
ESCUELA SUPERIOR POLITÉCNICA DEL LITORAL 
 

  
 
 
                   

 
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MATEMÁTICAS 

DEPARTAMENTO DE POSTGRADO 
 
 
 

PROYECTO DE TITULACIÓN 
 

PREVIO A LA OBTENCIÓN DEL TÍTULO DE: 
 

“MAGÍSTER EN GESTIÓN INTEGRAL DE LABORATORIOS DE 
QUÍMICA” 

 
 
 

TEMA: 
 

Validación de un método colorimétrico para la determinación de 
fósforo disponible en matriz suelos, con extractante Olsen Modificado, 

en el laboratorio químico del CINCAE 
 
 
 

AUTOR: 
 

KARINA MARÍA FAJARDO VERA 
 
 

Guayaquil - Ecuador 
 
 

2024

 

 

  



II 

 

RESUMEN 

 

 
Al no existir una validación para la determinación de fósforo con extractante Olsen 

modificado, cuantificado con el método colorimétrico de azul de molibdeno, y 

entendiendo la importancia de reportar resultados fiables de contenido de fósforo 

asimilable para ser usados en la determinación de dosis óptimas de fertilización, lo 

cual evita, por un lado, contaminar el medio ambiente por una sobrefertilización, o 

pérdidas en la producción por una subestimación de la necesidad real. Para ello se 

propone, como objetivo  general “Validar el método colorimétrico de azul de 

molibdeno para la determinación de fósforo disponible en matriz de suelos, 

utilizando el extractante Olsen Modificado, comprobando la veracidad del método 

por medio de parámetros de validación definidos en el laboratorio químico de 

CINCAE”, estos parámetros incluyen la determinación de interferentes que pueden 

sesgar el resultado del análisis; los límites de detección y cuantificación que 

impiden reportar valores fuera de niveles de confianza; la veracidad del método con 

la cual se aseguró precisión y exactitud, al no existir MRC para este método, se usó 

como referente, muestras analizadas en una intercomparación de RELASE del año 

2022; se logró la repetibilidad y precisión intermedia de los datos al obtener %RSD 

menores a los estipulados por normativas internacionales y el correspondiente 

ANOVA, finalmente se determinó la incertidumbre de la medida para muestras en 

niveles bajo, medio y alto de fósforo. Estos materiales servirán de control en el 

proceso diario de análisis. 
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ABSTRACT 

 

If there is no validation for the determination of phosphorus with modified Olsen 

extractant, quantified with the molybdenum blue colorimetric method, and 

understanding the importance of reporting reliable results of assimilable phosphorus 

content to be used in determining optimal fertilization doses, which avoids, on the 

one hand, contaminating the environment due to overfertilization, or losses in 

production due to an underestimation of the real need. To this end, the general 

objective is proposed to “Validate the molybdenum blue colorimetric method for the 

determination of available phosphorus in soil matrix, using the Modified Olsen 

extractant, verifying the veracity of the method through validation parameters 

defined in the chemical laboratory. of CINCAE”, these parameters include the 

determination of interferents that can bias the result of the analysis; detection and 

quantification limits that prevent reporting values outside confidence levels; the 

veracity of the method with which precision and accuracy was assured, since there 

is no MRC for this method, samples analyzed in a RELASE interlaboratory from the 

year 2022 were used as a reference; Repeatability and intermediate precision of the 

data were achieved by obtaining %RSD lower than those stipulated by international 

regulations and the corresponding ANOVA, finally the uncertainty of the 

measurement was determined for samples at low, medium and high levels of 

phosphorus. These materials will serve as a control in the daily analysis process. 
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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Antecedentes 

La validación de un método cumple un papel importante, ya que el laboratorio 

necesita proveer resultados confiables a sus clientes, adoptando la responsabilidad 

de demostrar que un método analítico es “adecuado para su uso previsto”, esto se 

consigue cuando dicho resultado muestra ser lo suficientemente fiable para tomar 

decisiones, según lo referencia la guía EURACHEM [1].  

 

Otra de las características propias de la validación analítica, es proporcionar 

conocimiento sólido respecto a la metodología de análisis, así como la experiencia 

en los detalles prácticos que son llevados a cabo, sumado a ello la comprensión de 

las etapas críticas del proceso, lo que brinda tanto al laboratorio como a sus 

técnicos, mayor confianza en sus propios resultados [1] 

 

Por ello, el presente trabajo se centra en la validación de la metodología para la 

determinación de fósforo usando Olsen Modificado, como solución extractante. 

Cabe mencionar, que la selección del extractante adecuado juega un rol 

significativo en el resultado analítico para suelos agrícolas [2]. En este sentido, el 

extractante Olsen Modificado usado para el análisis químico de suelos con fines de 

fertilización, se basa en la extracción química de una fracción conocida como 

asimilable del total del elemento y que la planta bajo condiciones apropiadas puede 

aprovechar, con lo que se determina la concentración del mencionado analito. Esta 

porción, favorable bajo condiciones adecuadas, proporciona información sobre la 

concentración del elemento en cuestión. La relevancia agronómica de esta fracción 

se destaca cuando representa la proporción del requerimiento nutricional del 

cultivo. Es importante señalar que no todos los extractantes cumplen con esta 

condición, por lo que resulta crucial considerar el tipo de cultivo, la forma en que el 

nutriente está presente en el suelo y el método de análisis empleado [3].  
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Asimismo, la determinación precisa de la concentración de un elemento, como el 

fósforo (P), en el cultivo, puede reducir el impacto ambiental asociado. Un estudio 

llevado a cabo en 75 sitios de cultivo en el norte de China ejemplifica cómo el 

exceso de fósforo lixiviado de sistemas agrícolas con un alto aporte de fertilizantes 

puede tener efectos perjudiciales en la calidad del agua [4]. 

 

Otro estudio, esta vez realizado en Europa, destaca la importancia de abordar de 

manera proactiva las futuras implicaciones de la escasez de fósforo para asegurar 

la sostenibilidad agrícola. Este enfoque implica la toma de decisiones basadas en 

datos precisos sobre el estado del fósforo en el campo, información obtenida a 

través de determinaciones analíticas y el uso eficiente del recurso a nivel social. 

Adoptar un enfoque de economía circular se presenta como una estrategia integral 

para reducir las pérdidas de fósforo y mitigar el consiguiente impacto ambiental [5] 

 

Finalmente, cabe resaltar que el fósforo es un macronutriente geológico no 

renovable, desempeñando un papel crucial en la seguridad alimentaria. Por lo tanto, 

el uso excesivo de este elemento como fertilizante y la consiguiente pérdida difusa 

resultan en el deterioro de la calidad del agua, eutrofización y pérdida de 

biodiversidad [6], [7]. 

 

En definitiva, ninguna de estas investigaciones podría aportar significancia a la 

ciencia, sí la determinación analítica sobre la que se basan sus estudios, no aporta 

confiabilidad en los resultados de análisis de fósforo que un proceso de validación 

puede ofrecer.  

1.2. Descripción del problema 

Los análisis de macro y microelementos en la matriz suelos con fines agrícolas, se 

realizan con el propósito de determinar contenidos disponibles y/o asimilables de 

los nutrientes existentes en el suelo, que la planta puede absorber para su 

desarrollo; sin embargo, la complejidad de la composición del suelo y su variabilidad 

en las diferentes zonas geográficas, han hecho que se utilicen diferentes tipos de 

extractantes [8]; no obstante, en algunos casos no existen materiales de referencia 
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certificados [9], ni normas oficiales para la determinación de estos analitos, debido 

a ello, no se pueden establecer ni la veracidad del método ni referencias de 

precisión, entre otros parámetros de calidad. 

Este es el caso para el análisis de fósforo en suelos con el extractante Olsen 

Modificado, ya que precisamente la fórmula modificada del extractante, fue 

adoptada para suelos del Ecuador por el Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias (INIAP), sin existir hasta la fecha Materiales de Referencia 

Certificados (MRC) con la norma ISO/IEC 17034:2016; ni pruebas interlaboratorios 

con organismos acreditados con la norma ISO/IEC 17043:2023; a pesar de ello, se 

han realizado pruebas interlaboratorios desde el año 2001, organizadas por la Red 

de Laboratorios de Suelos del Ecuador RELASE [10]. 

 

En el laboratorio químico del Centro de Investigación de la Caña de Azúcar del 

Ecuador (CINCAE), una de las medidas para realizar el aseguramiento de la calidad 

de los resultados, es participando en rondas interlaboratorios con la RELASE, en 

las cuales ha obteniendo calificaciones de acuerdo al estadístico Z-score como 

satisfactorias para la determinación de fósforo en suelos con extractante Olsen 

Modificado, por valor de consenso, cuando los resultados de todos los laboratorios 

se ajustan a una distribución normal [11], sin embargo, el laboratorio no ha realizado 

una validación formal de éste método de ensayo, en la que se determinen límites 

de detección y cuantificación; linealidad, repetibilidad, reproducibilidad y veracidad,  

todos éstos, parámetros de validación de un método, además de la incertidumbre 

de medida. 

 

Precisamente, la validación analítica busca evaluar todas las características de 

desempeño del método que garanticen la validez de los resultados. Además, 

proporciona estrategias de control basadas en un valor referente para mejorar la 

confiabilidad y la precisión de los análisis realizados en el laboratorio. 

 

Entre las determinaciones analíticas que realiza el laboratorio químico del CINCAE, 

se determina el contenido de fósforo, utilizando Olsen Modificado para su 

extracción. La determinación de fósforo en suelos, con dicho extractante, es un 

procedimiento que se desarrolla ampliamente en el país desde la década del 
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setenta; sin que hasta el momento exista algún laboratorio que se encuentre 

acreditado en el parámetro de fósforo, de acuerdo a la revisión en la página oficial 

del Servicio de Acreditación Ecuatoriano (SAE).  

 

En consecuencia la validación de un método colorimétrico para la determinación de 

fósforo disponible en matriz suelos, con extractante Olsen Modificado, se plantea 

como herramienta para asegurar la calidad de los resultados analíticos del CINCAE, 

con el propósito de brindar recomendaciones de fertilización eficientes, optimizando 

recursos y disminuyendo el impacto ambiental debido al uso indiscriminado de 

fertilizantes agrícolas y/o mejorando la productividad del cultivo de caña de azúcar, 

lo cual no se logra sin el sustento de un análisis de suelos. 

 

Con base a lo expuesto, surge la siguiente pregunta de investigación 

 

¿De qué manera la validación del método espectrofotométrico de fósforo en matriz 

de suelos ofrecerá al agricultor información que plasme la realidad del cultivo, 

mejorando la sustentabilidad del suelo, por medio de resultados analíticos fiables 

del laboratorio químico? 

1.3. Objetivos 

1.3.1. Objetivo General 

Validar el método colorimétrico de azul de molibdeno para la determinación de 

fósforo disponible en matriz de suelos, utilizando el extractante Olsen Modificado, 

comprobando la veracidad del método por medio de parámetros de validación 

definidos en el laboratorio químico. 

1.3.2. Objetivos Específicos 

✓ Diseñar la metodología de validación de un método colorimétrico para la 

determinación de fósforo disponible, sustentado en los lineamientos 

establecidos por la norma ISO/IEC 17025:2017 

✓ Cuantificar el contenido de fósforo en tres muestras de suelos, mediante 

espectrofotometría ultravioleta visible y Olsen Modificado como extractante. 
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✓ Evaluar los criterios de validación: estudio de blanco; límite de detección y 

cuantificación; curva de calibración; repetibilidad intermedia; exactitud y 

robustez del método, basado en las guías oficiales de laboratorio para 

validación de métodos. 

✓ Establecer la veracidad del método por medio de los resultados de un 

ensayo interlaboratorio de la RELASE, correspondiente al último año de 

evaluación 

✓ Comprobar la validez del resultado, para el método colorimétrico por 

espectrofotometría ultravioleta visible, en el rango de 2 mg/l a 100 mg/l de 

fósforo en el suelo. 

1.4. Hipótesis 

El proceso de validación de un método colorimétrico para determinación de fósforo 

disponible en matriz de suelos, con extractante Olsen Modificado, permitirá 

determinar la concentración de fósforo de manera confiable a través de la 

comprobación de la veracidad del método utilizado en el análisis químico. 

1.5. Alcance 

Determinación de la concentración de fósforo asimilable, en muestras de suelos 

con cultivo de caña de azúcar de la Cuenca Baja del río Guayas, con extractante 

Olsen Modificado, utilizado para suelos con pH entre 6 a 8 y método colorimétrico 

de azul de molibdeno, por espectroscopía ultravioleta visible a una longitud de onda 

de 680 nm, en un rango de 3 a 100 mg/l fósforo en la solución del suelo, mediante 

los siguientes parámetros de validación: Estudio del blanco < a 0,01 mg/l, Límite de 

detección de 0,1 mg/l P, Límite de cuantificación de 0,2 mg/l P, linealidad con un r2 

≥ 0,995, intervalo de trabajo de 0,3 a 10,0 mg/l P, precisión intermedia con un CV ≤ 

5%, veracidad de entre el 80-110 % de recuperación y robustez por medio de la 

variable tiempo de reacción. Y como tratamiento estadístico para la interpretación 

de los resultados: estadística inferencial, análisis de varianza y estimación de la 

incertidumbre del método. 
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CAPÍTULO 2 

2. MARCO TEÓRICO 

2.1. El análisis de fósforo en la agricultura. 

El fósforo (P) es un elemento fundamental para la vida del planeta,  ya que participa 

en la mayoría de los procesos metabólicos de importancia, como en la transferencia 

de energía a modo de adenosín trifosfato (ATP); así también, los vegetales 

necesitan fósforo para la fotosíntesis, de allí su importancia en la agricultura y con 

ello, en la producción de alimentos [12]. 

