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RESUMEN

La metodologia de esta investigacion se basa principalmente en el uso de métodos
estandarizados publicados en el Standard Methods 2012, para la validacién se utilizé la Guia

Eurachem, como referencia.

Se emple6 un método colorimétrico para realizar las pruebas de DQO vy nitritos, donde se
usé un espectrofotometro DR-800 de la marca HACH, asi mismo para dureza total y Cloruros se
recurrio a métodos volumétricos en los que el cambio de color en la muestra mostraba la
culminacién de la titulacién, para sélidos totales se aplicé un método gravimétrico en el cual se
evapora el agua presente en la muestra y por diferencia de peso se obtiene la cantidad de s6lidos
en la muestra, y para DQO se dispuso un método respirométrico, usando un equipo OxiTop de
la marca VELP.

El proceso de validacién como el desarrollo de los procedimiento analiticos, se realizaron

con el fin de cumplir con los requisitos técnicos sefialados en la Norma ISO/IEC: 17025 para la

acreditacion de los Laboratorios UTPL

xi
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ABSTRACT

The methodology of this research is mainly based on the use of standardized methods

published in Standard Methods 2012, was used to validate the Eurachem Guide as reference.

A colorimetric method was used for testing COD and nitrites, which used a
spectrophotometer DR-800 Hach, likewise for total hardness and chloride was resorted
volumetric methods to in which color change in the sample showed the completion of the
degree, for total solids was applied a gravimetric method in which water evaporates in the
sample and by difference in weights is obtained the amount of solids in the sample, and to BOD

were available a respirometric method, using OxiTop team VELP brand.
The validation process as the development of the analytical procedure, were performed

in order to comply with the technical requirements specified in ISO / IEC: 17025 for the
Accreditation of Laboratories UTPL.

xii
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En los laboratorios UTPL pertenecientes a la seccion departamental de Ingenieria
Ambiental de la Universidad Técnica Particular de Loja, se realiza convenios internos o
externos para determinar la calidad, de aguas de consumo humano, aguas naturales y aguas
residuales, para lo cual se ha implementado un sistema de calidad, que permita garantizar los
resultados.

El proceso de acreditacion de laboratorio conlleva la validacion de métodos; de ahi
surge la necesidad de validar las metodologias de: DBOs, DQO, nitritos, solidos totales,

cloruros y dureza total, para incrementar los parametros en el alcance.

Los métodos de anélisis incluidos en el presente documento estan publicados en el
Standard Methods, por lo tanto son métodos oficiales. Sin embargo, ello no garantiza que el
funcionamiento sea satisfactorio en el laboratorio, por lo que siempre que un laboratorio aplica
un método, debe validarlo bajo sus condiciones ya que cualquier cambio introducido puede
afectar su desempefio. Para realizar la presente investigacion se utiliza sustancias de referencia

certificados.

El objetivo principal de la investigacion es validar los métodos antes mencionados para
lo cual es menester fijar los pardmetros de la validacion: limite de deteccion, limite de
cuantificacion, linealidad, rango de trabajo, veracidad, precisién, sensibilidad, graficos de
control, incertidumbre; para ello cuenta con equipos calibrados, material calibrado y sustancias

de referencia certificados que garantizan los resultados.
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JUSTIFICACION

En vista de que todos los parametros que definen la calidad, no estan acreditados, surge
la necesidad de desarrollar esta investigacion.

La validacién de métodos analiticos se enmarca en las buenas practicas de laboratorio
que buscan garantizar los resultados mediante un control exhaustivo de los procedimientos,

equipos, métodos, registros, control e instalaciones.

En la validacion se asegura la calidad y validez de los resultados obtenidos en los
ensayos, teniendo en cuenta la matriz con la que se trabaja, el equipo y el aseguramiento de la

calidad que se utiliza.

Segun las necesidades del laboratorio los métodos a validarse son: DBO (Demanda
Bioguimica de Oxigeno), DQO (Demanda Quimica de Oxigeno), nitritos, sélidos totales, dureza
total y cloruros, para la validacion de estos ensayos se utilizard métodos estandarizados
publicados en el Standard Methods edicion 22 de 2012.

Para la validacién de estos métodos hay que adaptarlos a las condiciones, equipos y
personal de los laboratorios UTPL perteneciente a la Seccion Departamental de Ingenieria

Ambiental.

FIN DEL PROYECTO

Validacién de métodos fisico-quimicos para DBO, DQO, Solidos Totales, Nitritos,
Cloruros y Dureza Total, en los laboratorios UTPL de la seccién Departamental de Ingenieria

Ambiental en las matrices de agua potable, agua natural y agua residual.

PROPOSITO DEL PROYECTO

Garantizar los resultados obtenidos para los ensayos de DBO, DQO, solidos totales,

nitritos, cloruros y dureza total en las matrices antes mencionadas.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Validar los métodos para determinar los pardmetros fisico-quimicos de DBO, DQO,
Nitritos, So6lidos Totales, Dureza Total y Cloruros en aguas naturales, agua potable y

agua residual con el fin de garantizar los resultados obtenidos por el laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

) Fijar los parametros de la validacion: linealidad, limite de deteccién, limite de
cuantificacion, rango de trabajo, veracidad, precision, sensibilidad, graficos de

control, e incertidumbre.

. Realizar la validacion para cada método propuesto en las matrices objeto de

ensayo.
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ANTECEDENTES

1. Algunos laboratorios de andlisis de aguas de diferentes universidades y paises, realizan
validaciones con el fin de adecuar los métodos a las condiciones de sus laboratorios.
Para la validacion de DBO se utilizd el Equipo OxiTop fabricado por VELP
SCIENTIFICA utilizando el método respirométrico, previamente en la “Universidad
Tecnologica de Pereira” se realizd una validacion de DBOs por el mismo método y
comprandolo por el método WinKler, pero notifica que no se hallaron valores
reproducibles, luego con la informacidn de Standard Methods realizaron varios ensayos sin
conseguir datos reproducibles.
Finalmente al recolectar toda la informacion obtenida durante el proceso y hacer una
revision documental méas detallada se pudieron establecer las condiciones Optimas de
analisis.[1]

2. En la Universidad Tecnol6gica de Pereira se valido DQO con referencia al Standard
Methods mediante un método calorimétrico, obteniendo dos rangos de trabajo el primero
de 0 a 300 mg/l y el segundo de 300 a 1600 mg/l, de tal manera que obtienen en los dos
casos anteriores coeficientes de correlacion mayores a 0.995, que indica linealidad del
parametro en el rango propuesto[1]. Para realizar esta validacion en este parametro se
utilizé el espectrofotémetro DR-800 HACH.

3. En cuanto a solidos totales hay un estudio realizado en el que utilizan un horno de
microondas.[2] ElI método de microondas es el mismo que del Standard Methods, sélo que
se remplaza la estufa por el horno microondas y menor tiempo de secado.[3] Dando como
resultado que al utilizar un horno microondas y compararlo con el de una estufa los datos
obtenidos son similares segun la prueba de hipdtesis en el andlisis de varianza. Ademas es

un proceso que economiza tiempo y costos.[2]

4. En nitritos se realiz6 una validacion en la UTPL, en este caso utilizaron un
espectrofotometro THERMO — SPECTRONIC, modelo HELIOS BETA , obteniendo un
rango de trabajo de 0,06 a 1,7 mg/l.[4]

5. En lo concerniente a dureza total la validacion utiliza un método volumétrico y la
metodologia del Standard Methods.[3]
Hasta el momento en cloruros no se ha encontrado validaciones pero se utilizara el
procedimiento del Standard Methods. [3]
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6. Si bien el laboratorio estd acreditado, los pardmetros objeto de estudios no estan en el
alcance, y para la validacion se utilizara los métodos publicados en Standard Methods for

the Examination of Water and Wastewater.
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1.1. Validacion de Métodos Analiticos

1.1.1.

1.1.2.

1.1.8.

1.14.

1.15.

Validacion: Confirmacién que se da por la recopilacion de andlisis de la evidencia
objetiva que se cumplen los requisitos particulares para el uso especifico
propuesto.[5, 6]:

Validacién de un procedimiento analitico: Procedimiento para establecer por
medio de estudios laboratoriales una base de datos que demuestren cientificamente
gue un método analitico tiene las caracteristicas de desempefio que son adecuadas
para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas[6].
Implica la demostracion de la determinacion de las fuentes de variabilidad y del
error sistematico y al azar de un procedimiento, no s6lo dentro de la calibracién

sino en el analisis de muestras reales.[7]

Limite de deteccion: Cantidad méas pequefia de analito en una muestra que puede
ser detectada por una Unica medicion, con un nivel de confianza determinado, pero
no necesariamente cuantificada con un valor exacto. Es cominmente expresado

como concentracion del analito.[7]

Limite de cuantificacion: Cantidad mas pequefia del analito en una muestra que
puede ser cuantitativamente determinada con exactitud aceptable. Es un parametro

del analisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos en las matrices.[7, 8]

Rango de trabajo: Para cualquier método cuantitativo es necesario determinar el
intervalo de concentraciones del analito o los valores de la propiedad relacionada,
sobre los cuales el método puede aplicarse. En el extremo inferior del intervalo de
concentracion, el factor limitante para cualquier caso, es el valor del limite de
cuantificacion.[7] Para los casos donde los resultados estdn en funcién de
absorbancia y concentracion, se interpreta la linealidad como la capacidad del
método para obtener resultados de los analisis proporcionales a la concentracion
del analito. El rango de trabajo es, entonces, el rango de concentraciones en el cual
el método da resultados proporcionales a la concentracion. El extremo superior de
este rango de concentracion, es el valor hasta donde llega la respuesta lineal de la
ecuacién de regresion. Si los resultados estan dados s6lo en valores de
concentracién, no se genera linealidad, puesto que los resultados estan en funcion
de una sola variable. Por consiguiente, el extremo superior del rango de trabajo

sera el valor del estandar de mayor concentracion del analito. [9]
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1.1.6.

1.1.7.

1.1.8.

1.1.9.

1.1.10.

1.1.11.

1.1.12.

1.1.13.

Linealidad: Habilidad del procedimiento analitico de obtener resultados de prueba
que sean directamente proporcionales a la concentracién de analito en la

muestra.[7]

Exactitud: Expresa la cercania entre el valor aceptado, sea como un valor
convencional verdadero (material de referencia), sea como un valor de referencia
aceptado (material de referencia certificado o estandar de una farmacopea) vy el
valor encontrado (valor promedio) obtenido al aplicar el procedimiento de analisis

un cierto nimero de veces.[7]

Método Analitico: Adaptacion especifica de una técnica analitica para un

propésito de medicién seleccionado.[7]

Plan de validacién: Documento tipo protocolo en el cual se definen las pruebas o
parametros de validacidn necesarios y el disefio experimental a desarrollar en base

a los requerimientos del método.[5]

Precision: Expresa la cercania de coincidencia entre una serie de mediciones
obtenidas de maultiples muestreos de una misma muestra homogénea bajo
condiciones establecidas. Puede considerarse a tres niveles: repetibilidad, precision
intermedia y reproducibilidad.[6]

Debe determinarse utilizando muestras originales y homogéneas. Sin embargo, si
no es posible obtener una muestra homogénea puede ser determinada usando

muestras preparadas o una disolucion de la muestra.[6, 7]

Repetibilidad: Precision obtenida bajo las mismas condiciones de operacion en un
intervalo corto de tiempo (mismo dia), por un mismo analista, en la misma muestra

homogénea y en el mismo equipo.[7]

Reproducibilidad: Expresa la precision entre laboratorios o entre analistas como
resultado de estudios interlaboratorios disefiados para estandarizar la

metodologia.[7]

Robustez: Medida de la capacidad de un procedimiento analitico de permanecer
inafectado por pequefias pero deliberadas variaciones en los pardmetros del método

y provee una indicacion de su fiabilidad en condiciones de uso normales.[5, 7]
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1.1.14.

1.1.15.

Sensibilidad: Es la capacidad para discriminar pequefias diferencias en la
concentracion del analito. Dos factores limitan la sensibilidad: la pendiente de la
curva de calibracion y la precision.[5, 8]

Incertidumbre: Es el parametro asociado al resultado, es decir caracteriza la
dispersion de los valores que razonablemente pueden ser atribuidos al mesurando.
En este sentido, es importante que para un método validado por el laboratorio, se
realice la determinacion de las diferentes fuentes o componentes de la

incertidumbre de la medicion presentes.[5]

1.2. Paradmetros indicadores de contaminacion del agua

La contaminacion del agua consiste en una modificacion, generalmente provocada por el

hombre de la calidad del agua, haciéndola impropia y peligrosa para el consumo humano,

la industria, la agricultura, y la vida natural.[10]

1.2.1.

