453 31 B50 1b 1,738 2073 2961 i
1z 1 839 2,233 3487 3, Thd 17 1,73b 2,071 2,950 3216
13 1827 2,213 3,332 3, 6594 18 1,735 2 b 2,951 3210
14 1816 2,156 3287 1 636 149 1,734 2 6T 2546 5,204
15 1 807 2182 5248 3 5EE A0 1,733 2 5 2842 3,199
16 1, 800 2,170 3,215 3, Sadd 41 1,732 2 b} 2938 3,154
17 1,793 2,159 3,187 31,507 42 1,731 2,062 2934 3,189
1B 1,787 2,150 3 162 31475 43 1,730 2 1 2,930 5 184
19 1, TR 2,142 3,135 3447 44 1,729 2059 2927 3, 180
20 1777 2,134 3,120 1422 45 1728 2058 25924 3,175
21 1,773 2127 3, 12 3,400 46 1,727 2057 25920 3171
22 1,769 2171 3 0B 1 380 47 1,727 2 )5k 2917 3 1608
23 1,765 2116 3071 31361 48 1,726 2 )5 25914 3 164
24 1,762 2,111 3,058 3,345 49 1,725 2,053 2912 3,160
25 1,759 2, 106 3,046 3,330 ] 1,724 200052 2900 3157
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Anexo 10. Fotografias

Determinacién de textura Determinacion de pH

Determinacién de Fésforo

Filtrado de las muestras Coloracion

90



Preparado de las muestras Lectura de las muestras

Calibracién del Espectrofotometro

Linealidad Coeficiente de correlacion
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