 

No obstante, el fósforo es un recurso finito, por tanto, la comunidad científica está 

de acuerdo en que el fósforo, tendrá un impacto en la producción agrícola y la 

seguridad alimentaria en el futuro, al ser un recurso estratégico [13]. Pese a ello, el 

P se ha venido usando de manera ineficaz, especialmente en la cadena alimentaria, 

siendo común que la cantidad de fósforo presente en la dieta humana o de animales 

supere el requerimiento, al ser digerible tan solo una fracción de lo necesario [14]. 

Sumado a ello, también la sobre fertilización deja su huella, ya que esta 

acumulación significativa de fósforo en suelos agrícolas, conocida como el "legado 

del fósforo", es el resultado de prácticas de fertilización inadecuadas que con 

frecuencia generan importantes problemas ambientales [5], [15]. Por ende, resulta 

imperativo optimizar el uso del recurso de fósforo a nivel social, reduciendo las 

pérdidas y mejorando los resultados ambientales para asegurar la sostenibilidad 

agrícola [3]. 

  

La baja producción agrícola, comúnmente atribuida a niveles bajos de fósforo (P) 

disponible en el suelo, experimentó un cambio significativo a partir de 1843 con la 

introducción de los fertilizantes fosfatados. La utilización frecuente de estos nuevos 

fertilizantes, combinada con los residuos orgánicos provenientes de la ganadería, 

resultó en un aumento considerable de la concentración de fósforo en el suelo, 

superando incluso los niveles requeridos por los cultivos y alcanzando valores 
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ambientalmente aceptables. Sin embargo, este exceso de fósforo en el suelo 

conlleva a la pérdida del mismo por escorrentía, ya que los suelos saturan su 

capacidad de absorción de fosfatos debido a las elevadas concentraciones de este 

elemento [16].  

 

De esta manera, contenidos superiores a 0.05 mg L–1 P para aguas de drenaje 

afectan significativamente el ecosistema, en áreas agrícolas concentraciones de P 

total en aguas superficiales, aún menores a 0.04 mg L–1 P conllevan a la 

eutrofización [17]. Así mismo, resulta importante la determinación de “niveles 

críticos” de P en el suelo, para evitar la pérdida de este macroelemento mediante 

un manejo agronómico y ambientalmente adecuado de la fertilización fosfatada. 

Estos niveles críticos, están definidos como los valores límite de P en el suelo, 

ambientalmente aceptables y congruentes a una producción óptima, por lo tanto, 

valores por encima del nivel óptimo se convierten en una pérdida por escorrentía 

del fósforo que no se ve justificado con una buena producción [18].  

 

Además de considerar que el fósforo que la planta absorbe, es aquel que está en 

forma de ion fosfato monoácido HPO4
-2 y el ion fosfato diácido H2PO4

-1, por lo cual, 

el fertilizante tanto orgánico como mineral debe adquirir estas formas químicas para 

poder ser usado en el cultivo, esto se traduce en la cantidad de fertilizante empleada 

y su eficacia de acción. No obstante, una fertilización sobreestimada en los suelos 

impone desafíos en el manejo de pérdidas agroambientales de fósforo, ya que la 

reducción de las pérdidas de P en Kg/h al año, a los valores adecuados para el 

medio ambiente, se convertirá a largo plazo, en una menor biodisponibilidad del 

fósforo para el cultivo [19]. 

 

Los métodos empleados para determinar las concentraciones de fósforo, se basan 

principalmente, en relaciones entre el contenido de fósforo presente en el suelo 

como en aguas de drenaje para cualquier ecosistema agrícola, poniendo de 

manifiesto la importancia de técnicas de análisis que evalúen la capacidad de 

liberación de P por el suelo, de manera eficiente [16].  
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2.2. Formas de fósforo en los suelos 

El fósforo se encuentra en el suelo en cuatro depósitos: disuelto en la solución del 

suelo, que corresponde a una fracción pequeña; adsorbido en los minerales del 

suelo; precipitado como fosfato de aluminio, hierro y calcio; y formando parte de la 

materia orgánica [12]. De ellas, las formas extraíbles son el fosfato adsorbido y el 

soluble, este es el que se determina por extracción con Olsen, en suelos calcáreos.   

El fósforo extractable, representa una pequeña porción del P total en el suelo, e 

incluye al P orgánico, considerado como un reservorio edáfico de fósforo, y el P 

inorgánico, independiente de su labilidad, no obstante, el P inorgánico lábil es el 

que las plantas absorben del suelo [20]. 

2.3. Métodos de análisis de fósforo en suelos 

Existen actualmente numerosos métodos de extracción, cada uno con 

características específicas, sin embargo, la variabilidad de los resultados que 

presentan los laboratorios para un mismo método es alta [21]. Varios artículos de 

investigación publicados detallan las diferencias en las pruebas de P del suelo [22], 

[23], [24]. En relación a ello, se pueden obtener resultados comparables, sí los 

procedimientos de análisis y los protocolos del método se cumplen de manera 

rigurosa  [25], [26].   

 

En la Tabla I, se enlistan algunos métodos oficiales de extracción usados como 

base de recomendaciones agronómicas, los cuales se fundamentan en el uso de 

extractantes químicos con una capacidad de extracción del analito que simule a la 

extracción por las raíces de la planta [16], [27]. 

TABLA I                                                                                                                                                                                    

MÉTODOS AGRONÓMICOS DE CUANTIFICACIÓN DE FÓSFORO EN EL SUELO 

Método Extractante 
Suelo: 

disolución 
Tiempo de 
agitación 

Referencia 

Olsen 0,5 M NaHCO3 

pH 8,5 
1:20 30 min Olsen et al. (1954) 

Colwell 0,5 M NaHCO3 

pH 8,5 
1:100 16 h Colwell (1963) 

Bray I 0,025 M HCl + 0,03 M NH4F 
(suelos ácidos) 

1:7 1 min Bray y Kurtz 
(1945) 

Bray II 0,10 M HCl + 0,03 M NH4F 
(suelos neutros y alcalinos) 

1:7 40 seg Bray y Kurtz 
(1945) 
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TABLA I                                                                                                                                                                                   

CONTINUACIÓN…….MÉTODOS AGRONÓMICOS DE CUANTIFICACIÓN DE FÓSFORO EN EL SUELO 

 

Método Extractante 
Suelo: 

disolución 
Tiempo de 
agitación 

Referencia 

Dyer  2% ácido cítrico pH 2 - - Dyer (1894) 

Troug 0,002 M H2SO4 tamponado a 
pH 3 con (NH4)2SO4 

1:200 30 min Troug (1930) 

Morgan  0,5 M HOAc + 0,7 M NaOAc 
pH 4,8 

6:30 30 min Morgan (1941) 

Morgan 
modificado 

1,25 M NH4OAc + 0,03 M 
NH4F  
pH 4,8 

5:25 15 min Mclntosh (1969) 

Mehlich 3 0,2 M NH4Cl + 0,2 M HOAc + 
0,015 M NH4F + 0,012 M HCl 
pH 2,5 

- - Mehlich (1984) 

Egnér-
Riehm 

3,5 M C3H9O3N + HOAc 
pH 3,75 

1:20 120 min Egnér et al. 
(1960) 

Nota: Algunos ejemplos de los métodos agronómicos de extracción, relación suelo: extractante y tiempo de agitación 

requerido [16]. 
 

Un método químico, por sí solo, no puede integrar en conjunto factores como la 

cinética de desorción de P, cantidad y capacidad de los suelos, que tienen 

influencia directa sobre la cantidad de P absorbida [28]. La solución ácida de Bray 

I, suele ser usada en la determinación de suelos ácidos, mientras que la solución 

de Olsen, se usa en suelos neutros y alcalinos[29], este método es adecuado para 

la estimación del P biodisponible, siendo uno de los métodos analíticos de mayor 

uso en varios países de Europa y América del Norte [30]. 

 

Se han propuesto muchas soluciones químicas para extraer formas potenciales de 

P en los suelos. Probablemente el agua fue el primer extractante con el que se pudo 

determinar el P en suelos. Las bajas concentraciones de P del suelo extraídas por 

agua, principalmente P en forma disuelta, sumado a las dificultades relacionadas 

con el análisis químico limitan el uso del agua como extractante. Bray y Kurtz 

propusieron una combinación de HCl y NH4F para eliminar las formas de P 

fácilmente solubles en ácido principalmente fosfatos de Al y Fe.  

Posterior a ello, Mehlich introduce una combinación de ácidos HCl y H2SO4, 

generando el Mehlich 1, para extraer P en suelos, en donde los iones sulfato en 

esta solución ácida tiene la capacidad de disolver fosfatos de Al y Fe además del P 
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adsorbido en superficies coloidales del suelo. Más tarde, Mehlich modifica su 

método y desarrolla el Mehlich 3 con capacidad extractante multielemental, entre 

ellos el P y otros elementos en suelos ácidos y neutros. El Extractante Mehlich 3 es 

una combinación de ácidos (acético y nítrico), sales (fluoruro de amonio y amonio 

nitrato) y el agente quelante ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) [31]. 

 

Actualmente es usa la solución de bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0,5 M a pH 8,5 

para extraer fósforo de suelos calcáreos, alcalinos y neutros. Este extractante 

disminuye el calcio en solución, mediante precipitación de carbonato cálcico, 

favoreciendo la disolución de los fosfatos de calcio [31], [32]. Cabe mencionar que 

cuando se agrega una solución extractora al suelo, hay cuatro reacciones básicas 

mediante las cuales se elimina el P de la fase sólida del suelo:  

 

1) acción disolvente de los ácidos,  

2) reemplazo de aniones para mejorar la desorción,  

3) precipitación de cationes que se unen a P, y  

4) hidrólisis de cationes que se unen a P.  

 

Por lo tanto, es necesaria la selección de un método que determine la concentración 

de P en el suelo ya que ésta depende de las formas químicas del P en el suelo, así 

para suelos ácidos y neutros, los fosfatos de Al y Fe son la fuente principal de P. 

Tanto Bray 1 como Mehlich 3 son aptos para su uso, Mehlich 3 también puede 

eliminar las formas disponibles de macronutrientes (Ca, Mg, K y Na) y 

micronutrientes (Cu, Zn, Fe y Mn) [33]. 

 

Un extracto acuoso elimina las formas disueltas de fósforo, pero muy poca de las 

formas minerales y adsorbidas. Los fosfatos de calcio son los principales minerales 

en suelos alcalinos y calcáreos, mientras que los neutros y ligeramente ácidos a pH 

6 a 7, pueden contener además fosfatos de Al. El extractante Olsen puede eliminar 

fosfatos de Ca y fosfatos adsorbidos en superficies de Ca y Mg siendo apto para 

suelos ácidos como calcáreos. Las propiedades del suelo que afectan la selección 

de la prueba de P adecuada y los métodos recomendados se describen en la tabla 

II [34]. 
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TABLA II                                                                                                                                                             

PROPIEDADES DEL SUELO Y MÉTODOS RECOMENDADOS 

TIPO DE SUELO pH Minerales Método 

Ácido < 6,0 Al-P, Fe-P y Mn-P Bray I, Mehlich 1, Mehlich 3, 
Agua, *IIP y **AER 

Ligeramente ácido a 
ligeramente alcalino 

6,0 a 7,2 Al-P, Fe-P, Mn-P, Mg-P y 
Ca-P 

Bray I, Mehlich 1, Mehlich 3, 
Olsen, Agua, IIP y AER 

Alcalino, calcáreo >7,2 Ca-P y Mg-P Olsen, Agua, IIP y AER 

*(IIP) Papel impregnado con óxido de hierro  

**(AER) Resina de intercambio aniónico  

Nota: Propiedades del suelo que afectan la selección de la prueba de fósforo adecuada y los métodos recomendados [34] 

2.3.1. Extractante Olsen y Olsen Modificado 

El método de Olsen NaHCO3 extrae las formas de P vinculadas a la fase sólida en 

complejos con el Ca, Fe o Al y los fosfatos cálcicos más solubles. Existe una cierta 

remoción de P en los suelos porque la disolución del suelo es inferior a pH 8,5 de 

la solución extractante, la cual se liga con el OH-; en los suelos calcáreos el pH de 

la disolución del suelo y la solución extractora es similar, por tanto, solo se elimina 

el P adsorbido, por sustitución por HCO3
 -. Debido a la precipitación de CaCO3 entre 

los iones Ca2+ en la disolución del suelo y los iones CO3= producidos por la protólisis 

del HCO3- se produce la liberación de P y los fosfatos de calcio más débiles se 

solubilizan. Ecs. (1), (2). Por medio de la acción de los iones HCO3- y OH- en 

combinación, el extractante Olsen desorbe el P a partir del CaCO3 y de las 

superficies de hidróxidos de Fe y Al. Si el área de superficie específica es 

relativamente grande, la superficie mineral tendrá suficientes sitios reactivos 

disponibles para que se adsorban los iones fosfato y bicarbonato, ya que existe una 

competencia entre el bicarbonato y el fosfato por los sitios reactivos en los óxidos 

minerales del suelo [35]. 