Alteraciones Quimicas del Agua

DBO: (Demanda Bioquimica de Oxigeno) DBOs es la cantidad de oxigeno
disuelto requerido por los microrganismos para la oxidacién aerobia de la materia
organica biodegradable presente en el agua. Se mide a los cinco dias. Su valor da
idea de la calidad del agua desde el punto de vista de la materia organica presente y
permite suponer cuanto oxigeno sera necesario para la depuracién de esas aguas e
ir comprobando cual estd siendo la eficacia del tratamiento depurador en una
planta.[11]

DQO: (Demanda Quimica de Oxigeno) Es la cantidad de oxigeno que se necesita
para oxidar los materiales contenidos en el agua con un oxidante quimico
(normalmente dicromato potéasico en medio &cido). En la mayoria de los casos,
guarda una buena relacién con la DBO por lo que es de gran utilidad al no necesitar
los cinco dias de la DBO. Sin embargo la DQO no diferencia entre materia
biodegradable y el resto y no suministra informacion sobre la velocidad de

degradacion en condiciones naturales.[11]

Nitrito: Los nitritos provienen de una oxidacion incompleta del amoniaco, o de

una reduccion de los nitratos que pueden estar presentes en el agua.[12]

10
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Es un estado intermedio de la oxidacién del nitrogeno lo cual indica actividad
bacterioldgica.[3, 11]

Cloruros: Es uno de los aniones inorganicos principales en el agua natural y
residual. En el agua potable, el sabor salado producido por el cloruro, es variable y
depende de la composicion quimica del agua.[3]

Dureza Total: Es una propiedad debida a la presencia de iones metalicos
polivalentes capaces de reaccionar con el jabon y formar precipitados, los
elementos que principalmente constituyen la dureza son iones de calcio vy
magnesio. La dureza es indeseable en algunos procesos tales como: el lavado
doméstico e industrial, provocando que se consuma mas jabén, al producirse sales
insolubles. En calderas y sistemas enfriados por agua, se producen incrustaciones
en las tuberias y una pérdida en la eficiencia de la transferencia de calor, ademas da

un sabor indeseable al agua. [3, 12]

1.2.2. Alteraciones Fisicas del Agua

Sélidos Totales: Son los materiales suspendidos o disueltos en aguas limpias y
aguas residuales, Los solidos afectan negativamente la calidad del agua. Los
solidos totales es la expresion que se aplica a los residuos de material que queda en

un recipiente después de evaporacion de la muestra a 105°C.[3]

1.3. Espectrofotometria Ultravioleta-Visible

Utiliza la radiacion electromagnética (luz) de las regiones visible, ultravioleta cercana (UV)
e infrarroja cercana (NIR) de espectro electromagnético. La radiacion absorbida por las
moléculas desde la region del espectro provoca transiciones electronicas que pueden ser
cuantificadas. Se utiliza de manera general en la determinacién cuantitativa de los
componentes de soluciones de iones de metales de transicion y compuestos orgéanicos
altamente conjugados. [13]

En laboratorios de quimica y bioquimica son utilizados para determinar pequefias
cantidades de cierta sustancia, como las trazas de metales en cierto medicamento que puede

llegar a ciertas pates del cuerpo.[13]

Espectrofotometro HACH: Es un Instrumento que permite comparar la radiacion absorbida

o0 transmitida por una solucién que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una que

11
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contiene una cantidad conocida de la misma sustancia. Las sustancias pueden absorber
energia radiante. La absorcion de la radiaciones UV, visibles e IR depende de la estructura
de las moléculas, y es caracteristica para cada sustancia quimica. EL color de las sustancias
se debe a que absorben ciertas longitudes de onda de la luz blanca que incide sobre ellas.
Los componentes de un espectrofotometro son los siguientes:[14]

Fuente de luz: llumina la muestra, debe cumplir con las siguientes condiciones:
estabilidad, direccionalidad, distribucién de energia espectral continua y larga vida.

Las fuentes empleadas son: lampara de wolframio (también Ilamado tungsteno),
lampara de arco de xenon y lampara de deuterio que es utilizada en los laboratorios
atémicos.[13, 14]

Monocromador: Aisla las radiaciones de longitud de onda deseada que inciden o se
reflejan desde el conjunto, se usa para obtener luz monocromatica. Esta constituido por
las rendijas de entrada y salida, colimadores y el elemento de dispersion. El colimador
se ubica entre la rendija de entrada y salida. Es un lente que lleva el haz de luz que entra
con una determinada longitud de onda hacia un prisma el cual separa todas las
longitudes de onda de ese haz y la longitud deseada se dirige hacia otra lente que

direcciona ese haz hacia la rendija de salida.[13]

Compartimiento de Muestra: Es donde tiene lugar la interacciéon, Resonancia

Electromagnética (R.E.M) con la materia (debe producirse donde no haya absorcion ni
dispersion de las longitudes de onda). Es importante destacar, que durante este proceso,
se aplica la ley de Lambert-Beer en su maxima expresién, con base en sus leyes de

absorcion, en lo que concierne al paso de la molécula de fundamental-excitado. [14]

Detector: Mide la intensidad de la luz y amplifica la sefial. El detector es un
fotomultiplicador que produce una corriente eléctrica dependiente de la intensidad de la
luz incidente. La corriente eléctrica del fotomultiplicador es procesada por la electronica
del elemento; se produce una sefial que es una medida de la atenuacién de la luz en la

celda de muestreo. [13]

Registrador: Convierte el fendmeno fisico, en nimeros proporcionales al analito en

cuestion. [13]

Fotodetectores: En los instrumentos modernos se encuentra una serie de 16

fotodetectores para percibir la sefial en forma simultdnea en 16 longitudes de onda,

12
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cubriendo el espectro visible. Esto reduce el tiempo de medida, y minimiza las partes

moviles del equipo.[14]

=225 CHF

monocromador

Lente

Lampara

Celda |ampliﬁcadol |7| lectura
de muestra

Figural Componentes de un Espectrofotometro
Fuente: Disponible en: Partes del espectrofotometro Uv-Vis. < http://arturobola.tripod.com/spectro/xxx.htm>
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DETERMINACION DE DBO
1. Alcance

El método es aplicable a analisis en aguas de: consumo humano, aguas naturales, asi como
también a aguas residuales. Este método es apropiado para determinar la cantidad de DBO

en las matrices propuestas.

2. Descripcion del tipo de item
La muestra es agua.

3. Principio

La prueba analitica de la DBO estima la cantidad de oxigeno que se requiere para degradar
la materia organica de una muestra de agua, por medio de una poblacién microbiana
heterogénea.[1] Expresa el grado de contaminacion de un agua residual por materia

organica degradable por oxidacion biolégica.[15]

El agua residual contiene una cierta flora bacteriana, que tras un tiempo de
incubacion, actia degradando la materia organica contenida en el agua residual. Si
cierta cantidad del agua a analizar se introduce en un recipiente, y éste se cierra
herméticamente, se crea un sistema que contiene el agua a analizar, con su flora
bacteriana y aire, el cual contiene un 21% de oxigeno. En un tiempo determinado,
los microrganismos consumen todo o parte del oxigeno contenido en el sistema al
degradar la materia organica, liberando una cierta cantidad de anhidrido carbdnico
gaseoso. Suponiendo que se inhibe la nitrificacion y que se retira del sistema el CO2
gaseoso producido, la depresion que se registra en el sistema se debera
exclusivamente al descenso de la presion parcial del oxigeno, como consecuencia

del consumo de oxigeno en la oxidacién bioldgica de la materia organica.[15]

Los métodos respirométricos proporcionan una medida directa del oxigeno
consumido por los microrganismos de un entorno de aire o enriquecida con oxigeno

en un recipiente cerrado en condiciones de temperatura y agitacion constantes.[3]

4. Plan de validacion

Se tomard como base de validacion la generacion de muestras con adicion de analitos

(concentracion esperada).
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Se analiz6 4 niveles de concentracion 42, 84, 105 y 210 mg/l, logrando obtener por cada
concentracion 25 repeticiones. Se logra hacer 2 repeticiones de los 4 niveles por semana.
En la siguiente semana se preparan nuevas concentraciones ya que el estandar de DBO es
estable s6lo por un dia. En cada ensayo se prepara un blanco y una recuperacion de
cualquier nivel con el fin de comprobar el método. De esta manera se ocupaba el set
completo del OxiTop. Como este ensayo tiene un tiempo de duracién de 5 dias la validacion

se la realiz6 en 5 meses.

Cabe resaltar que se utiliz el método de la dilucién ya que en la mayoria de bibliografia
consultada es el método que proporciona mejores resultados.[15]

Contemplandose: Limite de deteccién y limite de cuantificacion, recuperacion, precision

(repetibilidad y reproducibilidad), graficos de control, incertidumbre.
5. Condiciones ambientales

Las condiciones ambientas en las que normalmente se trabaja son:
Temperatura: 17-24 °C
Humedad Relativa: 45-75 %

6. Medidas de seguridad

Utilizar implementos de seguridad como guantes, gafas, mascarilla y mandil, para la
inoculacién de microrganismos.
7. Equipos y materiales

a) OxiTop: VELP SCINETIFICA. Sistema que cuenta con equipo de agitacion de 10
plazas, botellas de DBO, varillas de agitacion, Sensores de DBO y elementos para

absorcién alcalina

e Equipo de Agitacion: 230V/50 Hz o 60 Hz o 115V/60Hz, potencia 2W, velocidad de

agitacion 60 rpm.
¢ Botellas DBO: Botella de vidrio topacio de 500ml.

¢ Sensores DBO: Sonda de presion electronica, fuente de alimentacion de 2 baterias de
litio (250mAnh) type CR2430.

e Elementos para absorcion alcalina: Para colocar pastillas de KOH para la absorcion

de dioxido de carbono.

b) Incubadora LAB-LINE: Ambi-Hi-Low. Chamber N° 3550. 120V, 4,5Amp, 60Hz
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c) Probetas: 1 probeta de 50ml, 1 probeta de 100ml y una probeta de 500ml limpias y en

perfecto estado.

d) Pipetas: Pipetas de 10ml y de 5ml calibradas, limpias y en perfecto estado.

e) Vasos de precipitacion: Limpios y en perfecto estado

f) Balones de aforo: Balones de aforo de 1000ml y balones de 2000ml, calibrados, limpios

y en perfecto estado.

8. Reactivos, patrones de referencia y material de referencia

. , Cadigo de Numero de Proveedor
Reactivo Formula . . Marca .
laboratorio catalogo sugerido

) LUTPL-MR- )
Patrén DBO NA Soboos | 1007180001 | MERCK | AUSTROQUIMICOS
Hidréxido de Potasio KOH "UT;)F(’)'Z’EOH' 1.05033.1000 | MERCK | AUSTROQUIMICOS

L. . LUTPL-NaOH- Riedel-
Hidréxido de Sodio NaOH 0018 30620 de Hagn ESPECTROCROM
Acido Sulfarico H,SO, 'QA'OPO'?)\Z(,;RM' 30743 SIGMA | ESPECTROCROM
Cloruro de Hierro LUTPL-FeCLs- <
AR FeCly-6H,0 052 1.03943.1000 | MERCK | AUSTROQUIMICOS
Cloruro de Calcio LUTPL-CaCl,- .
Sieroe CaCl,-2H,0 50 1.02382.1000 | MERCK | AUSTROQUIMICOS
Sulfato de Magnesio MgSO,- LUTPL-MgSO,4- :
Fientahicratad o o 1.05886.1000 | MERCK | AUSTROQUIMICOS
Fosfato de potasio kHopoa | BUTPL-KHPO- 19 646731000 | MERCK | AUSTROQUIMICOS
Monobasico 0027
Fosfato di-sodico Na,HPO, LUTP'(;(')';%HPO“' 1.06586.0500 | MERCK | AUSTROQUIMICOS
— LUTPL- -

Fosfato di-Potésico K,HPO, NaHPOLG057 | 1051041000 | MERCK | AUSTROQUIMICOS
Cloruro de Amonio NH,CI LUTP(')BONSH“CL' 1.01145.1000 | MERCK | AUSTROQUIMICOS
Sulfito Sédico Na,SOs LUTP'&;gg‘ZsO? 1.06657.0500 | MERCK | AUSTROQUIMICOS

NA= No Aplica

Solucidon A: Pesar 0,25g de Cloruro Férrico Hexahidratado (FeCL3z-6 H,O) en 1L de agua

destilada.

Solucidn B: Pesar 36,43g de Cloruro de Calcio Dihidratado (CaCl,-2 H,0) en 1L de agua

destilada.

Solucion C: Pesar 22,5g de Sulfato de Magnesio Heptahidratado (MgSO,-7 H,0) en 1L de

agua destilada.

Solucion D: (Tampdn) Pesar 8,59 de Fosfato Potasico Monobasico (KH,PQO,4), 17,699 de

Fosfato Di-Sddico (Na,HPO,), 21,79 de Fosfato Di-Potésico (K,HPO,), 1,7 g de Cloruro de
Amonico (NH4CI) en 1L de agua destilada

Preparacidén de agua de dilucién: Por cada litro de agua destilada se le adicionaran 1ml de

las soluciones A, B, Cy D.
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Solucién de hidréxido de sodio 1 N: Disolver 4g de NaOH en agua destilada y aforar a 100

ml.

Solucién de Acido Sulfarico 1 N: Disolver 2,8 ml de H,SO, en agua destilada y aforar a 100

ml.

9. Determinacion

a) Almacenamiento de la muestra: La muestra debe analizarse inmediatamente después de

recolectarla, o enfriandola durante su almacenamiento. Si se va iniciar el analisis en un
plazo de 2 horas a partir de la toma de muestra el enfriamiento no es necesario, pero si
no se va a iniciar en dicho plazo, consérvese la muestra 4 - 7 °C desde el momento de la
recogida de la muestra. En ningun caso se inicie el analisis después de 24 horas del
muestreo.[3]

b) Preparacién: Comprobar que el pH de la muestra esté en un intervalo de 6 a 8, si es

d)

necesario ajustar con solucién de hidréxido de sodio o con &cido sulfurico.[3]

Si la muestra va a ser diluida, preparar agua de dilucion. [3]

Seleccidn de escalas del Mandmetro: El equipo mide valores comprendidos entre 90-

250-600-1000 ppm respectivamente. Las escalas dan directamente el valor de oxigeno

consumido en mg O,/L, después de un tiempo del periodo establecido.

Colocar el volumen de muestra de acuerdo a la escala presente en los cabezales de

OxiTop mostrada en la Tabla 1.

Tabla 1 Seleccién del volumen de muestra para DBO

Escala VVolumen de Muestra
1000 mg/I 100 ml
600 mg/I 150 ml
250 mg/l 250 ml
90 mg/l 400 ml

Fuente: VELP SCIENTIFICA. Sistema D.B.O

Inicio del Ciclo de Medicién: Colocar dentro de las botellas el volumen de muestra de

acuerdo a la escala elegida, medido con una probeta. Introducir un agitador magnético
en cada botella. Llenar los depdsitos de &lcalis con KOH (absorbente de dioxido de

carbono).

Colocar las botellas en su posicion dentro del equipo. Introducir el equipo de OxiTop en

una incubadora a 20°C para la medicion de la DBO. Coloque los sensores en cada
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botella, resetee cada sensor para eliminar cualquier valor almacenado, seleccione la

escala e inicie el ciclo de medicion.
e) Incubacioén: Incubar los frascos con las muestras preparadas durante 5 dias a 20 + 1°C.

f) Determinacion de DBO: Los valores obtenidos por los sensores proporcionan

directamente la medida de DBO.

g) Figuras Explicativas:

a) Nutrientes npara DBO b) Prenaracién aaua de dilucion

Figura 2 Preparacion de nutrientes para DBO
Fuente: EI Autor

Figura 3 Preparacion estandares para DBO
Fuente: EI Autor

a) Colocacion de muestra en la botella b) Colocar el KOH en el reservorio

Figura 4 Colocacion de la muestras, reactivos y tapado de la botella para DBO
Fuente: EI Autor
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Figura 5 Botellas de DBO en la incubadora a 20°C
Fuente: El Autor

a) Seleccion Escala del sensor b) Medicién lueao de 5 dias

Figura 6 Seleccion escala y medicion DBO
Fuente: EI Autor

10. Diagrama de puntos criticos

Lavar todo el material con jabén y abundante agua, al final
homogenizar con agua destilada. El material debe estar seco
antes de empezar a trabajar.

Preparacion del
material

J

Conservacion de la
muestra

<

Preparacién y
determinacion

Los sensores de OxiTop estan programados para leer DBO en
Medicion estado continuo ademas de poseer un sistema para memorizar
datos cada 24 horas por 5 dias.

Las muestras deben analizarse sin demora. O conservar de 4 a
7 °C hasta 24 horas.
Filtrar las muestras turbias.

Homogeneidad de las muestras

Comprobar que el pH de la muestra se encuentre entre 6 y 8.
Agitacion adecuada de la muestra

Temperatura adecuada de la Incubadora 20 + 1°C
Oxigenacion del agua de dilucion
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11.

12.

13.

Eliminacion de residuos

Los residuos generados se almacenan en recipientes etiquetados, para posteriormente ser

eliminados por INCINEROX (Empresa Gestora de Residuos).
Calculos

Lectura obtenida directamente del equipo OxiTop en mg/l de O,.
Autocontrol y aseguramiento de calidad

Se realiza la recuperacién a partir de una solucién madre de 1050 mg de O,/L, afiadiendo 50
ml de la solucién madre y aforandola en un balén de 250 ml con agua muestra. Se procede
hacer la lectura como una muestra normal. También se hace la lectura del agua muestra. Se

realiza el siguiente célculo.

% Recuperacién = ( ) * 100

A= Concentracién de la muestra enriquecida con solucion madre en mg de O/I.
B= Concentracion de la muestra en mg de O5/I.

C= Concentracion del solucion preparada en mg de O./I.

Interferencias

EL DBO system es inestable al cambio de temperatura en la incubadora, debido que es un
sistema en el que se trabaja con el cambio de presion, que produce la siguiente reaccion

C0, 4+ 2KOH — K,CO5 + H,0

el CO, es producido por microorganismos que consumen la materia organica y
oxigeno disuelto presente en la muestra, al estar en agitacion el O, presente en los
frascos se disuelve en el agua y el CO, disuelto pasa al ambiente del frasco
herméticamente cerrado y reacciona con el KOH que se encuentra en los depositos
de alcalis. Esto produce un descenso de presion los cuales son leidos e interpretados
por los sensores de DBO. Cualquier cambio de temperatura externa perturba la
presion dentro del frasco y puede aumentar y disminuir la lectura, por eso se

recomienda que la temperatura se encuentre estable en 20 +1°C.[3, 16]

La determinacion ser afectada por sustancia que son tdxicas para los microrganismos, como:
Metales (cromo y cobre), haldgenos libres y bactericidas, peroxidos y reductores; sulfitos y
Fe?* [3]
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14. Criterios de aceptacion y rechazo

Para la recuperacion se utiliza sustancias de referencia, sus valores deben estar dentro de los

limites establecidos en las cartas control respectivas (Ver anexo VIII). Recuperacion

comprendida entre 94 — 106%.

15. Expresién de resultados

Los resultados se expresan con tres cifras significativas

Ejemplo: 111; 11.1; 1.11; 0,111

Unidades(mg O2/I) Decimales
0- 90 1
0 - 1000 Sin decimales

16. Incertidumbre

En el siguiente cuadro se presenta la incertidumbre del método, la cual ha sido calculado

por niveles de concentracién.

Concentracion | U expandida
(mg/l) mg/Il
13-41 2,86
42 - 83 9,282

84 -104 18,045
105 - 209 22,745
210 45,982

17. Bibliografia

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.

Respirometric Method 2012, Edition 22.
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DETERMINACION DE DQO
1. Alcance

El método es aplicable a analisis en aguas de: consumo humano, aguas naturales, asi como
también a aguas residuales. Este método es apropiado para determinar la cantidad de DQO

en las matrices propuestas.
2. Descripcion del tipo item
La muestra es agua
3. Principio

La Demanda Quimica de Oxigeno se expresa en miligramos de Oxigeno/litro, es la cantidad
de oxigeno consumido por las materias existentes en el agua, que son oxidables en
condiciones operatorias definidas. La medida corresponde a una estimacion de las materias

oxidables presentes en el agua, ya sea su origen organico o inorganico.[15]

En condiciones definidas, ciertas materias contenidas en el agua se oxidan con un exceso de
dicromato potasico, en medio acido y en presencia de sulfato de plata y de sulfato de

mercurio. El exceso de dicromato potasico se valora con sulfato de hierro y amonio.[3, 15]
4. Plan de validacion

Se tomard como base de validacion la generacion de muestras con adicion de analitos

(concentracion esperada).

Se analiz6 6 niveles de concentraciones 20, 50, 100, 200, 500 y 1000 mg/l, logrando obtener
por cada nivel 25 repeticiones. Se realiza la lectura de 2 repeticiones en cada concentracion
por dia, durante la primera semana, realizando el método 3 veces por semana, se ejecuta el

mismo procedimiento, hasta completar las 25 repeticiones por cada nivel.

Realizandose la lectura de todas las concentraciones en 3 semanas. Se hace correr un blanco

cada vez que se realiza el método.

Contemplandose: Limite de deteccion y limite de cuantificacion, linealidad, recuperacion,

precision (repetibilidad y reproducibilidad), gréficos de control, incertidumbre.
5. Condiciones ambientales

Las condiciones ambientas en las que normalmente se trabaja son:
Temperatura: 17-24 °C.
Humedad Relativa: 45-75 %.
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6. Medidas de seguridad

Tener cuidado al momento de colocar la muestra en los viales de DQO ya que al reaccionar

se calientan, utilizar los implementos de seguridad como guantes, mascarilla, gafas y

mandil.

7. Equipos y materiales

a)

b)

c)

d)

9)

Espectrofotometro: HACH, modelo DR-2800, frecuencia 50-60 Hz, voltaje 15 v, se

recomienda dejar encendido 15 minutos para su estabilizacion.

Reactor Quimico: HACH, modelo DRB-200, rango de 37 — 165 °C, frecuencia de 50/60
Hz, voltaje 100-240 V.

Balanza: Sartorious, modelo TE 214S, frecuencia de 40 -60 Hz, rango de 0-210g,
voltaje de 110V, calibrada y limpia.

Estufa: Memmert, modelo EFE 600, frecuencia de 50- 60 Hz, rango de 21,3 — 200,

voltaje 110 V, limpia y en buen estado.

Varillas indicadoras universales de pH: En perfecto estado

Pipetas: Pipetas de 2 ml, 5ml y 10 ml calibrados, limpias, secas y en buen estado.

Balones de aforo: Balones de aforo de 25, 50, 100 y 200 ml calibrados limpios y en

buen estado

8. Reactivos, patrones de referencia, material de referencia

NUmero

Reactivo Formula e T d_e de Marca Provee_dor
laboratorio . sugerido
catélogo
LUTPL-
Test de cubetas DQO NA DQO(20- 21259-25 HACH HDM
1500)mg/1-0054
. LUTPL-MR-
rEnStj"I”dar DQO 1000 NA SSDQO(1000 | 12186-29 | HACH HDM
9 mg/1)-0021
. LUTPL-MR-
rEnStj"I”dar DQO 300 NA SSDQO(300 | 2253929 | HACH HDM
g mg/1)-0020
- LUTPI-
Ftalato Acido de SIGMA-
Potasio CgHs0O4K KH(()ZSTgOr 39496LJ ALDRICH ESPECTROCROM
NA= No Aplica

Preparacion de solucion patron de Ftalato Acido de Potasio: Disolver 0,424g de Ftalato

Acido de Potasio con agua destilada en un balén de aforo de 1000ml, y aforarlo.
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9. Determinacién

a)

b)

c)

Tratamiento de la muestra: La muestra debe analizarse el mismo dia de su recoleccion;

si no es posible, almacenar la muestra en un ambiente oscuro a 4 - 7°C hasta 24 horas

maximo.

Procedimiento operativo:

Agitar y homogenizar la muestra

Pipetear 2 ml de muestra y afiadir sobre la pared interna de los tubos test. De DQO.
Cerrar firmemente los tubos de DQO

Agitar vigorosamente los tubos de DQO, tener cuidado ya que se calienta.
Introducir los tubos de DQO en el Termoreactor precalentado a 150°C, programar a
una temperatura de 150°C durante 2 horas. Pasado este tiempo sacar los tubos de
DQO, colocarlos en una gradilla para tubos de ensayo para que se enfrien hasta
temperatura ambiente.

Encender el espectrofotometro DR-2800.

Seleccionar “programas almacenados”

Seleccionar programa 435

Limpiar el exterior de los tubos de DQO, realizar la lectura en el espectrofotometro
DR-2800.

Nota: El procedimiento es tomado del manual del espectrofotometro DR-2800

Figuras explicativas:

Figura 7 Preparacion estandares para DQO
Fuente: EI Autor
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a) Adicion de Muestra (2 ml) b) Agitacion de viales

Figura 8 Adicion y agitacion de muestra
Fuente: El Autor

a) Precalentamiento Termoreactor b) Ubicar de los viales en el termoreactor ~ c¢) Tiempo de reaccion

Figura 9 Colocacion de viales para DQO en el termoreactor
Fuente: El Autor

a) Enfriamiento de viales a
temperatura ambiente

b) Lectura del blanco c) Lectura de la muestra

Figura 10 Lectura en el Espectrofotdmetro
Fuente: EIl Autor
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10. Diagrama de puntos criticos

11.

12.

13.

Preparacion del material

U

Conservacion de la
muestra

U

Preparaciény
determinacion

J

Medicion

Eliminacion de residuos

Lavar todo el material con una solucién sulfocrémica, luego
lavar con jabdn y homogenizar con agua destilada. EI material
debe estar seco antes de empezar a trabajar.

Las muestras deben analizarse sin demora. O conservar a 4 -
7°C hasta 24 horas maximo.
Filtrar las muestras turbias.

Homogeneidad de las muestras

Agitacion adecuada de la muestra

Temperatura adecuada del termoreactor

Tiempo adecuado de la permanencia de los tubos en el
Termoreactor

Tiempo adecuado de enfriamiento de los tubos de DQO para
que alcancen la temperatura ambiente.

Limpiar bien el exterior de los tubos de DQO

El espectrofotdémetro HACH DR-2800 proporciona la lectura
directa del DQO en mg O,/L

Los residuos generalmente se almacenan en recipientes etiquetados, para ser posteriormente

eliminados por INCINEROX (Empresa Gestora de Residuos).

Calculos

Lectura directa en mg/l de O,.

Autocontrol y aseguramiento de calidad

Se realiza la recuperacion a partir del estandar de 300 mg de O,/L, afiadiendo 10 ml de la

solucion madre y aforandola en un balén de 50 ml con agua muestra. Se procede hacer la

lectura como una muestra normal. También se hace la lectura del agua muestra. Se realiza el

siguiente calculo.

% Recuperacion = (

)*100

A= Concentracion de la muestra enriquecida con solucion madre en mg de O,/I.

B= Concentracion de la muestra en mg de O/I.

C= Concentracion del solucion preparada en mg de O,/I.
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Interferencias

La determinacidn no tiene interferencias por las concentraciones de las sustancias extrafias

indicadas en la siguiente tabla.