 

𝐻𝐶𝑂3 + 𝐶𝑎+2 → 𝐶𝑎𝐶𝑂3 ↓ +𝐻+(𝐶𝑎+2 𝑑𝑒𝑐𝑟𝑒𝑐𝑒 𝑐𝑜𝑚𝑜 𝐶𝑎𝐶𝑂3 𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑝𝑖𝑡𝑎)  Ec (1) 

 

𝐶𝑎𝐻𝑃𝑂4. 2𝐻2𝑂 + 𝐻+ → 𝐶𝑎+2 + 𝐻2𝑃𝑂4 + 2𝐻2𝑂  Ec (2) 

Sin embargo, en suelos completamente meteorizados donde el P está fuertemente 

asociado con hidróxidos de Fe y Al, las interacciones biológicas juegan un papel 
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importante en la obtención de P por los cultivos. Técnicas que utilizan extractantes 

ácidos, como Bray I, tienen una mayor precisión en la medición del P desorbible de 

esas superficies. El método de Olsen puede medir el P lábil en diferentes grupos 

de suelos y lo relaciona con la capacidad tampón, lo que lo convierte en una medida 

confiable del P biodisponible [32]. 

 

La solución de Olsen modificada, suma a su composición un agente quelatante y 

acomplejante como el EDTA (ácido etilendiaminotetracético) y en algunos casos un 

floculante (NaHCO3 0,5 M, EDTA 0,01 M, superfloc 127 0,01%, pH 8,5), esta nueva 

formulación es utilizada en países como Costa Rica[36], Nueva Zelanda[37], 

Guatemala[38] y Ecuador[9], con pocos estudios de correlación como extractante. 

Este tipo de soluciones son conocidos como agentes de extracción universal ya 

que pueden extraer más de un nutriente en el suelo, así, el Olsen modificado es 

capaz de extraer, a más del P, también K, Ca, Mg, Zn, Cu, Mn, Fe debido a que 

con un único proceso de extracción se pueden determinar la mayoría de los macro 

y micronutrientes necesarios para evaluar el estado de fertilidad de un suelo [36]. 

2.3.2. Método colorimétrico de azul de molibdeno 

La determinación colorimétrica para la cuantificación de fósforo implica la técnica 

fotométrica del azul de molibdeno formada por la reducción del molibdodifosfato, 

basándose en el método de Fiske y Subbarow, éste es un proceso complejo y 

definitivamente heterogéneo. Originalmente presentó dos inconvenientes 

fundamentales: La baja estabilidad de color de la reacción y la necesidad de un 

paso previo de desproteinización a la muestra. Se genera la conversión fósforo 

soluble por la formación de un complejo de azul, de la forma de fósforo a ortofosfato 

disuelto y la determinación del fósforo por colorimetría. 

El molibdato de amonio y el tartrato de potasio y antimonio, son reactivos usados 

en dicha técnica, reaccionando en un medio ácido con el ortofosfato formando el 

ácido fosfomolíbdico, un heteropoliácido, que se reduce por el ácido ascórbico a 

molibdeno de color azul oscuro.  En esta prueba, sólo la forma ortofosfato produce 

un color azul [39]. 
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La reacción del método de azul de molibdeno se presenta en dos fases; en la 

primera se genera la formación de un ion Keggin alrededor del anión analito, 

mientras que en la segunda se reduce este heteropoliácido formando un producto 

de color azul intenso. Las fases que se mencionan se muestran en las Ecs. (3), (4) 

[40]. 

 

𝑃𝑂4
3− + 12 𝑀𝑜𝑂4

2− + 27𝐻+ → 𝐻3𝑃𝑂4(𝑀𝑜𝑂3)12 + 12𝐻2𝑂   Ec (3) 

 

𝐻3𝑃𝑀𝑜(𝑉𝐼)12𝑂40 + Á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝐴𝑠𝑐ó𝑟𝑏𝑖𝑐𝑜

𝑅𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟
→ [𝐻4𝑃𝑀𝑜(𝑉𝐼)8𝑀𝑜(𝑉)4𝑂40]3− Ec (4) 

 

El método de azul de molibdeno necesita un ácido fuerte, una fuente de Mo(VI) y 

un agente reductor en solución acuosa. De las concentraciones del ácido y del 

molibdato depende la formación del heteropoliácido y su reducción. El ortofosfato 

forma iones Keggin de composición [Xn+Mo12O40](8−n)− siendo X el heteroátomo. En 

el caso del ortofosfato, esta especie se conoce como ácido 12-molibdofosfórico (12-

MPA). Un pH de 0 a 1 formará una solución estable sin riesgo de una reducción de 

Mo(VI). En la actualidad existen varios reductores y muchas condiciones de 

reacción, que facilitan una amplia variedad de máximos de absorción y 

absortividades molares reportadas [40]. 

2.4. Interferencias del método 

Los arseniatos al igual que los fosfatos reaccionan con el molibdato formando 

complejos del mismo color azul al que se forma con el fosfato [41], si la 

concentración de hierro es superior a 100 mg/l también podrían producir 

interferencias positivas [42]. Los silicatos y sulfuros (Na2S) no suponen un problema 

en concentraciones de 1.0 a 10 mg/l P [43]. 

2.4.1. Consideraciones de la técnica de análisis de fósforo 

El tiempo y la velocidad de agitación, así como el pH de la solución extractante, son 

factores de suma importancia que se deben tomar en consideración en la 

cuantificación de los analitos en estudio [44]. Al ser liberado el fósforo en la solución 

extractora, este precipita o se re-adsorbe en las superficies minerales, siendo la 

suma de estos procesos la estimación de la concentración de fósforo resultante, 
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por tanto, estudios previos, han demostrado que la velocidad de agitación, la 

concentración del extractante, el pH de la solución, y por supuesto el tiempo de 

agitación afectan la respuesta de la concentración de fósforo extraíble, así al 

aumentar cualquiera de estos factores, la concentración del P extraído también 

aumenta su concentración [35]. 

2.5. Espectrofotometría ultravioleta visible 

La técnica analítica espectrofotometría UV-visible es usada para medir la 

concentración de un compuesto en solución, basado en el hecho que las moléculas 

presentan la característica de absorber radiación electromagnética siendo la 

cantidad de luz absorbida dependiente de la concentración. Las mediciones se 

realizan en un espectrofotómetro que selecciona la longitud de onda de luz, la 

misma que al pasar a través de la solución mide la luz absorbida por ésta [45]. 

 

La base de la espectroscopía hace referencia a la capacidad de las moléculas para 

absorber radiación, incluida la radiación del espectro UV-visible. La longitud de 

onda de la radiación absorbida y su eficiencia de absorción dependerá de la 

estructura atómica y de las condiciones del medio como pH, temperatura, fuerza 

iónica, constante dieléctrica constituyéndose en una técnica valiosa para la 

determinación y caracterización de moléculas [46]. 

 

Las moléculas absorben energía lumínica y la almacenan como energía interna, 

permitiendo ciclos vitales como la fotosíntesis 

en plantas y bacterias. Cuando la luz es 

absorbida por una molécula se produce un 

salto desde un estado energético basal E1, a 

un estado excitado E2; entonces sólo se 

absorbe la energía que permite el salto al 

estado excitado [47]. Cada molécula tiene un 

conjunto de estados excitados o bandas que 

la distinguen de otras moléculas. Por tanto, la 

absorción que presenta una molécula a 

diferentes longitudes de onda, su espectro de 
 

 

 

𝐸2 

 

ℎ𝑣 =  𝐸2 −  𝐸1 

 

𝐸1 
Niveles de 

energía 

espectro 
𝑣 

Fig. 2.1. Espectro electromagnético, frecuencias 
ultravioleta y visible [46] 
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absorción, caracteriza una señal de identidad de la misma. Finalmente, en la forma 

excitada, la molécula liberará la energía absorbida hasta su estado energético basal 

[48]. 

 

 

Fig. 2.2. Espectro electromagnético, frecuencias ultravioleta y visible [49] 

2.5.1. Parámetros del espectrofotómetro 

La ley de Bouguer-Lambert-Beer, se estudió de diversas formas independientes 

entre sí. Por primera vez en 1729 por el matemático y astrónomo francés Pierre 

Bouguer, en 1760 por el filósofo y matemático alemán Johann Heinrich Lambert y 

finalmente, en 1852 por el físico y matemático alemán August Beer. 

Esta ley es un método matemático utilizado para expresar cómo la materia absorbe 

la luz [50]. 

La ley de Beer en óptica, establece que la cantidad de luz que emana de una 

muestra puede disminuir debido a los siguientes fenómenos físicos:  

1. La concentración 

2. La distancia del camino óptico  

3. El coeficiente de absorción o atenuación. 

La relación anterior se expresa en la ecuación (5): 

 

𝐴 = −𝜀𝑐𝑑 Ec (5) 
 

Donde, 

A = Absorbencia absorbancia 

ε = Coeficiente molar de extinción 
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d = Recorrido (en cm) 

c = Concentración molar 

 

Cuando la luz pasa a través de un medio que la absorbe, la cantidad de luz 

absorbida en cualquier volumen es igual a la intensidad de la luz incidente 

multiplicada por el coeficiente de absorción. La intensidad de un haz de luz 

incidente a menudo se reduce significativamente cuando pasa a través de un medio 

absorbente [51]. 

La transmitancia es la relación entre la cantidad de luz transmitida que llega al 

detector después de atravesar la muestra y la cantidad de luz que incidió sobre ella. 

Ecuación (6) 

 

𝑇 =  10𝜀𝑐𝑑     𝑇 =  10−𝐴 Ec (6) 
 

Donde, 

T = Transmitancia 

ε = Coeficiente molar de extinción 

c = Concentración molar del absorbente 

d = Recorrido en cm 

 

Aunque es posible trazar la transmitancia versus la concentración, la relación no es 

lineal. 

Sin embargo, el logaritmo negativo en base 10 de la transmitancia es lineal con la 

concentración [50]. 

Así, la absorbancia se determina en la ecuación (7): 

 

𝐴 = −𝑙𝑜𝑔10 (
1

10
)      𝐴 = −𝑙𝑜𝑔10(𝑇) Ec (7) 

 

La tabla III, presenta algunas de las características relevantes en el 

espectrofotómetro ultravioleta visible, tomados del brochure de Perkin Elmer, marca 

del equipo usado en este proyecto. 
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TABLA III                                                                                                                                                                             

ASPECTOS Y CARACTERÍSTICAS CLAVE RELACIONADOS CON EL ESPECTROFOTÓMETRO 

El LAMBDA 25 
Usado en la mayoría de las aplicaciones 

UV/Vis de rutina y pruebas reglamentarias 

Rango o alcance (nm) 190–1100 

Rango de absorbancia 
3,2A 

(linealidad 0,99r2) 

Operación de doble haz Sí 

Ancho de banda (nm) 1 (fijo) 

Modos de operación 

Escaneo, Programa de longitud de onda, 

unidad de tiempo, Tasa, cuantitativo, Cantidad 

de escaneo 

Aplicaciones 

Pruebas UV/Vis de rutina 

Análisis de líquidos 

Farmacopea y pruebas reglamentarias. 

Nota. Características del espectrofotómetro lambda 25 [52] 

2.6. Validación de Métodos Analíticos 

 La validación corresponde a la exposición de evidencia objetiva, destinada a 

confirmar que se cumplen los requisitos de un método para su aplicación y uso 

previsto, cuyo objetivo consiste en exponer un análisis fiable, veraz y controlado 

[53]; es decir, para confirmar la veracidad y exactitud de los resultados de un 

método de ensayo. La validación determina las características de desempeño de 

un método identificando y especificando las restricciones que se aplican al método 

validado, y además evalúa la idoneidad de la técnica usada, por medio de 

parámetros de validación, entre ellos: la veracidad, precisión, linealidad, límite de 

detección y de cuantificación, entre otros [54]. 

2.6.1. Selectividad / Especificidad.  

Aunque los términos selectividad y especificidad suelen ser confundidos, ambos 

difieren significativamente, de acuerdo a las guías normativas.  

La selectividad analítica se refiere a: “el grado en el que un método puede ser 

utilizado para determinar analitos particulares en mezclas o matrices sin 

interferencias de otros componentes de comportamiento similar” [1]. 

La especificidad diagnóstica es un término mayormente usado en el área 

farmacéutica. 
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2.6.2. Límites de detección y cuantificación 

Guardan relación con la concentración del analito requerida para expresar un 

resultado, cualitativo o cuantitativo que sea significativo. 

El límite de detección (LD) es la señal más baja que con cierta confianza puede ser 

detectable ya que significa la presencia del analito en la disolución, aunque no 

necesariamente significa que puede ser cuantificado, el límite de cuantificación 

(LC), por otro lado, corresponde a la menor cantidad de un analito que se puede 

determinar cuantitativamente con cierto grado de confianza [55]. 

2.6.3. Linealidad  

definida como la capacidad de un método analítico para producir una respuesta del 

instrumento linealmente proporcional a la concentración del analito en la muestra, 

dentro de un rango específico. Esta propiedad se expresa como la pendiente de la 

recta de regresión y su varianza, o como el coeficiente de determinación r2 y el 

coeficiente de correlación r. 

La pendiente b es una medida de la sensibilidad: cuanto mayor sea la respuesta 

del instrumento a los cambios en la concentración del analito, mayor será la 

sensibilidad. En la gráfica de calibración, el valor de r2 suele ser cercano a 1. Si r2 

es menor a 0,9 se constituye en una advertencia de que la relación no es lineal o 

que, debe repetirse o revisarse el procedimiento, y dependerá del método analítico 

para determinar el valor de r2 aceptable para continuar con el análisis. Por otro lado, 

es importante mencionar que valores altos de r2 no necesariamente implican 

significado de linealidad [56]. 

 

El término linealidad incluye la relación proporcional entre la concentración del 

analito y su respuesta, así como, el rango satisfactorio de las concentraciones del 

analito, siendo necesario definir la linealidad abarcando todo el rango de interés. La 

determinación se realiza tanto en una solución estándar del analito como en una 

muestra de prueba. La cantidad de estándares o de muestra está comprendida 

entre 3 a 10 determinaciones y el rango de concentración se selecciona 

dependiendo del analito presente en la muestra. Los resultados pueden mostrarse 

de forma gráfica, donde se presente la ecuación de regresión lineal, así como el 
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coeficiente de correlación el cual indica el grado de relación entre absorbancia y 

concentración [57]. 

2.6.4. Intervalo de trabajo 

El intervalo de trabajo, está dado por un rango dentro del cual el método brinda 

resultados con una incertidumbre aceptable, el LC corresponde al límite inferior del 

intervalo, en tanto que el límite superior corresponde a la concentración que no 

presente anomalías en la sensibilidad analítica, y en el caso de espectroscopía 

UV/vis no presente efecto meseta en sus valores de absorbancia [1]. 

2.6.5. Repetibilidad 

El objeto de la repetición en el análisis es determinar la variabilidad típica, teniendo 

en consideración cuenta todas las variaciones que se podrían presentar en las 

condiciones operativas del método en contextos de rutina, con lo cual, se podrán 

obtener medidas fiables de características de desempeño del método, como el 

sesgo y la precisión [1].  

2.6.6. Precisión intermedia 

La precisión está definida por la concordancia entre los resultados de análisis 

obtenidos en condiciones específicas. Generalmente expresada como la 

desviación estándar de los resultados analíticos. Los valores de desviación 

estándar más bajos indican una buena precisión mientras que valores altos indican 

una baja precisión de los resultados. La precisión se puede juzgar en términos de 

repetibilidad y reproducibilidad [55]. La reproducibilidad también se puede 

determinar como la reproducibilidad intermedia al cambiar dos o más factores; 

excepto la muestra, y la reproducibilidad teórica calculada mediante la ecuación de 

Horwitz. Para determinar la precisión mediante un diseño experimental basado en 

la evaluación de la repetibilidad se preparan muestras estándar en tres 

concentraciones diferentes dentro de un determinado rango; bajo, medio y alto; 

cada una con tres réplicas en las mismas condiciones; mismo laboratorio, mismo 

método, mismo operador; utilizando el mismo equipamiento, dentro de intervalos 

cortos de tiempo. Se calcula la desviación estándar (SD) y el coeficiente de 
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variación (CV%). Los resultados de los estudios de precisión se expresan como CV, 

que para métodos espectrofotométricos debe ser CV ≤ 3 % [1], [58]. 

2.6.7. Veracidad 

Corresponde al grado de concordancia entre el resultado de un ensayo y un valor 

de referencia asignado, el cual puede ser un MRC, MRI, remanentes de pruebas 

de actitud o ensayos interlaboratorios. La veracidad puede estar determinada por 

el sesgo o el porcentaje de recuperación respecto al valor asignado [59].  

Las diferencias sistemáticas significativas en relación con los valores de referencia 

aceptados se reflejan en valores de sesgo más grandes, y los valores de sesgo 

más pequeños indican una mayor veracidad del método. 

La recuperación se refiere al porcentaje de la cantidad de analito presente o 

agregado al material de prueba que se extrae y cuantifica [48]. 

2.6.8. Robustez 

La robustez puede medirse durante la validación o previa a la misma determinando 

uno o varios factores, en el último caso varios parámetros se introducen a la vez 

para garantizar la estimación del efecto global de cada uno. La robustez se define 

como la “Medida de la capacidad de un método analítico de no ser afectado 

considerablemente por variaciones pequeñas pero deliberadas de los principales 

parámetros del método analítico” [60] 
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CAPÍTULO 3 

3. METODOLOGÍA 

3.1. Tipo de investigación 

El presente proyecto abordó una investigación de tipo experimental cuantitativa y 

documental. Se consideraron tres muestras de suelos, de los Ingenios Valdez, San 

Carlos y AGROAZUCAR, ubicados en las ciudades de Milagro, Marcelino 

Maridueña y La Troncal, respectivamente. Se seleccionó tres niveles; bajo, medio 

y alto en contenido de fósforo. 

3.1.1. Población:  

Suelo agrícola de lotes de los Ingenios Valdez, San Carlos y AGROAZUCAR. 

3.1.2. Muestra:  

Las muestras recolectadas fueron de aproximadamente 2 Kg, en cada ingenio, con 

una profundidad de 0–30 cm, obtenidas de un muestreo estratificado, cuya 

característica principal seleccionó la concentración de fósforo en tres niveles, bajo, 

medio y alto, en relación del rango de trabajo. 

3.1.3. Técnica: 

Para la determinación de fósforo asimilable se utilizó Olsen Modificado a pH 8,5 

como método de extracción; y el método del Azul de molibdeno para el desarrollo 

del color, determinándose la concentración del analito mediante la técnica de 

espectrofotometría ultravioleta visible, a una longitud de onda de 680 nm.  

3.2. Diseño de investigación 

La presente investigación es de tipo experimental, ya que en el laboratorio se van 

a desarrollar una serie de pruebas analíticas con las cuales se desarrolla el proceso 

de validación; cuantitativa, ya que los resultados obtenidos son numéricos, 

utilizados para un diagnóstico estadístico de datos medibles y verificables. Es una 

investigación documental, puesto que se realizó una rigurosa revisión bibliográfica 
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con la que se han proporcionado los datos más relevantes que afectan este trabajo 

de investigación. 

3.3. Metodología 

3.3.1. Definición de variables 

Variable independiente: Concentración de fósforo en mg/l. 

Variable dependiente: Absorbancia a 680 nm. 

3.4. Recolección de datos 

3.4.1. Métodos y técnicas 

 

3.4.2. Ingreso de la muestra 

a) Secado y molienda: Las muestras ingresadas al laboratorio, se colocaron en 

bandejas de acero inoxidable y se secaron en una estufa con recirculación 
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de aire forzado a 60 °C para garantizar que esté totalmente seca; 

posteriormente se molieron en un molino tipo triturador de mandíbulas y 

luego fueron tamizadas. 

b) Codificación e identificación: La codificación para este proceso particular 

presenta los siguientes componentes; el primero V23: proceso de validación 

en el año 2023; pP: corresponde al parámetro de validación, en este caso 

fósforo (P); m# el número secuencial de la muestra y la descripción de su 

procedencia y nivel de concentración. 

✓ v23pPm1: Proceso de validación año 2023, parámetro P, muestra de suelo 

del Ingenio San Carlos, concentración baja de fósforo. 

✓ v23pPm 2: Proceso de validación año 2023, parámetro P, muestra de suelo 

del Ingenio Valdez, concentración media de fósforo. 

✓ v23pPm 3: Proceso de validación año 2023, parámetro P, muestra de suelo 

del Ingenio AGROAZUCAR, concentración alta de fósforo. 

✓ Los materiales de referencia de la RELASE, mantienen su código original, 

siendo este: 

o MR1 

o MR4 

o MR5  

Estas muestras representan los tres niveles de determinación analítica, siendo 

estos de acuerdo a sus concentraciones: 

o MR5 nivel bajo 

o MR1 nivel medio 

o MR4 nivel alto 

Para su asignación en el software del equipo de medición las muestras fueron 

ingresadas como: 

P-Intf-0#:  Muestra con fósforo + interferente, seguido de un número secuencial 

Intf-0#:   Sólo interferente 

Nb-0#:  Nivel bajo, seguido de un número secuencial, del 01-06 o del 01-10 

dependiendo de la prueba. 
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Nm-0#:  Nivel medio, seguido de un número secuencial, del 01-06 o del 01-10 

dependiendo de la prueba. 

Na-0#:  Nivel alto, seguido de un número secuencial, del 01-06 o del 01-10 

dependiendo de la prueba. 

Para los estudios de selectividad/especificidad los interferentes corresponden a 

concentraciones conocidas de Fe y de As. En el estudio del blanco el Nb 

corresponde a un blanco de reactivos fortificado con una concentración de 0,05 

mg/l P; el Nm a 0,10 mg/l P; y el Na 0,15 mg/l P. 

En la determinación de exactitud, el Nb corresponde a MRI5; Nm corresponde a 

MRI1; Na corresponde a MRI4. Mientras que para las pruebas de repetibilidad, 

reproducibilidad y robustez el Nb corresponde a v23pPm1; Nm corresponde a 

v23pPm1; Na corresponde a v23pPm1. 

c) Preservación: Las muestras se preservaron en fundas medianas tipo ziploc, 

para protegerlas de la humedad y posible contaminación, se rotularon con 

marcador de tinta indeleble, con los códigos asignados, siendo almacenadas 

en la estantería de la bodega de muestras, en condiciones de temperatura y 

humedad ambiente, donde permanecerán por un año, luego de este tiempo 

sus propiedades deberán ser verificadas. 

3.4.3. Preparación de reactivos: 

1) Solución extractora modificada de NaHCO3 (OLSEN MODIFICADO). 0,5 

N NaHCO3, 0,01 M EDTA. 

Se disolvieron 84 g de NaHCO3 y 7,44g de la sal disódica de EDTA en agua 

desionizada, llevando la solución a un volumen de 2 litros y luego se ajustó el pH a 

8,5 con perlas de hidróxido de sodio colocadas directamente. 

2) Solución A. Reactivo concentrado: 

Se Pesó 1 g de tartrato de potasio y antimonio en un frasco volumétrico de 1 litro, 

agregando alrededor de 400 ml de agua destilada, se añadieron 165 ml de ácido 

sulfúrico concentrado, despacio mientras se mezclaba la solución, enfriar la 
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solución. Disolver 7,5g de Molibdato de amonio en aproximadamente 300 ml de 

agua destilada, añadir la solución ácida de tartrato y aforar a 1 litro con agua 

desionizada. 

Nota: Esta solución es sensitiva al calor y a la luz por lo que debe ser almacenada 

en un recipiente ámbar y en refrigeración. 

3) Solución B. Reactivo de color para fósforo: 

El día que se va a utilizar esta solución, se diluyeron 150 ml de solución A con 1 g 

de goma de acacia o arábiga y 1 g de ácido ascórbico a un litro de solución con 

agua desionizada. 

Nota: Esta solución forma espuma, lo cual dificulta su aforo, para ello se recomienda 

agregar unas gotas de alcohol etílico PA antes de aforar la solución. 

3.4.4. Preparación de Patrón de Fósforo 

A partir del estándar de 1000 mg/l de fósforo se preparó una solución madre de 50 

mg/l P de la cual se prepararon 50 ml de siete soluciones patrón, todas enrasadas 

con la solución de Olsen modificado, como se describe en la Tabla IV.  

TABLA IV                                                                                                                                                            

PREPARACIÓN DE PATRONES: CONCENTRACIÓN EN LAS SOLUCIONES PATRÓN Y EN EL SUELO, PARA 

FÓSFORO 

Estándar Sol. Madre 

Volumen (ml) 

Concentración en 

solución (mg/l) 

Concentración en el 

suelo (mg/l) 

BLANCO 0,0 0,0 0,0 

Patrón 1 0,3 0,3 3,0 

Patrón 2 0,6 0,6 6,0 

Patrón 3 0,9 0,9 9,0 

Patrón 4 1,8 1,8 18,0 

Patrón 5 3,6 3,6 36,0 

Patrón 6 6,8 6,8 68,0 

Patrón 7 10,0 10,0 100,0 

Nota: Volumen de la solución madre a tomar para la preparación de 7 patrones de trabajo 
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3.4.5. Proceso de Extracción: 

✓ En una balanza analítica se pesaron 2,5 gr de suelo en un contenedor de 

boca ancha, adicionando la solución extractante de Olsen Modificado con un 

dispensador 25 ml. 

✓ Se agitó a una velocidad de 180 pulsos por minuto durante 10 minutos. 

✓ El extracto resultante se filtró con papel filtro cuantitativo, recolectándose el 

producto en tubos de ensayo de 25 ml de capacidad. 