Concentracion de sustancias extrafias en mg/l o en %

Ccr

ce*

Cro,~

NO..

SO*

H20;

NaNO3

Na2804

NasPo,

2000

25

50

50

25

50

10%

10%

10%

Fuente: Standard Methods, twelfth edition, 2012

14. Criterios de aceptacion y rechazo

Para el material de referencia sus valores deben estar dentro de los limites establecidos en

las cartas control respectivas (Ver anexo VIII). Recuperacion comprendida entre 94 — 106%

15. Expresién de resultados

Los resultados se expresan con tres cifras significativas
Ejemplo: 11,1 ; 1.11; 0,111; 1,11x10°

16. Incertidumbre

17. Bibliografia

Concentracion u
(mg/l) expandida
10-19 1,531
20-49 1,689
50-99 4,306
100 — 199 7,244
200 —499 13,036
500 —-999 16,092
1000 38,693

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Método 5220 D Closed
Reflux, calorimetric Method 2012, Edition 22
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DETERMINACION DE NITRITOS
1. Alcance

El método es aplicable para analisis en aguas de: consumo humano, aguas naturales asi
como también aguas residuales. Este método es apropiado para determinar nitritos en las

matrices propuestas.

2. Descripcion del tipo item
La muestra es agua

3. Principio

El nitrito (NO;") se determina por la formacion de un colorante purpura rojizo, producido a
pH de 2 a 2,5 por acoplamiento de sulfanilamina diazotizada con diclorhidrato N- (1-naftil)-
etilendiamina (diclorhidrato de NED).[3]

4. Plan de validacion

Se tomard como base de validacion la generacion de muestras con adicion de analitos

(concentracion esperada).

Se analizara 5 niveles de concentracion 0,05 - 0,1 — 0,3 — 0,5 — 0,8 mg/l obteniendo por
cada concentracion 25 repeticiones. Se hara la lectura de 5 repeticiones por 3 niveles de
lectura cada dia en la primera semana, en la segunda semana se lee los siguientes tres

niveles de concentracion.

Contemplandose: Limite de deteccion y limite de cuantificacion, linealidad, recuperacion,

precision (repetibilidad y reproducibilidad), gréficos de control, incertidumbre.
5. Condiciones ambientales

Las condiciones ambientas en las que normalmente se trabaja son:
Temperatura: 17-24 °C
Humedad Relativa: 45-75 %

6. Medidas de seguridad
Usar los implementos de seguridad como guantes, gafas, mascarilla y mandil.
7. Equipos y materiales

a. Espectrofotometro.- HACH; modelo DR 2800, frecuencia 50-60 Hz, voltaje 15 v, se

recomienda dejar encendido 15 minutos para su estabilizacion.
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b. Balones de aforo.- Se utiliz un balén de 100ml y balones de 250 ml calibrados.

c. Pipetas.- Se utilizaron pipetas de 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25ml calibradas, limpias y en

perfecto estado.

d. Celdas de vidrio de 25 ml.- Se utilizaron celdas para el espectrofotometro HACH DR

2800 limpias y en perfecto estado.

8. Reactivos

Reactivo Férmula Cédigo d? Numero de Marca Proveedor
Laboratorio catalogo
. LUTPL-
Nitriver 3 NA Nitriver3-0041 14065-99 HACH HDM
Soluciéon Patrén . LUTPL-MR- .
de Nitrito NO, NO2-015 1.19899.0500 | Merck | AUSTROQUIMICOS
NA>No aplica

9. Determinacién

a) Tratamiento de la muestra.- Las muestras deben analizarse inmediatamente después del

muestreo; caso contrario consérvese a 4 -7°C hasta 24 horas. Filtrar las muestras turbias.

b) Preparacidn de estdndares.- Se prepara un estandar 10 ppm a partir del estandar madre

de 1000 ppm, del estandar de 10 ppm se hacen concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2, 0.3,
0.5, 0.8 mg de NO, /L, tomando alicuotas de 1.25, 2.5, 5, 7.5, 12,5 y 20 ml del
estandar de 10 ppm, a cada uno se lo afora hasta un volumen de 250 ml.

¢) Verificacion del espectrofotémetro.- La verificacion del espectrofotometro se realiza

mediante filtros que tienen establecidos valores de absorbancia.

T
’l
|

camBRioGE

&
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# i | i
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P |

Fuente: EIl Autor

d) Procedimiento

Figura 11 Filtros para verificacion del Espectrofotometro

o Encender el espectrofotometro DR-2800

e Seleccionar “programas almacenados”

e Seleccionar programa 371

30

1

i

i {




UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA TITULACION DE INGENIERO QUIMICO

e Fijar celda de 25ml de agua muestra

e Adicionar el contenido de una almohadilla de NITRIVER 3 a la celda y agitar

e Presionar el icono del reloj en la pantalla del espectrofotometro y seleccionar 20
minutos (tiempo de reaccion)

o Fijar una segunda celda agua muestra (blanco)

e Colocar el blanco en la cavidad de medida

e Pess: Cero

e Colocar la muestra

e Press: Medicion
e Colocar un patron y leer.

e Lavar las celdas con solucién sulfocrémica y jabén, enjaguar con abundante agua
destilada. Homogenizar las celdas con agua muestra dos veces y limpiar las

superficies externas con papel (libre de pelusas) y llenar la celda con muestra.

e) Figuras explicativas

Figura 12 Preparacion de estandares para nitritos
Fuente: El Autor

b) Adicion de Nitriver 3 a la muestra

a) Colocacion de la muestra en la celda

Figura 13 Adicion de muestra y reactivos para nitritos
Fuente: EI Autor
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b) Final tiempo de reaccion

Figura 14 Reaccion colorimétrica de nitritos

Fuente: El Autor

lanco b)

a) Medicién b

Medicién muestra

Figura 15 Medicion nitritos en espectrofotometro

Fuente: EI Autor

10. Diagrama de puntos criticos

Preparacion del
material

J

Conservacion de la
muestra

<

Preparacion y
determinacion

iy

Medicion

Lavar todo el material con una solucién sulfocrémica, luego
lavar con jabon y homogenizar con agua destilada. EI material
debe estar seco antes de empezar a trabajar.

Las muestras deben analizarse sin demora o conservar a 4 -
7°C hasta 24 horas maximo.
Filtrar las muestras turbias.

Homogeneidad de las muestras
Agitacion adecuada de la muestra
Preparacion adecuada de los estandares
Tiempo adecuado de reaccidn.

Filtrar si es necesario.

El espectrofotometro HACH DR-2800 proporciona la lectura
directa del nitrito en mg O,/L
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11.

12.

13.

14.

15.

Eliminacion de residuos

Los residuos generados se almacenan en recipientes etiquetados, para ser posteriormente
eliminados por INCINEROX (Empresa Gestora de Residuos).

Calculos
Lectura directa de NO, en mg/I
Autocontrol y aseguramiento de calidad

Se realiza la recuperacion a partir del estandar de 1000 mg de NO,/l, preparando
primeramente una solucion madre de 10 ppm, a partir de esta se realiza la recuperacion. Se
afiade 5 ml de la solucion madre y se afora en un bal6n de 100 ml con agua muestra. Se
procede hacer la lectura como una muestra normal. También se hace la lectura del agua

muestra. Se realiza el siguiente célculo.

% Recuperacion = ( ) * 100

A= Concentracion de la muestra enriquecida con solucién madre en mg de NO,7/I.
B= Concentracién de la muestra en mg de NO,/I.

C= Concentracion del solucion preparada en mg NO,7/I.
Interferencias

Es importante que no haya presencia de iones:
sb*, Au®, Bi**, Fe*, Pb*, Hg*", Ag"
El ion clprico puede catalizar la descomposicion de la sal de diazonio y por lo tanto

producir resultados bajos.[3]
Criterios de aceptacion y rechazo

Para el material de referencia sus valores deben estar dentro de los limites en las cartas

control respectivas (Ver anexo VIII). Recuperacion comprendida entre 94 y 106 %
Expresion de resultados
Los resultados se expresan con tres cifras significativas:

Ejemplo: 11.1; 1.11; 0.111; 1.11x107®
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16. Incertidumbre

17. Bibliografia

Concentracion U expandida
mg/I
0,02 -0,049 0,0035
0,05-0,099 0,0051
0,1-0,299 0,0083
0,3-0,499 0,0131
05-0,8 0,0179

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Método 4500-NO,-B

2012, Edition 22.
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DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES
1. Alcance

El método es aplicable para analisis en aguas de: consumo humano, aguas naturales asi
como también aguas residuales. Este método es apropiado para determinar nitritos en las

matrices propuestas.

2. Descripcion de tipo de item
La muestra es agua.

3. Principio

Se evapora una muestra correctamente mezclada, en una cépsula pesada y secada a peso
constante en un horno a 103 — 105°C el aumento de peso sobre la capsula vacia representa
los sélidos totales. Es posible que en muestras de aguas residuales los resultados de sélidos

totales representen las suma de los solidos disueltos y suspendidos.[2, 3]
4. Plan de validacion

Se toma como base la adicion de analito por medio de una balanza, en la que se pesé 1g de
NaCl estandar primario y se lo diluy6 a 1 litro de agua destilada con la que se consiguié una
concentracién de 1000 mg/l de sélidos totales, por otro lado, también se hizo otra

concentracién de 5000 mg/I la cual seria el limite maximo en la validacion.

Para hacer las diferentes concentraciones, se partié de la solucién de 1000 mg/I, se hicieron
concentraciones de 50, 100, 500, 1000 mg/l por cada concentracion se realizaron 25
ensayos, cada dia se realizaba 5 repeticiones de 3 niveles haciéndose 50 repeticiones por

semana. Ejecutandose todos los niveles con sus respetivas repeticiones en un mes

Contemplandose: Limite de deteccion, limite de cuantificacion, exactitud, precision

(repetibilidad y reproducibilidad), graficos de control, incertidumbre.
5. Condiciones ambientales

Las condiciones ambientas en las que normalmente se trabaja son:
Temperatura: 17-24 °C
Humedad Relativa: 45-75 %

6. Medidas de seguridad

Utilizar implementos de seguridad: guantes, mascarilla, gafas y mandil.
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7. Equipos y materiales

a)

b)

d)

9)

Cépsulas de evaporacion: Capsulas de 100 ml de capacidad, fabricadas con porcelana

de 90 mm de diametro.

Estufa: Memmert, modelo EFE 600, frecuencia de 50- 60 Hz, rango de 21,3 — 200,
voltaje 110 V, limpia y en buen estado.

Desecador: Provisto de un desecante que contiene silica gel con indicador colorimétrico

de concentracién de humedad, que puede ser reutilizable luego de secarlo.

Balanza Analitica: Sartorious, modelo TE 214S, frecuencia de 40 -60 Hz, rango de 0-

210g, voltaje de 110V, calibrada y limpia.
Balones: Balén de 1000ml calibrado, limpio y en buen estado

Vaso de Precipitacién: Vasos de precipitacion limpios y en buen estado.

Probeta: Probeta plastica de 100ml, limpia y en buen estado

8. Reactivos, patrones de referencia y material de referencia

Reactivo Formula e d_e Numfz [0 3k Marca Proveedor sugerido
laboratorio catédlogo
Cloruro de
Sodio estandar NaCl LUTEIO_?-)QIaCI— 1.06404.1000 Merck | AUSTROQUIMICOS
primario

9. Determinacion

a) Preparacién de la capsula de evaporacion: Si se va a medir sélidos volatiles, incinérese

una capsula de evaporacion limpia a 550 £ 50°C en una mufla durante una hora. Si
solamente se va a medir los solidos totales, caliéntese la capsula a 103 — 105°C en un
estufa durante una hora. Consérvese la cdpsula en el desecador hasta que se necesite.

Pesar inmediatamente.

b) Anélisis de la muestra: Elijase un volumen de muestra que proporcione un residuo entre

2.5y 200 mg/I. Transfiérase un volumen medido de muestra bien mezclada a la capsula
pesada previamente y evaporese hasta que se seque en un bafio de vapor o un horno de
secado. En caso contrario afiadanse a la misma cépsula después de la evaporacion,
nuevas porciones de muestra. Si la evaporacion se lleva a cabo en un horno de secado,
reducir la temperatura hasta 2°C aproximadamente debajo del punto de ebullicién, a fin
de evitar salpicaduras. Secar la muestra evaporada al menos durante una hora en un
horno a 103 — 105°C, enfriar la c&psula en desecador para equilibrar la temperatura y

pesar. Repitase el ciclo de secado, enfriado, desecacion y pesado hasta obtener un peso
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constante, o hasta que la pérdida de peso sea menor del 4 por 100 del peso previo o
menor de 0.5 mg (escoger la menor de ambas).

c) Figuras explicativas

SENACYT
c) Pesado de cépsulas

a) Secado de capsulas b) Desecado de capsulas

Figura 16 Preparacién capsulas
Fuente: El Autor

Figura 17 Preparacion estandares para solidos totales
Fuente: EIl Autor

Figura 18 Colocacion muestra en capsula
Fuente: El Autor
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i SENACYT

b) Desecado de la muestra en la ¢) Pesado de la muestra mds
cdpsula. cdpsula.

a) Secado de muestra en la cipsula

Figura 19 Analisis de la muestra
Fuente: El Autor

10. Diagrama de puntos criticos

Lavar todo el material con una solucion sulfocrémica, luego

Preparacion del s . . :
lavar con jabdn y homogenizar con agua destilada. EI material

material -
debe estar seco antes de empezar a trabajar.
Conservacion de la Las muestras deben analizarse sin demora o conservar a 4 -7°C
muestra hasta 24 horas maximo.