3.4.6. Proceso de determinación: Método colorimétrico de azul de 

molibdeno. 

En tubos de ensayo de 25 ml de capacidad, se colocó 1 ml del extracto obtenido, 

se dispensaron 4ml de agua desionizada, y 5ml de solución B (complejo de 

molibdato de amonio y ácido ascórbico), se agitó por varios segundos en un 

agitador Vortex, dejando en reposo las soluciones por un lapso mínimo de 60 

minutos, sin exponer las mismas al calor o la luz directa.  

Previamente se habría realizado el mismo procedimiento con cada una de las 

soluciones patrón, tomando como blanco 1 ml de la solución de Olsen modificado, 

y 1 ml de cada uno de los puntos de calibración de la curva. 

3.4.7. Especificaciones del espectrofotómetro 

Se determinó la absorbancia en el Espectrofotómetro UV/VIS Perkin Elmer Lambda 

25, tomando en consideración las siguientes especificaciones: 

✓ Longitud de onda: 680 nm.  

✓ Celda: de vidrio de óptico con cubierta de PTFE - 10 mm. 

✓ Línea base: sin corrección 

✓ Curva/factor: Lineal 

✓ Intercepto: si 

✓ Slit: 1 nm. 

Los resultados finales fueron calculados por simple regresión lineal mediante la 

ecuación (8) 

𝑦 = 𝑎 + 𝑏. 𝑥, Ec (8) 
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donde la variable 𝑥 son las concentraciones y la variable 𝑦 las lecturas en 

absorbancia de la curva; los valores de las muestras se obtienen reemplazando la 

lectura obtenida en absorbancia en la ecuación de regresión, esta operación es 

proporcionada por el software del equipo y fue verificada por los cálculos 

respectivos en Microsoft Excel. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

3.5. Diseño experimental de la Validación del Método 

3.5.1. Selectividad / Especificidad:  

Selectividad: Se examinó el efecto de interferencias, determinando el grado de 

inhibición, su detección y cuantificación mediante una fortificación con los analitos 

Fe y As. 

Día 1: El analista 1, realizó 6 repeticiones, sobre dos blancos de reactivos 

fortificado, la primera con 10 mg/l Fe, y la segunda con 0,4 mg/l As, determinando 

sus concentraciones por espectroscopía uv-vis. 

Olsen Modificado 
pH 8.50 

2.5 g de suelo 

Agitar por 10 min a 
180 p/pm 

Filtrar  
PF cuantitativo 

60 min  

Absorbancia 
λ 680 nm 

Desarrollo de color Lectura Uv-vis 

Extracción 

NaHCO3 0.5 N  
EDTA 0.01 M 

Sol B. 

Sol A. 

1 g de tartrato de K y Sb  
165 ml H2SO4 c  

enfriar la solución. 
Disolver 7.5g de 
Molibdato de amonio  

150 ml de solución A   
1 g de goma arábiga  
1 g de ácido ascórbico 

Preparación 

25 ml de Olsen 
Modificado 

+ 

Fig. 3.3. Diagrama de flujo de proceso: preparación de reactivos, extracción, desarrollo de color y determinación por 

espectroscopía ultravioleta visible. 
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Especificidad:  Se determinó que el método es específico para el analito fósforo, 

cuantificando su presencia en una muestra fortificada. 

Día 1: Un analista, determinó una muestra de un blanco de reactivo fortificado con 

4 mg/l P, se realizaron 6 repeticiones, determinando sus concentraciones por 

espectroscopía UV-VIS. 

Selectividad:   Criterio de aceptación: Recuperación de los interferentes ≤ LD. 

Especificidad: Criterio de aceptación: Recuperación ≥ 90%. 

3.5.2. Estudio del blanco  

Se cuantificó el contenido de fósforo en un blanco de reactivos, para determinar el 

límite de detección teórico. 

Día 1: Se analizó un blanco fortificado con concentraciones de:  

o 0,10 mg/l P, correspondiente al límite de detección teórico (LDt),  

o 0,05 mg/l P; 50% por debajo LDT,   

o 0,15 mg/l P; 50% por arriba LDT,  

o se realizan 6 repeticiones. Un analista, tres muestras. 

Criterio de aceptación: Recuperación ≥ 50%. 

% 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑎

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑜𝑟𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑎
𝑥100%  Ec (9) 

3.5.3. Límite de detección y límite de cuantificación 

Límite de detección:  Se estableció que el método determine un límite de 

detección teórico de 0,1 mg/l P correspondiente al 50% del valor asignado al primer 

punto en el rango de trabajo. 

Día 2: El analista 1 realizó 10 repeticiones de un blanco de reactivo fortificado con 

una concentración de 0,2 mg/l P, leídas en el espectrofotómetro ultravioleta visible. 

Estadístico a evaluar:  

 

𝐿𝐷 = �̅� + 3 × 𝑠�́�  Ec (10) 

Límite de cuantificación: Se estableció un límite de cuantificación 

correspondiente al valor asignado como primer punto en el rango de trabajo. 
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Día 2: Sobre los resultados obtenidos con el LD, se establece el límite de 

cuantificación del método, leídas en el espectrofotómetro ultravioleta visible. 

Estadístico a evaluar:  

𝐿𝐶 = �̅� + 10 ×  𝑠�́� Ec (11) 

Tanto en el LD y LC se determina el porcentaje de recuperación de cada lectura. 

3.5.4. Linealidad  

Linealidad del instrumento: Se obtuvo la gráfica de función de la concentración 

con un r2 ≥ 0,995 analizando un blanco y 7 puntos de calibración primeramente con 

concentraciones de 0,2 a 10 mg/l P en solución. No obstante, este rango es 

modificado a 0,3 como límite inferior, con base a los resultados obtenidos del LC.  

Día 2: Se realizaron 3 curvas de calibrado en concentraciones de 0,3; 0,6; 0,9; 1,8; 

3,6; 6,8 y 10 mg/l P.  

El analista 1 determinó las absorbancias de cuatro curvas de calibrado, cada una 

con un blanco y siete patrones. 

Estadístico a evaluar:  

Coeficiente de correlación (r), análisis de regresión y estimación lineal. 

Análisis de regresión para cada curva de calibrado y sus residuos.  

Se determinan, además, rangos máximos y mínimos para los valores de la 

ordenada e intercepto. 

Linealidad del método:  

Día 3: Se realizaron tres lecturas independientes, tres curvas de calibrado en 

concentraciones de 0,3; 0,6; 0,9; 1,8; 3,6; 6,8 y 10 mg/l P. Un analista, cada curva 

de calibrado con un blanco y siete patrones. 

Estadístico a evaluar: Se obtiene un valor de pendiente e intercepto, coeficientes 

de determinación (r2) y la función lineal; con lo cual se establecen los límites 

máximos y mínimos de aceptación de la curva de calibrado. 

3.5.5. Intervalo de trabajo:  

Se estableció un intervalo de trabajo de 0,3 – 10,0 mg/l en las soluciones estándar. 
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Día 3: Con base a los resultados obtenidos en la linealidad se determina si el 

intervalo de trabajo cumple con los requisitos. 

Criterio de aceptación:  

Recuperación ≥ al 90% en todo el rango de trabajo. Análisis de residuales con una 

distribución aleatoria, evaluando la ausencia de tendencias sistemáticas. 

3.5.6. Veracidad 

Se cumplió con al menos entre el 80-110 % de recuperación [59] en los resultados 

de las pruebas interlaboratorios (Anexo A). 

Día 4: Se realizan 6 réplicas de cada muestra por cada uno de los siguientes 

niveles; 

o bajo:    17,13 mg/ml P 

o medio:  40,59 mg/ml P 

o alto:   62,46 mg/ml P 

✓ Las muestras corresponden a tres de las muestras de referencia de la 

intercomparación con la RELASE 

Se realiza la prueba de homogeneidad de varianza test de Cochran, 

estableciéndose: 

✓ La hipótesis nula (Ho): No existe diferencias significativas entre varianzas. 

✓ Hipótesis alternativa (H1): Al menos una varianza es diferente 

significativamente frente a las demás. 

✓ Aceptada la hipótesis nula (Ho), se realizó un Análisis de Varianza (ANOVA) 

de un factor, cuyos datos de interés son promedios de los cuadrados dentro 

de grupo y entre grupos, de las varianzas de repetibilidad y reproducibilidad, 

respectivamente. 

Criterio de aceptación:  

Recuperación entre el 80-110 % y aceptación de la H0 

3.5.7. Repetibilidad y precisión intermedia 

Repetibilidad:  Se obtuvo una estimación de la precisión que refleja todas las 

fuentes de variación del método bajo las mismas condiciones, 
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Día 5: Se realizaron 6 réplicas de las tres muestras de trabajo, variando las lecturas 

de las muestras desde el proceso de pesaje hasta las lecturas del analito, 

manteniendo constante: el día, analista,  

Reproducibilidad: Se obtuvo una estimación de la precisión que refleja todas las 

fuentes de variación que se producirán en el laboratorio en condiciones de rutina 

con tres analistas y entre días. 

Día 6 y Día 7: Se realizaron 6 réplicas bajo condiciones de repetibilidad para cada 

material, se suman al proceso los analistas 2 y 3 realizándose las determinaciones 

según lo siguiente: 

✓ 1 día: 1er analista 6 réplicas (ensayo de repetibilidad) 

✓ 2 día:  2do analista 6 réplicas 

✓ 3 día:  3er analista 6 réplicas 

Repetibilidad:  Estadístico a evaluar: Desviación estándar %RSD 

Reproducibilidad: Estadístico a evaluar: Desviación estándar %RSD de 

reproducibilidad y análisis de ANOVA, de acuerdo a las Ecs (12), (13), (14) 

 

%𝑅𝐷𝑆𝑟 =
√𝜎𝑟𝑒𝑝𝑒𝑡𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙
× 100%  Ec (12) 

 

𝜎𝑟𝑒𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =
𝜎𝑟𝑒𝑝𝑟𝑜𝑑−𝜎𝑟𝑒𝑝𝑒𝑡

𝑛𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙
+ 𝜎𝑟𝑒𝑝𝑒𝑡   Ec (13) 

 

%𝑅𝐷𝑆𝑅 =
√𝜎𝑟𝑒𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙
× 100% Ec (14) 

 

TABLA V                                                                                                                                                                                     

ANÁLISIS DE LA VARIANZA ANOVA 

Fuentes de 

variación 

Grados de 

libertad 
Suma de cuadrados 

Cuadrados 

medios 
F 

Entre grupos 𝐺𝐿𝐸 = 𝐾 − 1 𝑆𝐶𝐸 = Σ𝑛𝑖(𝑥1 − 𝑥)2 𝐶𝑀𝐸 = 𝑆𝐶𝐸/𝐺𝐿𝐸 𝐶𝑀𝐸/𝐶𝑀𝐼 

Intra grupos 𝐺𝐿𝐼 = 𝑁 − 𝐾 
𝑆𝐶𝐼 = ΣΣ(𝑥𝑖𝑗 − 𝑥𝑖)

2 

o 𝑆𝐶𝑇 − 𝑆𝐶𝐸 
𝐶𝑀𝐼 = 𝑆𝐶𝐼/𝐺𝐿𝐼 

 

TOTAL 𝐺𝐿𝑇 = 𝑁 − 1 𝑆𝐶𝑇 = ΣΣ(𝑥𝑖𝑗 − 𝑥)2  

Nota: Determinación de la varianza, fuentes de variación y prueba de F. 
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3.5.8. Robustez  

Se aplica 1 variable, con el propósito de demostrar la robustez del método y 

determinar cuáles son los puntos críticos dentro del proceso de análisis, se 

determinó el efecto de un cambio de condición en los resultados de la medida, el 

tiempo de lectura, de esta manera se leyeron un grupo de muestras a una hora, y 

el mismo grupo se volvió a leer a la siguiente hora. 

✓ Tiempo de lectura: mayor a una hora 

Día 6: Leer las mismas tres muestras a 1 hora y luego a las 2 horas, registrar los 

resultados obtenidos.  

Criterio de aceptación:  

Prueba de significación t-student para variables. 

3.6. Recursos 

3.6.1. Materiales 

✓ Espectrofotómetro UV/VIS Perkin Elmer Lambda 25. 

✓ Balanza de analítica (± 0.0001g) 

✓ Agitador mecánico de desplazamiento EBERBACH (velocidad 180 

osc/min) 

✓ Molino  

✓ Potenciómetro ORIBA 

✓ Agitador Magnético 

✓ Agitador Vortex 

✓ Cronómetro (± 0,1seg.) 

✓ Dispensadores Brand de 25ml 

✓ Sorbona Labconco 

✓ Matraces volumétricos clase A, de 50, y 1000ml 

✓ Tubos de ensayo de 25 ml de capacidad 

✓ Micropipeta Eppendorf Research de 1000 µl. (volumen variable) 

✓ Pipeta automática Transferpette S Brand de 10000 µl. (volumen variable) 

✓ Envases de polipropileno con tapa rosca de 50ml de capacidad.  