<

Homogeneidad de las muestras.

Agitacion adecuada de la muestra.

Secado de las c&psulas para tomar su peso.

Tomar correctamente el peso de la capsula vacia.

Secar la cdpsula + muestra hasta que se evapore toda el agua.
Tomar nuevamente el peso de capsula.

Enfriar hasta temperatura ambiente.

Preparacién y
determinacion

J

Medicién

Diferencia de peso entre la capsula vacia y la capsula después
de evaporar la muestra.

Hacer calculos para obtener la concentracion de sélidos en la
muestra.

11. Eliminacién de residuos

No Aplica
12. Calculos
N (A—B) * 1000
mg de sélidos totales /1 = vol. de muestra, ml
Dénde:

A= peso de residuo seco + capsula, mg, y

B= peso de la capsula vacia, mg.
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13.

14.

15.

16.

Autocontrol y aseguramiento de calidad,

Se realiza una recuperacion a partir de un estandar de NaCl, se adiciona a una muestra una

cierta cantidad de masa de NaCl y se procede como una muestra normal.

A—-B

% Recuperacion = ( ) * 100

A= Concentracion de la muestra mas la masa adicionada de NaCl en mg/I
B= Concentracidn de sélidos totales en la muestra en mg/I

C= Concentracion de la masa adicionada del NaCl en mg/I.
Interferencias

En agua fuertemente desmineralizada con una concentracion significativa de calcio,
magnesio, cloruro y/o sulfato puede ser higroscopica y requerir un secado prolongado, una
desecacién adecuada y un pesado rapido. Elimine las particulas gruesas flotables o los
aglomerados sumergidos de materiales no homogeéneos, si se decide que su inclusion no es
deseable en el resultado final. Dispérsense con un mezclador la grasa y el aceite flotantes
antes de separar una porcién de muestra para el andlisis. Puesto que un residuo excesivo en
la capsula puede formar una costra hidréfila, limitese el tamafio de la muestra para que

proporcione un residuo no mayor de 200 miligramos.[3]
Criterios de aceptacion y rechazo

Para el material de referencia sus valores deben estar dentro de los limites establecidos en

las cartas control respectivas (Ver anexo VIII). Recuperacién comprendida entre 94 — 106%
El duplicado de un set de muestras no debe exceder de 0.05%
Expresion de resultados

Los resultados se expresan con tres cifras significativas:
Ejemplo: 11.1; 1.11; 0.111; 1.11x107

Incertidumbre

Concentracion ]
en mg/| Expandida
10-49 1,973
50-99 2,858
100 — 499 6,892
500 — 1000 11,158
1000 - 5000 37,311
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17. Bibliografia

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Método 2540 Solids- B.
2012, Edition 22.
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DETERMINACION DE CLORUROS
1. Alcance

El método es aplicable para analisis en aguas de: consumo humano, aguas naturales
asi como también aguas residuales. Este método es apropiado para determinar

cloruros en las matrices propuestas.
2. Descripcién de tipo De item

La muestra es agua.
3. Principio

La determinacién de cloruros por este método se basa en una valoracion con nitrato de plata
utilizando como indicador cromato de potasio. La plata reacciona con los cloruros para
formar un precipitado de cloruro de plata de color blanco. En las inmediaciones del punto
de equivalencia al agotarse el ién cloruro, empieza la precipitacion del cromato. La
formacion de cromato de plata puede identificarse por el cambio de color de la disolucién a
anaranjado-rojizo asi como en la forma del precipitado. En este momento se da por

terminada la valoracion.[3]
4. Plan de validacion

A partir del estandar de 1000 ppm de cloruro se preparan 5 concentraciones de: 5, 10, 50,
100, 500, el limite maximo fue la concentracién del estandar patrén, por cada una de estas

concentraciones se hicieron 25 repeticiones de cada una.

La validacion de este método se realiz6 en 3 semanas, haciendo 10 repeticiones de los
ensayos las 2 primeras semanas y en la Gltima semana se realizaron los 5 ensayos faltantes y

ademas se prepararon recuperaciones con el fin de comprobar la confiabilidad del método.

Contemplandose: Limite de deteccion, limite de cuantificacion, exactitud, precision

(repetibilidad y reproducibilidad), graficos de control, incertidumbre.
5. Condiciones ambientales

Las condiciones ambientas en las que normalmente se trabaja son:
Temperatura: 17-24 °C
Humedad Relativa: 45-75 %
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6. Medidas de seguridad

Usar las implementaciones de seguridad: guantes, mascarilla, gafas y mandil.

7. Equipos y materiales

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)

Vaso de precipitacion: Vasos de 250 ml limpios y en perfecto estado.

Bureta: Bureta de 50 ml calibrada, limpia, en perfecto estado.

Pipetas volumétricas: Pipetas de 50 ml limpias en perfecto estado y calibradas.

Pipetas: Pipetas de 5, 10, 25 ml limpias calibradas y en perfecto estado.

Soporte universal: En perfecto estado.

Balanza: Sartorious, modelo TE 214S, frecuencia de 40 -60 Hz, rango de 0-210g,
voltaje de 110V, calibrada y limpia.

Estufa: Memmert, modelo EFE 600, frecuencia de 50- 60 Hz, rango de 21,3 — 200,

voltaje 110 V, limpia en buen estado y calibrada.

8. Reactivos, patrones de referencia, material de referencia

Reactivo Formula izl d‘? Num«::-ro ik Marca Proveedor sugerido
Laboratorio Catalogo

Estandar . LUTPL-MR- AUSTROQUIMICO
Cloruro Cl CINa-004 1.19897.0500 | MERCK A
Nitrato de plata | AgNO3 LUT'Z)'(ggNO3' 1.01512.0250 | MERCK AUSTROSU'M'CO
Cromato de kocroa | FUTPL-KACrO- 3058-01 JT.Baker | TECNOAUSTRAL
potasio 0013
H|d(0X|do de NaOH LUTPL-NaOH- 30620 Rledg'l-de TECNOAUSTRAL
Sodio 0018 Haén
Acido IQA-PRY-RM- SIGMA -
Sulfirico H2S04 00023 30743 AIDRICH | ESPECTROCROM

9. Determinacion

a) Tratamiento de la muestra: La muestra debe analizarse el mismo dia de su recoleccion;

caso contrario, almacenar la muestra en un ambiente oscuro a 4 - 7°C hasta 24 horas

Ccomo maximo.

b) Procedimiento Operativo

o Utilizar un volumen de muestra de 100 ml. Ajustar el pH entre 7 y 10 utilizando las

disoluciones de hidrdxido de sodio (0,1N) y/o &cido sulfarico (0,1N).
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¢ Si la muestra tiene mucho color, afiadir de 3 a 5 ml de una solucién de hidréxido de

aluminio antes de acondicionar, mezclar, dejar sedimentar y filtrar con papel filtro.
c) Valoracion:

e A 100 ml de muestra acondicionada, adicionar 1 ml de disolucién indicadora de
cromato de potasio. Valorar con la disolucion patrén de nitrato de plata hasta el
cambio de color de amarillo a naranja rojizo, manteniendo un criterio constante en el

punto final.
o Titular un blanco (agua destilada) con todos los reactivos.

d) Figuras explicativas:

Figura 20 Preparacion estandares para cloruros
Fuente: EI Autor

Figura 21 Adicion de la muestra
Fuente: EIl Autor

Figura 22 Adicion de cromato de potasio
Fuente: EI Autor
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i

a) Titulacion con AgNO;

b) Fin de la Titulacion

Figura 23 Titulacion de una muestra de cloruros

Fuente: EI Autor

10. Diagrama de puntos criticos

Preparacion del
material

J

Conservacion de la
muestra

<

Preparaciény
determinacion

iy

Titulacion

11. Eliminacion de residuos

Lavar todo el material con una solucién sulfocromica, luego
lavar con jabén y homogenizar con agua destilada. EI material
debe estar seco antes de empezar a trabajar.

Las muestras deben analizarse sin demora o conservar a 4 -
7°C hasta 24 horas maximo.
Filtrar muestras turbias.

Homogeneidad de las muestras.
Agitacion adecuada de la muestra.
Preparacion adecuada de los reactivos.
Afiadir el indicador.

Titular con la solucion de Nitrato de Plata

Cambio de color de amarillo a rojo ladrillo, fin de la titulacion
Tomar el volumen de la titulacién y hacer célculos para
obtener la concentracion de Cloruros en la muestra.

Los residuos generados se almacenan en recipientes etiquetados, para ser posteriormente

eliminados por INCINEROX (Empresa Gestora de Residuos).

12. Célculos

mg/lCl™ =

Vi * Nagno, * meq Cl™ + 10x10°

V2

V;=Volumen de solucion de Nitrato de Plata utilizado

N;=normalidad del nitrato de Plata

V,=Volumen de muestra analizada

meq CI'= Miliequivalente quimico del ion cloruro

44



UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA TITULACION DE INGENIERO QUIMICO

13. Autocontrol y Aseguramiento de Calidad,

Para el aseguramiento de la calidad se realiza un enriquecimiento, adicionando 0,5 ml del
estandar de 1000 mg/l y aforandola en un balén de 100 ml con agua muestra. Se procede
hacer procedimiento del ensayo como una muestra normal.

Se realiza el siguiente calculo:

A—-B

% Recuperacion = ( ) * 100

A= Concentracion de la muestra enriquecida con el estandar en mg/I.
B= Concentracién de cloruros en la muestra en mg/I.

C= Concentracion de la solucién de cloruro preparada en mg/I.
Interferencias

Muestras que contengan iones de sulfuro, tiosulfato y sulfito interfieren. Pero pueden ser
eliminadas con un tratamiento previo con peroxido de hidrogeno. El ortofosfato en
cantidades mayores a 25 mg/l interfiere ya que precipita como fosfato de plata y el hierro por

encima de 10 mg/l interfiere ya que enmascara el punto final de la titulacién.[3]
14. Criterios de Aceptacion y Rechazo

Para el material de referencia sus valores deben estar dentro de los limites establecidos en

las cartas control respectivas (Ver anexo VIII). Recuperacion comprendida entre 94 — 106%
15. Expresién de Resultados

Los resultados se expresan con tres cifras significativas:
Ejemplo: 11.1; 1.11; 0.111; 1.11x107

16. Incertidumbre

Concentracién U
(mg/1) expandida
5-9,99 0,6294
10 — 49,99 1,7991
50 -99,99 2,6340
100 —-499,9 4,5218
500 - 1000 10,2045

17. Bibliografia

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Método 4500-CI" B
Argentometric Method. 2012, Edition 22.
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DETERMINACION DE DUREZA TOTAL
1. Alcance

El método es aplicable para anélisis en aguas de: consumo humano, aguas naturales
asi como también aguas residuales. Este método es apropiado para determinar

dureza total en las matrices propuestas.

2. Descripcion del tipo item

La muestra es Agua
3. Principio

El acido etilendiaminotetracético (EDTA) vy sus sales sédicas forman un complejo (quetal)
soluble cuando se adiciona una cierta cantidad de cationes metalicos. Si se adiciona una
pequefia cantidad de indicador o una solucién que contiene iones Cay Mg a pH 10 +/- 1 la
solucion se tornara rojo vino. Si a continuacion se afiade EDTA como titulador, se forman
complejos de calcio y magnesio y una vez agotados todos los iones, la solucién cambia de

color de rojo vino a azul en el punto final de la titulacion.[3, 12]

La precision del viraje mejora cuando aumenta el pH, pero esto debe ser controlado para
evitar que se precipite el calcio y el magnesio bajo las formas de CaCO;y Mg(OH),. Se
fijan 5 minutos como tiempo limite de duracion de la titulacion para reducir al minimo la

tendencia de precipitacion de CaCOs.[3]
4. Plan de validacién

A partir del estandar de 193 ppm de dureza total se preparan 5 concentraciones de: 5, 10,
50, 100, 193, el limite maximo fue la concentracién del estandar patrén, por cada una de

estas concentraciones se hicieron 25 repeticiones.

Como volumen de muestra se tomd 50 ml de cada concentracion con el fin de obtener

buenos resultados.

La validacion de este método se realizd en 3 semanas, haciendo 10 repeticiones de los
ensayos las 2 primeras semanas y en la Ultima semana se realizaron los 5 ensayos faltantes y

ademas se prepararon recuperaciones con el fin de comprobar la confiabilidad del método.

Cabe acotar que para obtener buenos resultados de este método, cuando el volumen de la
titulacion es demasiado bajo se necesita incrementar el volumen de la muestra, tomando en
cuenta lo sefialado en el Standard Methods en el cual indica que si la dureza de una muestra

es demasiado baja (menor a 5 mg/l) se debe incrementar el volumen entre 100 y 1000 ml.[3]
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Contemplandose: Limite de deteccion, limite de cuantificacion, exactitud, precision

(repetibilidad y reproducibilidad), graficos de control, incertidumbre.

5. Condiciones ambientales

Las condiciones ambientas en las que normalmente se trabaja son:
Temperatura; 17-24 °C
Humedad Relativa: 45-75 %

6. Medidas de seguridad

Usar implementos de seguridad: guantes, gafas, mascarilla y mandil.

7. Equipos y materiales

a) Agitador Vortex: Termolyne, modelo M16700 Mixer, frecuencia 60 HZ, voltaje 120V.

b) Balanza: Sartorious, modelo TE 214S, frecuencia de 40 -60 Hz, rango de 0-210g,

voltaje de 110V, calibrada y limpia.

c) Pipetas: Pipetas de 5, 10, 25 ml calibradas, limpias y en perfecto estado.

d) Balones de aforo: Balones de aforo de 100, 250, 500 ml limpios, en perfecto estado y

calibrados.

e) Bureta: Bureta de 50 ml limpia calibrada y en perfecto estado.

f)Vasos de precipitacion: vasos de precipitacion de 50, 100 y 250 ml limpios y en perfecto

estado

8. Reactivos, patrones de referencia, material de referencia.

. . Cddigo de NuUmero de .
Reactivo Foérmula laboratorio catalogo Marca Proveedor sugerido
LUTPL-
Manver NA Manver2-0030 851-99 HACH HDM
C1oH1405N, LUTPL- ]
EDTA N CioH14N,Na,Og- | 1.08418.0250 MERCK | AUSTROQUIMICOS
a, — 2H,0 0037
Hardness/TSS LUTPL-MR- QC3074- SIGMA-
- WP NA DUREZA-017 500ML ALDRICH AUSTROQUIMICOS
Hidroxido de KOH LUTP-KOH- | 1 05033.1000 | MERCK | AUSTROQUIMICOS
Potasio 0026

NA —» Noaplica

Solucion de EDTA 0.01M: Disolver 3.723 g de EDTA (sal disociada) en agua destilada y

aforar a 1000ml.
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9. Determinacion

a) Tratamiento de la muestra: La muestra debe analizarse el mismo dia de su recoleccion;

si es inevitable, almacenar la muestra en un ambiente oscuro a 4 - 7°C hasta 24 horas.

b) Procedimiento Operativo

Utilizar un volumen de muestra de 10 ml. Ajustar el pH entre 7 y 10 utilizando las
disoluciones de hidroxido de sodio (0,1N) y/o acido sulfarico (0,1N).

c) Titulacién:

e Tomar una alicuota de 50 ml de una muestra en un vaso de precipitacion.
e Agregar aproximadamente 3 gotas de la solucién Buffer pH 10.
e Agregar 1 almohadilla de Manver.

o Titular con EDTA, agitar constantemente hasta el cambio de color de rosa a azul.

d) Figuras Explicativas:

Figura 24 Preparacion estandares para dureza total
Fuente: El Autor

Figura 25 Adicion de la muestra a analizar
Fuente: El Autor
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I SCAERTEG,

a) Adicion de buffer pH 10

: e
b) Adicién de Manver 2

Figura 26 Adicion de reactivos necesarios para titulacion de dureza total

Fuente: EI Autor

1l
a) Titulacion con EDTA

b) Fin de la titulacion

Figura 27 Titulacion de dureza total

Fuente: EIl Autor

10. Diagrama de puntos criticos

Preparacion del
material

J

Conservacion de la
muestra

<

Preparaciény
determinacion

J

Titulacién

Lavar todo el material con una solucién sulfocromica, luego
lavar con jabdn y homogenizar con agua destilada. EI material
debe estar seco antes de empezar a trabajar.

Las muestras deben analizarse sin demora o conservar a 4 -
7°C hasta 24 horas maximo.
Filtrar muestras turbias.

Homogeneidad de las muestras.
Agitacion adecuada de la muestra.
Preparacion adecuada de los reactivos.
Afadir un sachet de Manver (indicador).

Comprobar el pH de la muestra.
Realizar la titulacién a temperatura ambiente.

Realizar la titulacién en los 5 minutos medios a partir del
momento de la adicién del tampén
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11. Eliminacién de residuos

Los residuos generados se almacenan en recipientes etiquetados, para ser posteriormente

eliminados por INCINEROX (Empresa Gestora de Residuos).

12. Calculos

Vi * Mgpra * mmol CaCO3 * 10E6

Dureza Total:mg/l =
£

V;=Volumen de solucion de EDTA utilizado
M= Molaridad del EDTA

V,=Volumen de muestra analizada

mmol CaCO3;= mili mol del CaCOs

13. Autocontrol y aseguramiento de calidad

Para el aseguramiento de la calidad se realiza un enriquecimiento, adicionando 2,5 ml del

estandar de 193 mg/l y aforandola en un bal6n de 50 ml con agua muestra. Se procede hacer

procedimiento del ensayo como una muestra normal.

Se realiza el siguiente calculo:

A—B

% Recuperacion = ( ) * 100

A= Concentracién de la muestra enriquecida con el estandar en mg/I.
B= Concentracién de dureza total en la muestra en mg/I.

C= Concentracion de la solucién de dureza preparada en mg/I.

Interferencias

En la tabla se encuentran la lista de la mayor parte de las sustancias que interfieren. Si

existen mas de una sustancia interferentes, los limites dados en la tabla pueden variar. La

turbidez se elimina por filtracion.[3]

Interferencias | Al Ba | Cd Co Cu Fe Pb | Mn Ni

Sr

Zn

Polifosfato

Con. max. sin
interferir 20 * * 20 30 30 * 1 20

(ppm)

10

* Si estan presentes son titulados como dureza

Fuente: Standard Methods, twelfth edition, 2012

14. Criterios de aceptacion y rechazo

La recuperacion debe estar entre el 94 — 106 % y debe graficarse en la carta control

respectiva (Ver anexo VIII).
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15. Expresion de resultados

Los resultados se expresan con tres cifras significativas:
Ejemplo: 11.1; 1.11; 0.111; 1.11x10°%

16. Incertidumbre

Concentracion U
(mg/l) expandida
5 0,483
10 0,785
50 1,394
100 3,812
193 7,518

17. Bibliografia

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Método 2340 C. EDTA
Titrimetric Method. 2012, Edition 22.
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RESULTADO VALIDACION DBO

Los resultados presentados a continuacion muestran que el método ha sido validado, en el cual
se ha examinado: limite de deteccion, limite de cuantificacion, repetibilidad, reproducibilidad,
exactitud, incertidumbre y gréficos de control, no se presenta linealidad ya que es un método
respirométrico y ademas el equipo reporta la lectura directamente en unidades de mg/I de O,.

Titulo del Método Analitico

Método VELP SCIENTIFICA adaptado a APHA 5210 - BOD B. 5-Day BOD Test

Resultados del estudio de validacién

o Limite de deteccion y cuantificacion

Por cada analisis que se realiz6 para DBO se hizo 10 blancos, de esta manera se
determind el limite mas bajo en la que puede ser detectable el analito. En la Tabla 2 se
presentan los datos obtenidos para el calculo del limite de deteccion y limite de

cuantificacion.

Tabla2 LDDy LDQ para DBO

N° Blancos para DBO
Ensayos (mgl/l)
1 8,9
2 9,7
3 10,1
4 7,8
5 9,5
6 8,6
7 9,8
8 10,4
9 9,3
10 10,2
Media 9,43
S 0,806
% CV 8,547
LDD 11,85
LDQ 13,46

Fuente: EI Autor

El método respirométrico OxiTop para el analisis de DBO se reportd un limite de
deteccion (LDD) de 11,85 y un limite de cuantificacion (LDQ) de 13,46. Determinando el
limite de cuantificacion como el nivel mas bajo en el que el analito puede ser detectado y
cuantificado, por lo tanto se lo considera como la concentracién que alcanza un nivel

aceptable de precision, confirmando lo sefialado en la “Guidance for Industry

Bioanalytical Method Validation” en la cual indica que el limite de cuantificacion no
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debe exceder el 20% del coeficiente de variacién. Los célculos correspondientes se

muestran en el Anexo IllI.

o Rango de Trabajo

Como limite maximo de trabajo se establecié el estandar con mayor concentracion en el

laboratorio el cual es de 210 mg/I.

Con lo mencionado anteriormente podemos establecer que el rango de trabajo es de 13,46
a 210 mgl/l, es decir que este método reportara resultados de alta confianza a estas
concentraciones. Si en algin caso alguna muestra tiene una concentracién mayor a 210

mg/l se debe hacer una dilucién.

o Repetibilidad

En la Tabla 3 se presenta los datos obtenidos del anélisis de repetibilidad. Se us6 un
analisis de varianza ANOVA, en el cual se evalué el célculo de los cuadrados medios y
el nivel de significancia respecto a la prueba F, con un nivel de confianza del 95%.[5] En

el Anexo V se presentan los célculos para repetibilidad.

Tabla 3 Repetibilidad para DBO

Nivel F-Experimental F-Critico Diferencia S;ﬁgg:g?]t((eog’;
1 1,397 2,87 No 3,54
2 1,342 2,87 No 1,97
3 1,018 2,87 No 3,23

Fuente: EI Autor

Comparando los resultados del F-gyperimentat €ON €l F-critico, S€ puede observar que no hay
diferencia significativa ya que F gxperimentat < F criticor CUmMpliendo con el criterio de

aceptacion que el F-critico €5 mayor que el F-gxperimental-

El coeficiente de variacion en cada nivel en la Tabla 3 es menor al 15 %, cumpliendo con

el criterio de aceptacion. Se puede verificar lo estipulado tanto en “Guidance for Industry

Bioanalytical Method Validation” como en “Criterios para la validacion de métodos

fisicoquimicos™ que en su parte pertinente menciona que el coeficiente de variacion debe

ser menor al 15% para que haya repetibilidad.
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o Reproducibilidad

En el Tabla 4 y 5 se muestra el analisis de reproducibilidad para el nivel 2 'y 3, en la cual
se realiza una prueba T de varianzas y una prueba F. Los céalculos de reproducibilidad se

muestran en el Anexo VI.

Tabla 4 Reproducibilidad para DBO, prueba F para varianza de dos muestras

Nivel F Experimental F Critico Diferencia
2 2,8142 3,18 No
3 0,3941 3,18 No

Fuente: EI Autor

Como se puede ver en la Tabla 4 el F-critico > F-experimentar, MOStrando que no hay
diferencia significativa, sefialando que cumple con el criterio de aceptacion el cual indica

que el F-critico €5 mayor que el F-gyperimental-

Tabla 5 Reproducibilidad para DBO, prueba T para 2 variables correlacionadas o pareadas

Nivel T Experimental T Critico Diferencia
2 0,4353 2,262 No
3 0,7873 2,262 No

Fuente: EIl Autor

Como resultados de la prueba T se demuestra que T-critico > T-Experimental POr 10S tanto no
hay diferencia significativa, cumpliendo con el criterio de aceptacién el cual indica que el

T'Critico es mayor que E| T'Experimental-

Con los resultados obtenidos en la prueba T como en la prueba F, se demuestra que no

hay diferencia, por lo tanto el método es reproducible.

Nota: El andlisis de reproducibilidad para la prueba T, lo realizé el mismo analista pero

en diferentes semanas.

. Exactitud

Se analiz6 muestras de agua residual, de esta manera se encontrd la concentracion del
analito en la matriz. Se enriquecié con un patréon de “BOD Standard” (material de
referencia certificado), en diferentes niveles de concentracion (42, 105 y 210 mg/l). Para
su determinacion se evalla en base al porcentaje de recuperacion. Obteniéndose los

siguientes datos que se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6 Recuperacién para DBO matriz agua residual

e Muestra enriquecida Recuperacion

N° | de la muestra Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 ) ) )

(mg/l) Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

42 ppm 105 ppm 210 ppm

1 186 229 287 404 102% 96% 104%
2 96 136 204 301 95% 103% 98%
3 232 276 339 441 105% 102% 100%
4 103 146 205 321 102% 97% 104%
5 148 188 257 357 95% 104% 100%
6 167 210 268 388 102% 96% 105%
7 85 127 191 297 100% 101% 101%
8 79 122 182 279 102% 98% 95%
9 135 178 243 351 102% 103% 103%
10 154 195 261 365 98% 102% 100%

Fuente: El Autor

Segun la ecuacion de Horwitz el porcentaje de recuperacion se encuentra entre el 84 y
116%, con este criterio podemos decir que la recuperacion obtenida en la Tabla 6 cumple
con el criterio de aceptacién. Ademas cumple con el criterio establecido en el laboratorio

en el cual la recuperacién debe estar comprendida entre 94 y 106%.

Gréficos de control

Con los datos obtenidos en la recuperacidn para DBO, se pueden crear los graficos de

control como se muestra en la Figura 28.

108% -
106% —e—Nivel 1
104%
102%
100%
98%
96%
94%
92% T T T T T T T T T )

—o— Nivel 2
+— Nivel 3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 28 Graéfico de control para DBO
Fuente: EI Autor

Como se puede observar, todos los datos obtenidos en el analisis de recuperacion para
DBO estan dentro de los limites maximos y minimos en el gréafico de control. También se
puede comprobar que no hay tendencias en los resultados. Con lo cual se corrobora el

criterio de aceptacion expuesto en la recuperacion.
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. Incertidumbre

En la Figura 29 se muestran las fuentes principales de incertidumbre para DBO, asi como
cada componente de las fuentes principales, que se han identificado a partir del desarrollo
de la validacién del método. A cada fuente de incertidumbre se la tratd por separado con

el fin de encontrar la contribucién que tiene en el valor final. En el Anexo VII se

presentan los calculos para incertidumbre.