✓ Embudos de polietileno medida o capacidad 
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✓ Espátula de acero inoxidable (20mm) 

✓ Papel filtro cuantitativo CHM F2040 125 mm (LIBRE DE CENIZAS) 

3.6.2. Reactivos 

✓ Agua desionizada (CE ≤ 1 µs/cm) 

✓ Bicarbonato de sodio GR. Supelco, cas: 144-55-8 

✓ EDTA GR. Sal disódica dihidratada, pureza mínima del 99% cas: 60-00-4 

✓ Hidróxido de sodio, perlas GR. Supelco cas: 1310-73-2 

✓ Molibdato de amonio tetrahidratado G.R. cas: 12054-85-2 

✓ Tartrato de potasio y antimonio G.R. cas: 28300-74-5 

✓ Ácido sulfúrico concentrado G.R. cas: 7664-93-9 

✓ Ácido ascórbico G.R. Fisher scientific cas: 50-81-7 

✓ Goma de acacia o arábiga G.R. cas: 9000-01-5 

✓ Solución Patrón Supelco referible a SRM de NIST, en agua: Estándar de 

1000 ug.ml-1 de P, H3PO4 en H2O 

✓ Soluciones buffer pH 4, 7 y 10 Trazables a SRM de NIST y PTB 

3.7. Análisis estadístico 

El tratamiento estadístico para la interpretación de los resultados es la estadística 

descriptiva y la estadística Inferencial, análisis de varianza y estimación de la 

incertidumbre del método.  

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando Excel y el software R, y se 

sometieron a un análisis de varianza unidireccional (ANOVA) para determinar el 

efecto del tratamiento y las diferencias significativas entre los tratamientos 

separados mediante la prueba post hoc de Tukey en p ≤ 0,05.  

El tipo de tratamiento estadístico utilizado para la interpretación de los resultados 

es la estadística inferencial, usando el software R-studio versión 4.3.2 que es un 

entorno y lenguaje de programación con un enfoque al análisis estadístico.  

3.8. Incertidumbre  

El cálculo para la determinación de la incertidumbre asociada a la medición se 

realizó tomando en consideración las directrices proporcionadas por la guía 
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Eurachem para determinación de la incertidumbre, en base al siguiente proceso por 

etapas; 

Etapa I 

✓ Especificación el mesurando 

Etapa II 

✓ Identificación de las fuentes de incertidumbre 

Etapa III 

✓ Simplificación: agrupación de fuentes cubiertas con datos existentes 

✓ Cuantificación de los componentes agrupados 

✓ Cuantificación de los componentes restantes 

✓ Conversión de los componentes en DS 

Etapa IV 

✓ Cálculo de la incertidumbre combinada 

✓ Revisión, de ser necesario reevaluación de los componentes mayores 

✓ Cálculo incertidumbre expandida 

✓ Expresión de los resultados. 

Se calculó la Incertidumbre estándar combinada (μ), mediante la ecuación 

referenciada en la guía Eurachem:  

𝑢𝑐2 = √𝑢𝑎2 + 𝑢𝑏2  Ec (15) 

Seguidamente, se calculó la incertidumbre expandida (U), multiplicando por el 

factor de cobertura k=2. 

𝑢𝑝 = 𝑘𝑢𝑐  Ec (16) 

3.9. Declaración del método validado  

La declaración del método validado incluye a manera de resumen lo siguiente: 

✓ Método  

✓ Alcance 

✓ Referencia de la normativa utilizada 

✓ Resultados y criterios de aceptación 

✓ Observaciones y comentarios 

✓ Declaración expresa del método Validado, incluyendo la incertidumbre de 

medida. 
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CAPÍTULO 4 

4. RESULTADOS 

4.1. Validación del método colorimétrico para la determinación de fósforo 

disponible  

El trabajo de validación en el presente proyecto, consideró los lineamientos 

planteados en la norma ISO/IEC 17025:2017; de esta manera se preservan todos 

los registros usados y generados en este proceso de validación, los cuales se 

encuentran detallados en el apartado 7 de Apéndices y Anexos. Los cuales 

evidencian la cuantificación del contenido de fósforo en tres muestras de suelos, 

mediante espectrofotometría ultravioleta visible y Olsen Modificado como 

extractante, objeto de este estudio. Cumpliendo lo establecido en base a las 

siguientes características de desempeño.  

4.1.1. Selectividad / Especificidad 

Dos de los interferentes mencionados en la literatura en la determinación de fósforo 

por el método de azul de molibdeno, son el Fe y el As [41], [61] , este último 

comparte junto al fósforo las mismas características químicas por lo que se 

prepararon soluciones fortificadas con estos analitos considerados interferentes. 

Se preparó una solución de 4 mg/l de P con 10 mg/l de Fe. Los resultados obtenidos 

no mostraron una señal de respuesta frente el analito Fe, el cual se leyó tanto en la 

solución de P con Fe y en una solución que únicamente contenía Fe, donde el 

resultado promedio fue de -0,081 mg/l; mientras que el P obtuvo una recuperación 

del 95%, bajo un criterio de aceptación de entre el 80-110%, como se observa en 

la tabla VI. 
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TABLA VI                                                                                                                                                                  

DETERMINACIÓN DE INTERFERENTES EN EL PARÁMETRO ESPECIFICIDAD, CONTENIDO DE Fe 

Parámetro Fortificado/  
mg/ml p 

Resultado 
mg/l 

% 
recuperación 

Criterio de 
aceptación  

% de recuperación 

Cumple / no 
cumple 

P 4 3,783 94,6           80-110 % Cumple 

Fe 100 -0,081 -0,08 < LD  Cumple 

Nota: Promedios obtenidos y porcentajes de recuperación en blancos de reactivo fortificados con Fe y P. 

Además, se preparó una solución de As con una concentración de 0,2 mg/l, y una 

solución de P y As, en concentración de 4 mg/l P y 0,2 mg/l As. La respuesta del 

fortificado con arsénico, dio una recuperación del 108%, y la solución P-As mostró 

una recuperación del 102%, al mismo tiempo se midió una concentración de fósforo 

libre de As para determinar la influencia del arsénico sobre el fósforo, pudiéndose 

determinar que la recuperación del P fue del 98%, lo que indica que el porcentaje 

en exceso de la solución P-As, efectivamente corresponde a la respuesta de la 

concentración de arsénico añadida al analito de interés.  

Sin embargo, es importante mencionar que, los efectos de interferencia del 

arseniato, se pueden reducir diluyendo la muestra antes de agregar el reactivo [62], 

[63]. Otro estudio realizado en varias provincias del Ecuador, entre ellas Guayas 

señala que las concentraciones de arsénico en suelos agrícolas oscilan entre 0.08–

0,20 mg kg−1 en el suelo [64]. Siendo esta concentración, inferior al límite de 

cuantificación declarado para este método, como se explicará más adelante. La 

tabla que precede muestra los resultados obtenidos en las lecturas de fósforo a una 

concentración de 4 mg/l, más la adición de un segundo interferente como el 

arsénico. 

TABLA VII                                                                                                                                                               

DETERMINACIÓN DE INTERFERENTES EN EL PARÁMETRO ESPECIFICIDAD, CONTENIDO DE As 

Parámetro Fortificado/  
mg/l p 

Resultado 
mg/l 

% 
recuperación 

Criterio de 
aceptación  

% de recuperación 

Cumple / no 
cumple 

As 0,2 0,22 107,6 < LD No Cumple 

P 4,0 3,91 97,7 80-110 % Cumple 

P+As 4,0 4,08 102,06 -  - 

Nota: Promedios obtenidos y porcentajes de recuperación en blancos de reactivo fortificados con As y P. 
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4.1.2. Estudio de blanco 

El estudio del blanco tiene como objetivo brindar una aproximación a los valores 

mínimos que el método pudiera cuantificar, siendo el límite de detección teórico de 

aproximadamente 0,2 mg/l para la determinación de fósforo [39], [61] se procedió 

a preparar tres blancos de reactivos fortificados con una concentración que 

corresponda al 50% de este límite, es decir 0,10 mg/l P como punto medio; una 

solución de 0,05 mg/l de P como punto bajo, y una solución de 0,15 como punto 

alto. 

El criterio de aceptación para este estudio fue una recuperación ≥ 50%, en el que 

se obtuvieron los resultados presentados en la tabla VIII, la cual muestra que los 

dos primeros niveles no cumplen con el criterio de aceptación, el tercer nivel 

presentó valores homólogos con excepción de la repetición #6, la cual fue eliminada 

bajo criterio de rechazo de datos anómalos de Q-Dixon, con lo cual cada una de las 

cinco observaciones del nivel 3 cumple con el criterio de aceptación.  

 

TABLA VIII                                                                                                                                                                

EVALUACIÓN DEL ESTUDIO DEL BLANCO POR MEDIO DEL PORCENTAJE DE RECUPERACIÓN  

Identificación 

Lectura 
promedio DS % CV % Recuperación 

Criterio de 
aceptación 

mg/ml P 

0,05 mg/l P 0,015 0,02 140,4 -14 a 90,8 

≥ 50 % de 
recuperación 

0,10 mg/l P 0,089 0,04 43,1 46,6 a 137,9 

0,15 mg/l P* 0,129 0,03 26,8 
73,5 a 132,3 
73,5 a 80,9* 

*% de Recuperación eliminando un dato aberrante 

Nota: Estadísticos descriptivos de blancos fortificados con P y sus respectivos porcentajes de recuperación. 

4.1.3. Límite de detección y cuantificación 

La guía Eurachem, menciona que se puede determinar el LD y LC con una 

fortificación de una baja concentración del analito [1], [54] debido a ello y con base 

a los resultados obtenidos en el estudio del blanco, se determinó que el método 

puede estimar una concentración al 50% del nivel 3, es decir 0,3 ppm, para 

confirmar esta aseveración se fortifica un blanco de reactivo con una concentración 

de 0,2 mg/l P.  
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Los resultados obtenidos, luego de la determinación de 10 réplicas del blanco 

fortificado, determinaron un LD de 0,23 mg/l P y 0,28 mg/l P. Estos resultados 

modifican la concentración establecida previamente, dentro del plan de validación 

y cuyo nuevo límite inferior es de 0,3 mg/l P. 

 

TABLA IX                                                                                                                                                           

DETERMINACIÓN DE LOS LÍMITES DE DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN 

Concentración �̅� DS CV 
LD LC 

ẋ̅+3 x S𝜊′ ẋ̅+10 x S𝜊′ 

0,2 mg/l 0,21257 0,00655 3,0812 0,23 0,28 

Nota: Estadísticos descriptivos y LD y LC obtenidos a partir de una concentración baja de P 

4.1.4. Curva de calibración  

Uno de los primeros requisitos que sugiere la guía Eurachem, es una examinar 

visualmente la curva generada, identificar el rango lineal aproximado y los límites 

Fig. 4.4. Curva de calibrado obtenida en el espectrofotómetro ultravioleta y visible 
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superior e inferior del intervalo de trabajo, por ello se presenta una de las curvas 

obtenidas para la determinación de la linealidad con la ecuación de la curva. 

 

TABLA X                                                                                                                                                                                

CURVAS DE CALIBRADO Y PRUEBA DE F 

Curva de 
calibrado 

Coeficiente de correlación 
determinado por Rstudio 

Coeficiente de correlación 
determinado por Microsoft Excel 

F 

C1 0,998119 0,999696 1590,3 

C2 0,999989 0,999916 39687,4 

C3 0,999924 0,999988 269416,3 
Nota: coeficientes de correlación determinados por Excel, RStudio y la prueba de F 

 

El valor de F crítica corresponde a 1,66E-08, por lo que al ser F tabulada mayor a 

F crítica se rechaza la Ho y se acepta la H1 de que Si existe relación entre la 

concentración y la absorbancia, como lo muestra la tabla VIII. 

 

La tabla XI, muestra los componentes de una función respuesta que se obtuvieron 

a partir del software RStudio, cuyas observaciones o medidas coinciden con las 

realizadas en Excel, con lo que se valida el análisis estadístico en este proceso. 

Esta tabla muestra los coeficientes tanto para la ordenada como para la pendiente; 

el error típico, la suma de cuadrados y el “estadístico t” cuya respuesta al ser mayor 

que el de la probabilidad son indicativos de que no hay significancia, ya que la 

probabilidad para la ordenada es mayor a 0,05. Los límites inferior y superior en la 

ordenada son un indicativo de que línea pasa por cero, al ser este un valor negativo 

y el otro positivo, los límites superior e inferior de la pendiente son mayor a cero, 

otro indicativo de la respuesta lineal. 
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TABLA XI                                                                                                                                                                                           

FUNCIÓN RESPUESTA OBTENIDA A PARTIR DEL SOFTWARE RSTUDIO 

  

Curva de 
calibrado 

Coeficientes 
Error 
típico 

Ʃ de 
cuadrados 

Estadístico 
t 

Probabilidad 

pendiente 

C1 0,05575 0,0014 0,2850 39,878 1,66E-08 

C2 0,05351 0,0003 0,2626 199,22 1,08E-12 

C3 0,05076 0,0001 0,2362 519,05 3,45E-15 

ordenada 

C1 -0,00096 0,0063 0,0011 -0,15156 0,8845 

C2 0,00030 0,0012 3,97E-05 0,24652 0,8135 

C3 0,00019 0,0004 5,26E-06 0,43639 0,6778 

  

Curva de 
calibrado 

Inferior 
95% 

Superior 
95% 

pendiente 

C1 0,052 0,059 

C2 0,053 0,054 

C3 0,051 0,051 

ordenada 

C1 -0,016 0,015 

C2 -0,003 0,003 

C3 -0,001 0,001 

Nota: Se presentan los datos reportados por medio de RStudio. 

 

La aleatoriedad de los residuos también nos ratifica la respuesta lineal de la curva, 

estos datos se encuentran en la tabla siguiente y en su respectiva gráfica de 

residuales, donde se muestran los puntos de los residuos distribuidos de forma 

aleatoria en todo el rango de trabajo. 
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Fig. 4.5. Gráfico de residuales, en la prueba de linealidad. 
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TABLA XII                                                                                                                                                                             

ANÁLISIS DE LOS RESIDUOS 

Observación 
Pronóstico 

Absorbancia 
Residuos 

Residuos 
estándares 

1 0,0002 -0,0002 -0,2227 

2 0,0154 0,0001 0,0923 

3 0,0306 -0,0002 -0,2848 

4 0,0459 0,0003 0,3762 

5 0,0916 -0,0014 -1,5626 

6 0,1829 0,0015 1,7113 

7 0,3453 0,0007 0,7646 

8 0,5078 -0,0008 -0,8742 

Nota: Resultados de los residuales de la curva 3 

 

Los resultados obtenidos en las curvas de calibrado, llevan a determinar los límites 

de control mediante los cuales se acepta una nueva curva, basados en los valores 

de la pendiente, ordenada al origen y el coeficiente de correlación, obteniéndose 

los límites detallados en la tabla XIII. 

 

TABLA XIII                                                                                                                                                                         

LÍMITES DE ACEPTACIÓN PARA LAS CURVAS DE CALIBRACIÓN 

 

Pendiente (b) Ordenada (a) 
Coeficiente de 

determinación (r2) 

Promedio 0,05334 -0,00016 0,99869 

Límite Máx. 0,05587 0,01129 1,00000 

Límite Mín. 0,05081 -0,01160 0,99624 

t(2GL) 4,303 
  

Nota: Promedios y límites máximos y mínimos de b, a y r2 

 

4.1.5. Exactitud 

La exactitud en las muestras de suelo analizadas en los niveles bajo, medio y alto, 

se determinó por medio del % de recuperación que, de acuerdo a la AOAC, en el 

rango de 1 a 10 ppm (mg/l) corresponde a una recuperación de entre el 80 y 110%, 

lo cual se verifica en la tabla XIV, de resultados de exactitud donde se obtuvieron 

recuperaciones entre el 92 y 106%, encontrándose dentro del rango óptimo de 
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recuperación. Con ello se demuestra la exactitud del método de análisis de fósforo 

en muestras de suelos extraído con Olsen modificado y cuantificado con el método 

colorimétrico de azul de molibdeno. 

 

TABLA XIV                                                                                                                                                                 

DETERMINACIÓN DE LA EXACTITUD 

Identificación 
Nivel de 

concentración 
de P 

Valor asignado 
por RELASE 

mg/ml P 

Valor promedio 
en ensayo de 

exactitud 
mg/ml P 

DS %RSD 
% 

Recup. 

MRI 5 bajo 17,13 15,87 0,72 4,51 92,7 

MRI 1 medio 40,59 43,20 0,87 2,01 106,4 

MRI 4 alto 62,46 57,36 0,77 1,34 91,8 

Nota: Estimación de la exactitud en tres materiales realizados en una comparación de RELASE 

 

La tabla XV, muestra los porcentajes de recuperación en base a la concentración 

de la muestra, que va desde una concentración del 100% con una recuperación del 

98 al 102%, hasta concentraciones de 1 ppb donde la recuperación aceptada es 

menor y oscila entre los 40 a 120 %. 

TABLA XV                                                                                                                                                                            

RECUPERACIÓN ESPERADA EN FUNCIÓN A LA CONCENTRACIÓN 

Analito % 
Fracción de 

masa (C) 
Unidad 

Media Recuperación 

% 

100 1 100% 
98-102 

10 10-1 10% 

1 10-2 1% 97-103 

0,1 10-3 0,1% 95-105 

0,001 10-4 100 ppm (mg/Kg) 90-107 

0,0001 10-5 10 ppm (mg/Kg) 

80-110 0,00001 10-6 1 ppm (mg/Kg) 

0,000001 10-7 100 ppb (µg/Kg) 

0,0000001 10-8 10 ppb (µg/Kg) 60-115 

0,00000001 10-9 1 ppb (µg/Kg) 40-120 

Nota: Tabla extraída del programa de métodos verificados por pares de la AOAC. Manual de políticas y procedimientos [65] 
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A más de los porcentajes de recuperación, se establecieron las siguientes hipótesis: 

La hipótesis nula (Ho): No existe diferencias significativas entre varianzas. 

Hipótesis alternativa (H1): Al menos una varianza es diferente significativamente 

frente a las demás. 

Atendiendo que el valor de F calculada para cada uno de los niveles es menor al F 

crítico se acepta la Ho, confirmando que no existen diferencias significativas entre 

varianzas, según lo muestra la tabla siguiente.  

 

TABLA XVI                                                                                                                                                                                     

ANÁLISIS DE LA VARIANZA PARA LA DETERMINACIÓN DE VERACIDAD 

MRI nivel Promedio Varianza F Probabilidad 
Valor crítico 

para F 

MRI 5 bajo 
15,87 0,513 

2,89695 0,1195763 

4,9646 

16,60 0,599 

MRI 1 medio 
43,54 0,752 

0,81080 0,3890525 
42,86 2,635 

MRI 4 alto 
57,36 0,592 

2,55137 0,1412826 
58,53 2,654 

Nota; Niveles, promedios, varianza y prueba de F en la determinación de veracidad 

4.1.6. Repetibilidad  

La repetibilidad de las muestras de trabajo, tabla XVII, está determinada por el CV 

o %RSD obtenido en cada uno de los niveles, así, el nivel bajo, con un promedio 

estimado de 6,57, obtuvo un 3,39 %de RSD, el nivel medio, un RSD de 1,25 y el 

nivel alto 1,70, cada uno de estos porcentajes se encuentran dentro del RSD 

esperado de 11, 7,3 y 5,3 respectivamente para cada nivel, determinando de esta 

manera la repetibilidad del método. 

TABLA XVII                                                                                                                                                             

DETERMINACIÓN DE LA REPETIBILIDAD 

Identificación 
Nivel de 

concentración 
de P 

Valor obtenido 
en ensayo de 
repetibilidad DS % RSD 

%RSDr de 
repetibilidad 

mg/ml P 

v23pPm1 bajo 6,57 0,22 3,39 11 

v23pPm2 medio 37,58 0,47 1,25 7,3 

v23pPm3 alto 70,72 1,20 1,70  5,3 

Nota: Repetibilidad de muestras de suelos en tres niveles, con sus %RSD 
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TABLA XVIII                                                                                                                                                                            

PRECISIÓN ESPERADA (REPETIBILIDAD) EN FUNCIÓN A LA CONCENTRACIÓN DEL ANALITO 

Analito % 
Fracción de 

masa (C) 
Unidad RSDr % 

100 1 100% 1,3 

10 10-1 10% 1,9 

1 10-2 1% 2,7 

0,1 10-3 0,1% 3,7 

0,001 10-4 100 ppm (mg/Kg) 5,3 

0,0001 10-5 10 ppm (mg/Kg) 7,3 

0,00001 10-6 1 ppm (mg/Kg) 11 

0,000001 10-7 100 ppb (µg/Kg) 15 

0,0000001 10-8 10 ppb (µg/Kg) 21 

0,00000001 10-9 1 ppb (µg/Kg) 30 

Nota: Tabla extraída del programa de métodos verificados por pares de la AOAC. Manual de políticas y procedimientos [65] 

4.1.7. Reproducibilidad  

La prueba de reproducibilidad, tablas XIX y XX, muestra en cada nivel, que no 

existen diferencias significativas entre los grupos, que, en este caso, corresponden 

a los días y analistas, ya que se leyeron 3 grupos de muestras en todos los niveles 

un día, un analista, para esta prueba, se realizó un análisis de la varianza de un 

solo factor, y se comprobó por medio de la prueba de Tukey que no existen 

diferencias significativas, como lo muestran los resultados obtenidos por RStudio 

en el Apéndice H. 

 
TABLA XIX                                                                                                                                                            

DETERMINACIÓN DE LA REPRODUCIBILIDAD 

     Muestra  
F=MSe/MSd F0,05  p-value Significación 

s²d se² s²t 
Fcalculado Fcritico a = 0,05 estadística? 

71,9 mg/l P   2,58 3,68 1,09E-01 No 2,5693 0,6763 3,2456 

         
Si F > F0,05, existe una razonable evidencia de una real variación entre-grupos   
Si F < F0,05, es usual considerar que la variación entre-grupos no es significante 

 
    

 



45 
 

TABLA XX                                                                                                                                                          

DETERMINACIÓN DE LA REPRODUCIBILIDAD 

Identificación 
Nivel de 

concentración 
de P 

Valor obtenido 
en ensayo de 

reproducibilidad DS % RSD %RSDR 

mg/ml P 

v23pPm1 bajo 6,57 0,27 3,89 16 

v23pPm2 medio 37,58 0,87 1,49 11 

v23pPm3 alto 70,72 0,36 2,19 8 

 

De igual manera la tabla XX, muestra los valores de %RSD que fueron menores a 

los de RSDR, obteniéndose valores de 3,89%; 1,49% y 2,19%, mientras que el RSD 

de reproducibilidad fue de 16, 11, 8, para los niveles bajo, medio y alto, 

respectivamente, como lo muestra la tabla XXI. 

 

TABLA XXI                                                                                                                                                                            

DESVIACIÓN ESTÁNDAR RELATIVA PREVISTA DE LA REPRODUCIBILIDAD (PRSDR) 

Analito % 
Fracción de 

masa (C) 
Unidad RSDR % 

100 1 100% 2 

10 10-1 10% 3 

1 10-2 1% 4 

0,1 10-3 0,1% 6 

0,001 10-4 100 ppm (mg/Kg) 8 

0,0001 10-5 10 ppm (mg/Kg) 11 

0,00001 10-6 1 ppm (mg/Kg) 16 

0,000001 10-7 100 ppb (µg/Kg) 22 

0,0000001 10-8 10 ppb (µg/Kg) 32 

0,00000001 10-9 1 ppb (µg/Kg) 45 

Nota: Tabla extraída del programa de métodos verificados por pares de la AOAC. Manual de políticas y procedimientos [65] 

  

4.1.8. Robustez del método 

La prueba t-student realizada a un grupo de muestras de los tres niveles luego de 

una hora, que es el tiempo estipulado para las lecturas de las muestras determinó 
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que, SI existen diferencias significativas entre los grupos, por tanto, se concluye 

que el método es estable dentro de la hora de lectura programada, fuera de ese 

tiempo los valores asignados ya tienen validez analítica. 

No obstante, se recomienda realizar pruebas posteriores para determinar el tiempo 

de estabilidad de la solución de lectura. 

4.2. Veracidad del método analítico y validez del resultado 

La veracidad del método está sustentada con el ensayo de exactitud, donde se 

usaron las muestras determinadas previamente en un ensayo de la RELASE y cuyo 

informe se encuentra en el Anexo A, de este documento, donde se muestran los 

valores que fueron tomados como referentes para dicho ensayo, también se 

encuentra un certificado que avala la participación de CINCAE  en dicho ensayo y 

que lo califica como satisfactorio en las pruebas de fósforo en cinco muestras de 

varias concentraciones, de las cuales se escogieron tres, que se usaron como 

material de referencia, y cuyos resultados cumplieron con los criterios establecidos 

para determinar la veracidad de cada una de las muestras, que representan tres 

niveles a lo largo del rango de trabajo, con ello se cumplió el objetivo de determinar 

la veracidad del método. 

Intervalo de trabajo:  

✓ Los resultados obtenidos de veracidad, repetibilidad y de precisión 

intermedia indican que el método de análisis de fósforo en suelos con extractante 

Olsen Modificado y determinado colorimétricamente trabaja de forma adecuada en 

el intervalo de trabajo de entre 3,0 a 100,0 mg/kg de fósforo en suelos. 

✓ Se evaluó el intervalo de trabajo con los parámetros de veracidad, 

repetibilidad y precisión intermedia de los niveles bajo, medio y alto de fósforo en 

suelos cañeros de los ingenios San Carlos, Valdez y Agroazucar, haciendo uso una 

curva de calibración de entre 0,3 a 10,0 mg/l que con los factores de pesaje y 

dilución comprende a valores de 3,0 a 100,0 mg/kg de fósforo en el suelo. Los 

porcentajes de recuperación obtenidos fueron de 92,75; 106,45 y 91,8% para 

materiales de referencia producto de una intercomparación en la RELASE, estos 

porcentajes de recuperación se encuentran dentro de los límites de entre 80 a 110% 

para las concentraciones del orden de la ppm colocados como objetivos de 

validación. 
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✓ La repetibilidad se evaluó con un analista en tres niveles de concentración 

de fósforo en suelos 6,57; 37,58 y 70,72 mg/kg de suelo y que se consideraron 

como niveles bajo, medio y alto respectivamente, los resultados se evaluaron como 

coeficiente de variación de 3,99; 1,25 y 1,70 % que se encuentran dentro del 5% 

determinado como máximo en los objetivos de validación. 