1. U Lectura del
Equipo

2. U Factor
Dilucion

U calib. Utemp. Urepet.SWUcalib. Utemp. Urepet.
U precisién del
equipo

-

»
U volumen

U wolumen
Alicuota

aforo

U volumen muestra

U temperatura trabajo U sol. Trabajo W reaccidn
Peso molecular Ox / UTiempo

5. U repetibilidad

3.U Factor 4. Estandar
OxiTop

Figura 29 Diagrama causa efecto para fuentes de incertidumbre de DBO
Fuente: El Autor

En la Tabla 7 se muestran los valores de incertidumbre obtenidas por cada nivel de
trabajo en los que se realizo la validacion. La incertidumbre expandida expresa un nivel

de confianza del 95% en el método.[17]

Tabla 7 Incertidumbre DBO

Concentracion | U expandida
mg/I mg/I
13 2,86
42 9,282
84 18,045
105 22,745
210 45,982

Fuente: EI Autor
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RESULTADOS VALIDACION DQO
Los resultados presentados a continuacion muestran que el método ha sido validado, en el cual
se ha examinado: linealidad, limite de deteccién, limite de cuantificacidn, repetibilidad,

reproducibilidad, exactitud, incertidumbre y gréaficos de control.

Titulo del Método Analitico

Método HACH adaptado a APHA 5220 — COD D. Colorimetric Method

Resultados del estudio de validacion

. Linealidad

Se realiz6 una curva de calibracion (ver Figura 30) con el fin de determinar la linealidad
del método, en la cual se prepararon soluciones estandar de concentracion tedrica
conocida usando “Chemical Oxygen Demand Standard Solution 1000 mg/l COD”

(estandar de referencia certificado).

En cada una de estas concentraciones se hicieron 25 repeticiones, calculando la media por
cada concentracion, de esta manera obtenemos los datos de Tabla 8, en el Anexo IV se

encuentran los calculos correspondientes.

Tabla 8 VValores de DQO para la curva de calibracion

X
., Y
Concentracion .
Absorbancia
(mg/l)

10 0,0046

20 0,0095

50 0,0230
100 0,0450
200 0,0910
500 0,2207
1000 0,4314

Fuente: EI Autor

Con los datos de la Tabla 8 se realizaron célculos, obteniendo la ecuacion de ajuste de

curvas para DQO la cual es:

y = 0,00043x — 0,002
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Y obteniendo un coeficiente de correlacion (r?) es de 0,9998 indicando que el método
tiene linealidad estadistica ya que cumple con la condicion de ser mayor o igual a
0,995.[7]

0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05

4

0,00 €~

0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion (mg/l)

L\ 4

Absorbancia

S

P\

Figura 30 Curva de calibracion para DQO
Fuente: EI Autor

o Limite de deteccion y cuantificacion

Para determinar tanto el limite de deteccion como el limite de cuantificacion en DQO, se
enriquecid agua destilada con una concentracién teérica conocida de 10 mg/l del estandar
de DQO, esto con el fin de determinar la concentracion més baja que pueda lograr una
repetibilidad del 80 al 120%.[18] En la Tabla 9 se presentan los datos obtenidos.

Tabla9 LDDy LDQ para DQO

N° Blancos para DQO

Ensayos (mg/l)

1 11

2 9

3 8

4 9

5 11

6 10

7 9

8 10

9 12

10 9
Media 9,667
S 1,229
% CV 12,717
LDD 13,354
LDQ 15,813

Fuente: EI Autor
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Como se observa en la Tabla 9 la concentracién de 10 mg/l fue la que obtuvo un
coeficiente de variacion de 12,72%, reportando un limite de deteccion de 13,35 y un
limite de cuantificacion de 15,81. Por lo tanto se considera que esta concentracion alcanza

un nivel aceptable de precision, confirmando lo sefialado en la “Guidance for Industry

Bioanalytical Method Validation” la cual indica que el limite de cuantificacion no debe

exceder el 20% del coeficiente de variacion.

o Rango de Trabajo

Ya que la solucién de DQO de 1000 mg/l es el estandar de mayor concentracién en el

laboratorio se establecio a esta como el limite maximo de trabajo.

Con lo sefialado anteriormente podemos establecer que el rango de trabajo es de 13,74 a
1000 mg/l, indicando que el método reporta resultados confiables a estas concentraciones.
Si hubiera muestras con concentraciones superiores a 1000 mg/l, se debe hacer una

dilucién, de tal manera que entren dentro del rango de trabajo.

o Repetibilidad

En la Tabla 10 se presenta los datos obtenidos del andlisis de repetibilidad. Se usé un
analisis de varianza ANOVA, en el cual se evalué el célculo de los cuadrados medios y
el nivel de significancia respecto a la prueba F, con un nivel de confianza del 95%.[5] En

el Anexo V se presentan los célculos para repetibilidad.

Tabla 10 Repetibilidad para DQO

Nivel F-Experimental F-Critico Diferencia S’;ﬁgg:grr:u(ef;s
1 0,889 2,87 No 4,195
2 0,291 2,87 No 3,588
3 2,117 2,87 No 1,486

Fuente: EI Autor

Al comparar los resultados del F-gxperimentar CON €l F-critico, S€ puede observar que no hay
diferencia significativa ya que F gxperimentar € Menor que el F critico, cumpliendo con el

criterio de aceptacion que indica que el F-criico €5 mayor que el F-gyperimental-

Ademas el coeficiente de variacién cumple con el criterio de aceptacién, demostrando
que hay repetibilidad del método. Se puede verificar lo sefialado tanto en “Guidance for

Industry Bioanalytical Method Validation” como en “Criterios para la validacién de

métodos fisicoguimicos” que en su parte pertinente menciona que el coeficiente de

variacion debe ser menor al 15%.
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o Reproducibilidad

En el Tabla 11 y 12 se muestra el analisis de reproducibilidad para el nivel 2y 3, en la
cual se realiza una prueba T de varianzas y una prueba F. Los célculos de
reproducibilidad se muestran en el Anexo VI.

Tabla 11 Reproducibilidad para DQO, prueba F para varianza de dos muestras

Nivel F Experimental F Critico Diferencia
2 0,941 3,18 No
3 0,353 3,18 No

Fuente: EI Autor

Como se observa en la Tabla 11 el

diferencia significativa en el método, cumpliendo con el criterio de aceptacion el cual

F-critico > F-experimentar, Sefialando que no hay

indica que el F-critico €5 mayor que el F-gyperimental-

Tabla 12 Reproducibilidad para DQO, prueba T para 2 variables correlacionadas o pareadas

Nivel T Experimental T Critico Diferencia
2 0,136 2,262 No
3 0,014 2,262 No

Fuente: EIl Autor

Como se puede ver en la Tabla 12 el T-critico > T- experimentar d@Mostrando que no hay
diferencia significativa, cumpliendo con el criterio de aceptacion el cual indica que el F-

Critico €5 may0f que el I:'Experimental-

Como resultado del andlisis de la prueba F y la prueba T se demuestra que no hay

diferencia significativa, con lo cual podemos indicar que el método es reproducible.

Nota: El andlisis de reproducibilidad para la prueba T, lo realizé el mismo analista pero

en diferentes semanas.

. Exactitud

Se analizé por duplicado muestras de agua residual, de esta manera se encontré la
concentracion del analito en la matriz. Se enriquecié con la solucién estandar de DQO
de 1000 mg/l, diferentes niveles de concentracién (50, 100 y 200 mg/l). Para su
determinacion se evalUa en base al porcentaje de recuperacién obtenido. En la Tabla 13

se presentan los resultados para recuperacion.
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Tabla 13 Recuperacion para DQO
Concentracion Concentraciones + Muestra Recuperacion

N° | de la muestra Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 . . .

(mg/l) 50 mgll 100 g/ 200 mgll Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
1 85 133 189 283 96% 104% 99%
2 112 164 210 315 104% 98% 102%
3 167 218 263 362 102% 96% 98%
4 62 111 165 256 98% 103% 97%
5 84 132 182 288 96% 98% 102%
6 211 261 307 419 100% 96% 104%
7 103 151 207 300 96% 104% 99%
8 127 179 230 323 104% 103% 98%
9 76 124 174 279 96% 98% 102%
10 132 182 235 325 100% 103% 97%

Fuente: EI Autor

Como se puede observar en la Tabla 13 los resultados obtenidos en la recuperacion,
cumplen con el criterio segun la ecuacion de Horwitz, la cual indica que la recuperacion
debe estar comprendida entre un 84y 116%, ademas cumplen con el criterio establecido
en el laboratorio donde la recuperacion debe estar entre un 94 y 106%.

Gréfico de control

Con los resultados de recuperacion obtenidos en la Tabla 13 se crea el gréafico de control

que se muestra en la Figura 31.

108%

106%

104%

102%

100%

98%

96%

94%

92%

—o— Nivel 1

—o— Nivel 2

o— Nivel 3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 31 Gréfico de control para DQO

Fuente:

El Autor

Como se puede observar en la Figura 31 los tres niveles se encuentran dentro de los

limites maximos y minimos del gréfico de control, ademas se comprob6 con esto que no
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hay tendencias en los resultados obtenidos, Indicando que la recuperacion cumple con el
criterio de aceptacion ya que los valores estan comprendidos entre un 94 Y 106 %.

. Incertidumbre

En la Figura 32 se muestran las fuentes de incertidumbre para DQO, asi como cada
componente de las fuentes principales, que han sido identificadas en el transcurso de la
validacién. Cada fuente de incertidumbre se la tratd por separado de tal manera que se
evalud la contribucion que tiene en el valor final. Los célculos de la incertidumbre se

presentan en el Anexo VII.

U calibracién Ucalib. Utemp. U repet. Ucalib. Utemp. U repet.

U temperatura \X\. \X\
» -
\ U aforo Ualicuota
Urepetibilidad
p DQO

N =

U equipo

U repetibilidad

/U'regresién
U temperatura /
» U sol. Trabajo
U calibracion N /

3. U Vaforo ‘ 4. U concentracidne ‘ ‘ 5. U repetibilidad

U reaccién

v

U Tiempe

Figura 32 Diagrama causa efecto para fuentes de incertidumbre de DQO
Fuente: El Autor

En la Tabla 14 se muestra la incertidumbre obtenida por cada nivel de trabajo. La

incertidumbre expandida expresa un nivel de confianza del 95% en el método.[17]

Tabla 14 Incertidumbre para DQO

Concentracion | U expandida

mg/Il mg/l
10-19 1,531

20 -49 1,689

50 - 99 4,306
100 — 199 7,244

200 — 449 13,036

500 — 999 16,092

1000 38,693

Fuente: El Autor
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RESULTADOS VALIDACION NITRITOS

Los resultados presentados a continuacion muestran la validacion del método, en el cual se ha
examinado: linealidad limite de deteccion, limite de cuantificacion, repetibilidad,

reproducibilidad, exactitud, incertidumbre y gréaficos de control.

Titulo del Método Analitico

Método HACH adaptado a APHA 4500 — NO, B. Colorimetric Method

Resultados del estudio de validacion

. Linealidad

Para determinar la linealidad del método se elabor6 una curva de calibracién a partir de
los datos de la Tabla 15, para realizar dicha curva se prepararon soluciones estandar de
concentracion tedrica conocida usando “Nitrite Standard Solution” (material de referencia

certificado). En la Figura33 se muestra la curva obtenida.

En cada una de estas concentraciones se hicieron 25 repeticiones, extrayendo una media
por cada concentracion, de esta manera obtenemos los datos de Tabla 8, en el Anexo IV

se encuentran los céalculos correspondientes.

Tabla 15 Valores de nitritos para la curva de calibracion

X
concentracion i
Absorbancia

mg/l

0,05 0,0864
0,1 0,1703
0,3 0,5205
0,5 0,8769
0,8 1,3974

Fuente: EI Autor

La ecuacion de ajuste de curvas a partir de los datos obtenidos es:
y =1,74322x — 0,0056

El coeficiente de correlacion (r?) es de 0,9995 indicando que el método tiene linealidad ya

gue cumple con la condicion de ser mayor a 0,995.
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Figura 33 Curva de calibracion de nitritos
Fuente: EI Autor

e Limite de deteccion y cuantificacién

Para determinar tanto el limite de deteccion como el limite de cuantificacion de nitritos,
se enriquecio agua destilada con una concentracién teérica conocida de 0,010 mg/l del
estandar de nitritos “Nitrite standard solution” (material de referencia certificado), esto
con el fin de determinar la concentracion mas baja que pueda reportar una repetibilidad
del 80 al 120%.[18]

En la Tabla 16 se presentan los datos obtenidos.

Tabla 16 LDD y LDQ para nitritos

N° Blancos para nitrito
Ensayos (mafl)
1 0,012
2 0,011
3 0,009
4 0,015
5 0,010
6 0,012
7 0,012
8 0,013
9 0,010
10 0,011
Media 0,0115
S 0,0017
% CV 14,921
LDD 0,0167
LDQ 0,0201

Fuente: El Autor

La concentracion de 0,010 mg/l fue la que se utilizd para determinar el limite de
deteccion y limite de cuantificacion, dando como resultado los valores de 0,0167 y

0,0201 mg/l respectivamente, obteniendo una repetibilidad del 14,92 %. Por lo tanto se
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considera que esta concentracion alcanza un nivel aceptable de precision, confirmando lo

seflalado en la “Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation” la cual indica

que el limite de cuantificacion no debe exceder el 20% del coeficiente de variacion.