✓ La reproducibilidad se evaluó con tres analistas en tres niveles de 

concentración de fósforo en suelos, los mismos de repetibilidad y se evaluó el 

coeficiente de variación entre días y analistas para cada nivel, con una 

concentración promedio de 6,52; 37,86; 71,90 mg/Kg de suelo obteniéndose los 

coeficientes de variación de 3,89; 1,49 y 2,19% que de acuerdo a la concentración 

del analito el valor máximo es de 16, 11 y 8% respectivamente, lo cual indica que 

existe reproducibilidad del método en los tres niveles; además, se realizó una 

prueba de F en la cual se determinaron la F-crítica de 2,55; 2,78 y 2,58 para los 

niveles bajo, medio y alto comparada con la f tabulada de 3,68 no existen 

diferencias significativas entre los resultados obtenidos en los tres niveles de 

concentración de suelo para el fósforo 

4.3. Cálculo de la incertidumbre de medida. 

Al obtener un valor referencial para cada nivel de trabajo, se determinó la 

incertidumbre de medida, tomando en consideración todas las fuentes de interés 

que pudieron aportar a la incertidumbre, como las soluciones patrón cuyos 

respectivos certificados se encuentran en el anexo B, los certificados de análisis de 

reactivos en el anexo C y los certificados de calibración de materiales y equipos en 

el anexo E, además de los resultados obtenidos en la validación como el sesgo, 

correlación lineal, repetibilidad y reproducibilidad, todos estos factores influyentes 

en la determinación de la incertidumbre de medida, y cuyos cálculos y resultados, 

se encuentran en el apéndice J del presente documento, estableciéndose las 

siguientes incertidumbres para cada una de las muestras:  

 

Nivel Bajo    6,57± 0,40 mg/Kg 

Nivel Medio   37,58 ± 0,644 mg/Kg 

Nivel Alto   70,72 ± 1,768 mg/Kg 
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CAPÍTULO 5 

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

✓ Se desarrolló la metodología para la validación del método analítico de P por 

espectroscopía ultravioleta visible con extractante Olsen Modificado, verificando 

el cumplimiento de cada parámetro, conforme en lo establecido en el plan de 

validación. 

✓ Se evidenció en el estudio de selectividad que existe una interferencia del 

arsénico en el análisis de fósforo, con el método de azul de molibdeno, en la 

concentración de 0,2 mg/l As, que numéricamente es menor al límite de 

detección; sin embargo, se recomienda realizar un estudio más amplio del tema 

en el que se puede incluir la cuantificación del arsénico en las muestras de 

suelo, utilizando una metodología de mayor selectividad, como la de horno 

grafito. También se puede precipitar el arsénico en las muestras a analizar 

previo a la cuantificación, para determinar en ambos casos si existen desvíos 

significativos al usar la técnica original o con las variaciones propuestas. Por 

otro lado, realizar un barrido que permita determinar una longitud de onda que 

minimice o elimine el efecto del As por este método. 

✓ Se comprobó la veracidad del método, a través de los MRI proporcionados por 

la RELASE con valores asignados en la intercomparación del año 2022, 

obteniéndose el porcentaje de recuperación para los niveles bajo, medio y alto 

de 92,7%; 106,4% y 91,8% respectivamente, establecidos en el plan de 

validación y que están conforme de acuerdo a Guidelines for Standard Method 

Performance Requirements, 2016 AOAC International. 

✓ Luego de realizar y cumplir con el plan de validación para el estudio del blanco, 

LC, LD, linealidad de la curva, veracidad, repetibilidad y reproducibilidad del 

método, se determinó un rango de trabajo aplicable de 3 a 100 mg/Kg P para 

muestras de suelos extraídas con Olsen modificado y cuantificadas por 

espectrofotometría ultravioleta visible a 680 nm. 
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✓ Se determinó la incertidumbre del método, asignando valores a los resultados 

de tres muestras de suelos, las cuales servirán de control en el trabajo rutinario 

del laboratorio químico del CINCAE. 
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7. Apéndices y anexos 

Apéndice A: Selectividad / Especificidad 

 

 
 
 
 
 

Fig. 7.6. Resultados del parámetro selectividad/especificidad. Interferente hierro 

Pat: Patrones 

P-intf: Solución fortificada de 4mg/l P 

Interf: Solución fortificada de 10 mg/l de Fe 
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Fig. 7.7. Resultados del parámetro selectividad/especificidad. Interferente Arsénico. 

P-intf: Solución fortificada de 4mg/l P 

Interf: Solución fortificada de 0,4 mg/l de As 
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Fig. 7.8. Registro de datos primarios para el parámetro de selectividad/especificidad. 
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Apéndice B: Estudio del Blanco 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 7.9. Resultados del Estudio del Blanco  

Nb: nivel bajo fortificado con 0,05 mg/l P 

Nm: nivel medio, fortificado con 0,10 mg/l P 
Na: nivel alto, fortificado con 0,15 mg/l P 
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Fig. 7.10. Registro de datos primarios para el parámetro de estudio del blanco. 
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Apéndice C: Límites de detección y de cuantificación 

 
 

Fig. 7.11. Resultados de LD y LC 

Bf: Blanco de reactivo fortificado con 0,2 mg/l P 
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Fig. 7.12. Registro de datos primarios para el parámetro de LD y LC. 
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Apéndice D: Linealidad 

 Fig. 7.13. Determinación de linealidad. Curva 1 
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Fig. 7.14. Linealidad. Curva 1. Análisis estadístico Excel y RStudio versión R.4.3.2 
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CURVA 2 

 Fig. 7.15. Determinación de linealidad. Curva 2. 
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Fig. 7.16. Linealidad. Curva 2. Análisis estadístico Excel y RStudio versión R.4.3.2 
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CURVA 3 

 

 

 

Fig. 7.17. Determinación de linealidad. Curva 3. 
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Fig. 7.18. Linealidad. Curva 3. Análisis estadístico Excel y RStudio versión R.4.3.2 
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Fig. 7.19. Registro de datos primarios para el parámetro de Linealidad. 
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Apéndice F: Veracidad 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 7.20. Determinación de Exactitud en muestras de una intercomparación con RELASE 

Nb: 17,13 

Nm: 40,59 
Na:62,46 

*A los valores presentados se debe considerar el factor de dilución de 10, correspondiente a la extracción suelo-Olsen Modificado 2,5:25  
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 Fig. 7.21. Registro de datos primarios para Exactitud. 
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Apéndice G: Repetibilidad 

Fig. 7.22. Resultados de ensayo de Repetibilidad y Reproducibilidad en tres niveles. Día 1. Analista 1 

*A los valores presentados se les debe considerar el factor de dilución de 10, correspondiente a la extracción suelo-

Olsen Modificado 2,5:25  
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 Fig. 7.23. Registro de datos primarios para el Repetibilidad. 
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Apéndice H: Precisión intermedia: Reproducibilidad 
 
Reproducibilidad día2 

 
 

Fig. 7.24. Resultados del ensayo de Reproducibilidad en tres niveles. Día 2. Analista 2  

*A los valores presentados se les debe considerar el factor de dilución de 10, correspondiente a la extracción 

suelo-Olsen Modificado 2,5:25  
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Reproducibilidad día3 

 

 
 
Fig. 7.25. Resultados del ensayo de Reproducibilidad en tres niveles. Día 3. Analista 3  

*A los valores presentados se les debe considerar el factor de dilución de 10, correspondiente a la extracción 

suelo-Olsen Modificado 2,5:25  
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Fig. 7.26. Registro de datos primarios para el parámetro de Reproducibilidad. 
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Fig. 7.26. CONTINUACIÓN…Registro de datos primarios para el parámetro de Reproducibilidad. 
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Apéndice I: ANOVA 

Nivel bajo 

 
 

Fig. 7.27. Parámetro de Reproducibilidad, nivel bajo. Análisis de la varianza en Excel 
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Fig. 7.28. Parámetro de Reproducibilidad nivel bajo. Análisis de la varianza en RStudio 
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Nivel medio 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 7.29. Parámetro de Reproducibilidad, nivel medio. Análisis de la varianza en Excel 
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Nivel alto 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 7.31. Parámetro de Reproducibilidad, nivel alto. Análisis de la varianza en Excel 
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Fig. 7.32. Parámetro de Reproducibilidad nivel alto. Análisis de la varianza en RStudio 
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Apéndice J: Estimación de la incertidumbre de la medición 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Fig. 7.33. Determinación de la incertidumbre: Diagrama de Ishikawa 

 
 
 
 

EQUIPOS MATERIALES

calibración Estufa calibración Matraces erlenmeyer de 50 mL

resolución BALANZA tolerancia Micropipeta de 1 mL

deriva Molino calibración Matraz de 100 ml

tolerancia Micropipeta de 5 mL

ESPECTROFOTÓMETRO UV-VIS cronómetro calibración Matraz de 1000 ml

tolerancia Dispensador 1 de 25 mL

calibración calibración

resolución Agitador tolerancia Dispensador 2 de 4 mL

CONTENIDO DE FÓSFORO EN SUELOS mg/l P

reprod de la muestra de referencia tiempo de reacción temperatura ambiente

incertidumbre Preparación de la muestra

PRECISIÓN 

sesgo Curva de calibración

pureza

EXACTITUD PATRONES incertidumbre

Dilución MRC

MANO DE OBRA MÉTODO MEDIO
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Fig. 7.36. Determinación de la incertidumbre en el niveles bajo, medio y alto 

 
 
 



86 
 

Apéndice K: Robustez 

 
 
 
 

Fig. 7.35. Resultados para el parámetro de Robustez 
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Fig. 7.36. Prueba de significancia para el parámetro de Robustez 
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Apéndice L: Declaración de Validación del Método. 
 
 
 

DECLARACIÓN DE APTITUD DE MÉTODO VALIDADO 

Luego de realizado todo el proceso de validación del método colorimétrico para 

la determinación de fósforo disponible en matriz suelos, con extractante 

Olsen Modificado, en el laboratorio químico del CINCAE, basado en la 

metodología de la RELASE, se concluye que se han logrado y cumplido con los 

objetivos de validación previamente establecidos. Este método es APTO para la 

determinación del contenido de fósforo asimilable en matriz de suelo por el método 

espectrofotométrico, en un rango de trabajo es de 3 - 100 mg/l, correspondientes a 

3 – 10 mg/Kg en el suelo, con las siguientes incertidumbres: 

Nivel Bajo     6,57±  0,40 mg/Kg 

Nivel Medio   37,58 ± 0,644 mg/Kg 

Nivel Alto   70,72 ± 1,768 mg/Kg 

 
 
 
 
 
Dr. Bolívar Aucatoma                                                            Karina Fajardo Vera 
 
Jefe del Laboratorio                                                                     Analista  
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Anexo A: Informe de Intercomparación de RELASE (extracto) 
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Promedios y desviación estándar 
 

Cód Procedencia 
Ẋ % DS 

Z-SCORE 
P mg/Kg P mg/Kg 

M1 El Oro 40,59 2,80 S 

M2 Cerecita 40,75 3,84 S 

M3 Manabí 47,50 4,14 S 

M4 San Lorenzo 62,46 7,33 S 

M5 La Troncal 17,13 1,83 S 

M6 Quinindé 13,90 5,39 NS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PATRÓN DE FÓSFORO 
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Anexo B: Certificado de análisis de estándar de fósforo 
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Anexo C: Certificado de análisis de reactivos para determinación de P 
 
BICARBONATO DE SODIO. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ÁCIDO ETILEN DIAMINOTETRACÉTICO 
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EDTA (ácido etilen diaminotetracético) 
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HIDRÓXIDO DE SODIO 
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MOLIBDATO DE AMONIO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



99 
 

ÁCIDO SULFÚRICO 
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Anexo D: Informe técnico de espectrofotómetro ultravioleta visible 
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Anexo E: Certificados de calibración y/o caracterización 
BALANZA ANALÍTICA 
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MULTIPARÁMETRO 
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AGITADOR RECÍPROCO 
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DOCUMENTOS DE RESPALDO AL CERTIFICADO DE CALIBRACIÓN No: 
CGC-6386-019-23 
TACÓMETRO 
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TERMOHIGRÓMETRO 
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DISPENSADOR (OLSEN MODIFICADO) 
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DISPENSADOR (AGUA) 
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PIPETA AUTOMATICA 100 - 1000 µl 
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PIPETA AUTOMÁTICA DE 1 – 10 ml 
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MATRACES VOLUMÉTRICOS 50 ml 
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Identificación: E-37017 
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Identificación: E-37018 
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Identificación: E-37019 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



125 
 

Identificación: E-37020 
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Identificación: E-37021 
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Identificación: E-37022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



128 
 

Identificación: E-37023 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


		2024-01-30T10:42:35-0500


		2024-01-30T10:44:16-0500


		2024-01-30T10:57:02-0500


		2024-01-30T10:59:05-0500


		2024-01-30T21:51:57-0500


		2024-02-02T14:18:21-0500