En el Anexo Il se muestran los calculos correspondientes.

o Rango de trabajo

El limite maximo para nitrito es 0,8 mg/l, debido a que el espectrofotometro DR-2800

tiene capacidad de leer hasta esta concentracion.

Con lo sefialado anteriormente se establece que el rango de trabajo es de 0,0201 a 0,8
mg/l, es decir que este método alcanzara los resultados de alta confianza a estas
concentraciones. Si hay muestras con concentraciones superiores al limite maximo se

debe hacer una dilucion.

o Repetibilidad

En la Tabla 17 se presenta los datos obtenidos del anlisis de repetibilidad. En el cual se
evalua el célculo de los cuadrados medios y el nivel de significancia respecto a la prueba
F, con un nivel de confianza del 95%.[5] En el Anexo V se presentan los calculos

respectivos.

Tabla 17 Repetibilidad para nitritos

Nivel l:»Experimental F—Critico Diferencia \C/:aoﬁgg:eérr]]t((e(g)(;
1 2,322 2,87 No 2,82
2 0,479 2,87 No 131
3 2,172 2,87 No 0,38

Fuente: El Autor

Para determinar si el método es repetible se utiliz un andlisis de varianza ANOVA en el
cual se comprobd que el F-gyperimental < F-critico COMO se puede observar en la Tabla 17,
cumpliendo con el criterio de aceptacion, el cual indica que el F-critico €5 mayor que el F-

Experimental d€MOStrando que no hay diferencia significativa.

Al evaluar el coeficiente de variacion se determina que cumple con el criterio de
aceptacion, demostrando que hay repetibilidad del método. Se puede verificar lo

mencionado tanto en “Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation” como en

“Criterios para la validacion de métodos fisicoquimicos” que en su parte pertinente

menciona que el coeficiente de variacion debe ser menor al 15%.
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o Reproducibilidad

En el Tabla 18 y 19 se muestra el analisis de reproducibilidad para el nivel 2 'y 3, en el
cual se realiza una prueba T de varianzas y una prueba F. Los célculos de
reproducibilidad se muestran en el Anexo VI.

Tabla 18 Reproducibilidad de nitritos, prueba F para varianza de dos muestras

Nivel F Experimental F Critico Diferencia
2 0,1204 3,18 No
3 1,5849 3,18 No

Fuente: El Autor

Como se puede observar en la Tabla 18 el F-critico > F-experimentar, indicando que no hay
diferencia significativa, cumpliendo con el criterio de aceptacion que indica que el F-

Critico debe ser mayor que el I:'Experimental-

Tabla 19 Reproducibilidad de nitritos, prueba T para 2 variables correlacionadas o pareadas

Nivel T Experimental T Critico Diferencia
2 0,0949 2,262 No
3 0,7788 2,262 No

Fuente: El Autor

Como se puede ver en la Tabla 19 el T-critico > T-xperimental, POr 10 tanto no hay diferencia
significativa, cumpliendo con el criterio de aceptacion que demuestra que el T-critico €S

mayor que el T-gxperimental-

Como en las dos pruebas anteriores no hay diferencia significativa, se demuestra que el

método es reproducible.

Nota: El andlisis de reproducibilidad para la prueba T, lo realizé el mismo analista pero

en diferentes semanas.

. Exactitud

Para el analisis de exactitud se analizd por duplicado muestras de agua residual de esta
manera se encontré la concentracion del analito en la matriz. Se enriquecié con la
solucion madre de nitrito de 10 mg/I, diferentes niveles de concentracion (0,1, 0,3y 0,5
mg/l). Para su determinacion se evaluo el porcentaje de recuperacion obtenido. En la

Tabla 20 se muestran los resultados para recuperacion en nitrito.
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Tabla 20 Recuperacién de nitritos matriz agua residual

Concentracion | Concentraciones + muestra Recuperacién
[o] = A -
N de I:E\nr]’rétljsstra O'\,Illv:qlgh O’\,I3lvr$1Ig§I OITISIVrE:g?I Nivel 1 | Nivel 2 | Nivel 3
1 0,247 0,349 0,544 0,735 102% 99% 98%
2 0,261 0,358 0,556 0,765 97% 98% 101%
3 0,254 0,352 0,558 0,740 98% 101% 97%
4 0,239 0,343 0,545 0,749 104% 102% 102%
5 0,282 0,377 0,572 0,787 95% 97% 101%
6 0,243 0,341 0,539 0,739 98% 99% 99%
7 0,258 0,360 0,564 0,751 102% 102% 99%
8 0,262 0,363 0,553 0,769 101% 97% 101%
9 0,258 0,355 0,566 0,751 97% 103% 99%
10 0,274 0,376 0,570 0,773 102% 99% 100%

Fuente: EI Autor

El criterio de aceptacion de recuperacion segin la ecuacion de Horwitz tiene que estar
comprendida entre un 84 y 116%, con lo cual se puede corroborar que la recuperacion en
nitritos cumple esta condicion como se observa en la Tabla 20, asimismo cumple con el
criterio establecido en el laboratorio el mismo que indica que la recuperacién debe estar
entre 94 y 106%.

. Gréficos de control

A partir de los resultados obtenidos en la recuperacion de nitritos podemos

realizar el grafico de control que se muestra en la Figura 34.
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102% - —o—Nivel 1
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96% -
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Figura 34 Gréfico de control para nitritos
Fuente: El Autor
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Todos los datos obtenidos en el andlisis de recuperacion para nitritos estan dentro de los
limites maximos y minimos en el grafico de control, como se observa en la Figura 34.
Con lo cual se confirma el criterio de aceptacion expuesto en la recuperacion. Al mismo
tiempo que se verifica que no existen tendencias en los resultados presentes en el grafico
de control.

. Incertidumbre

En la Figura 35 se muestran las fuentes principales de incertidumbre para nitritos, asi
como cada componente de las fuentes principales, que se han identificado a partir del
desarrollo de la validacion del método. Cada fuente de incertidumbre se la traté por
separado de tal manera que se evalud la contribucion que tiene en el valor final. En el

Anexo VII se presentan los célculos para incertidumbre.

U repet.

Ualib. Utemp. Urepet.

DN

U calibracién Ucalib, U temp.

| temperatura \

Urepetibilidad

U aforo U alicuota

NITRITOS

N :

U equipo

U repetibilidad

‘/Uregresién
U temperatura /
» U sal. Trabajo
U calibracién /

3. U Vaforo ‘ 4. U concentracion ‘ ‘ 5. U repetibilidad

Figura 35 Diagrama causa efecto para fuentes de incertidumbre de nitritos
Fuente: EI Autor

U reaccién

v

UTiempo
»

»

En la Tabla 21 se presenta la incertidumbre del método por nivel de trabajo. La

incertidumbre expandida demuestra que método pose un nivel de confianza del 95%.[17]

Tabla 21 Incertidumbre de nitritos

Concentracion | U expandida
mg/I mg/I
0,012 - 0,05 0,0035
0,09-0,1 0,0051
0,29-0,3 0,0083
0,49-05 0,0131
0,8 0,0179

Fuente: El Autor
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RESULTADO VALIDACION SOLIDOS TOTALES

Los datos obtenidos se muestran en el Anexo 1, en los resultados presentados a continuacion se
examino: limite de deteccion, limite de cuantificacion, repetibilidad, reproducibilidad, exactitud,
incertidumbre y gréficos de control. No se presenta linealidad debido a que es un método
gravimétrico y por lo tanto los calculos proporcionan directamente la concentracion en mg/l de
solidos totales. Con lo cual se demuestra la validacion del método, cumpliendo con los criterios
de aceptacion que se requieren.

Titulo del Método Analitico

Método APHA 2540 — B. Total Solids Dried at 103 — 105 °C

Resultados del estudio de validacién

o Limite de deteccion y cuantificacion

Se analizaron 10 blancos, evaporando 100 ml de agua destilada obteniéndose asi el limite
mas bajo, en el cual el analito puede ser detectable, en la Tabla 22 se muestran los
resultados obtenidos para el limite de deteccion (LDD) y limite de cuantificacion (LDQ).

Tabla 22 LDD y LDQ para sélidos totales

Ne Blancos para sdlidos
Ensayos totales (mg/l)
1 5
2 7
3 5
4 5
5 4
6 5
7 6
8 7
9 4
10 5
Media 5,333
S 1,059
% CV 19,863
LDD 8,511
LDQ 10,630

Fuente: El autor

Los resultados obtenidos para solidos totales, alcanzaron un limite de deteccion de 8,51
mg/l y un limite de cuantificacion de 10,63 mg/l. Siendo el limite de cuantificacion el
nivel mas bajo en el que el analito puede ser detectado y cuantificado, por lo tanto se lo
considera cdmo la concentracion mas baja del analito que puede ser determinada con un

nivel aceptable de precision, confirmando lo sefialado en la “Guidance for Industry

Bioanalytical Method Validation” en la cual indica que el limite de cuantificacion no
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debe exceder el 20% del coeficiente de variacion. En el Anexo Il se muestran los
calculos respectivos.

o Rango de trabajo

Como limite maximo de trabajo para solidos totales es 5000 mg/l, que fue la maxima
concentracién con la que se trabajé, proporcionando una recuperacion de 100,1% estando

dentro del rango de recuperacion comprendida entre 94y 106%.

Por lo tanto el rango de trabajo esta comprendido entre 10,63 y 5000 mg/l, con esto se
puede indicar que el método reporta valores de alta confianza a estas concentraciones. Si
en algln caso una muestra contiene una concentraciéon mayor al limite maximo se debe

hacer una dilucion.

o Repetibilidad

En la Tabla 23 se presenta los datos obtenidos del analisis de repetibilidad mediante el
andlisis de varianza ANOVA. En el cual se evalua el calculo de los cuadrados medios y el
nivel de significancia respecto a la prueba F, con un nivel de confianza del 95%.[5] En el

Anexo V se presentan los célculos respectivos.

Tabla 23 Repetibilidad de sélidos totales

Nivel I:-Experimental F-Critico Diferencia S:relgz:eérr:t?(;s
1 2,436 2,87 No 3,932
2 2,285 2,87 No 1,328
3 1,317 2,87 No 0,649

Fuente: EL Autor

Al comparar los resultados obtenidos en el analisis del F-gyperimentar CON l0s datos del F-
critico» S€ Verificd que no hay diferencia significativa en el método, cumpliendo con el

criterio de aceptacion el cual indica que el F-criico tiene que ser mayor al F-gyperimental-

Por otro lado el coeficiente de variacion cumple con el criterio de aceptacion,
demostrando que hay repetibilidad del método. Se puede verificar lo estipulado tanto en

“Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation” como en “Criterios para la

validacién de métodos fisicoquimicos” que en su parte pertinente menciona que el

coeficiente de variacion debe ser menor al 15 0 16% respectivamente.
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Reproducibilidad

En el Tabla 24 y 25 se muestra el analisis de reproducibilidad para el nivel 2y 3, en
donde se realiza una prueba T de varianzas y una prueba F. Los calculos concernientes se

muestran en el Anexo VI.

Tabla 24 Reproducibilidad de sélidos totales, prueba F para varianza de dos muestras

Nivel F Experimental F Critico Diferencia
2 0,301 3,18 No
3 1,224 3,18 No

Fuente: EI Autor

F-critico > F-experimentat: CONSecuentemente cumple con el criterio de aceptacion el cual
indica que el F-critico €5 mayor que el F-geperimenta, demostrando que no hay diferencia

significativa, asi mismo muestra la reproducibilidad del método.

Tabla 25 Reproducibilidad de so6lidos totales, prueba T para 2 variables correlacionadas o pareadas

Nivel T Experimental T Critico Diferencia
2 1,2028 2,262 No
3 0,4073 2,262 No

Fuente: EIl Autor

Como se observa en la Tabla 25 el método es reproducible, indicando que no hay
diferencia significativa debido a que el T- critico > T- Experimenta, CUMpliendo el criterio de

aceptacion el cual manifiesta que el T- ¢ritico debe ser mayor al T- gxperimental.

Se confirma la reproducibilidad del método debido a que tanto en la prueba F como en la
prueba T no hay diferencia significativa, cumpliendo con los criterios de aceptacion

respectivos.

Nota: El andlisis de reproducibilidad para la prueba T, lo realizé el mismo analista pero

en diferentes semanas.

Exactitud

Para el andlisis de exactitud se analizd por duplicado muestras de agua natural de esta
manera se encontrd la concentracion del analito en la matriz. Se enriquecié adicionando
cierta masa del estandar de NaCl “Standard Sodium Chloride”, se pesé alrededor de 50,
100 y 500 mg. Para su determinacion se evaluo el porcentaje de recuperacion obtenido.

En la Tabla 26 se muestran los resultados para recuperacién en sélidos totales.
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Tabla 26 Recuperacion de sélidos totales matriz agua natural

Concentracion de Mas_a _de NacCl Masa de NaCl + Recuperacion
N° la muestra en : ad|C|_onada : : mugstra : : : :
mg/l Nivel [ Nivel [ Nivel [ Nivel [ Nivel [ Nivel [ Nivel [ Nivel | Nivel
1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 65 53 100 500 118 168 557 | 100% | 103% | 98%
2 53 55 103 505 105 154 566 95% | 98% | 102%
3 85 50 98 497 135 185 587 | 100% | 102% | 101%
4 65 51 101 501 115 164 551 98% | 98% | 97%
5 54 49 100 503 103 158 554 | 100% | 104% | 99%
6 97 53 102 499 151 198 586 | 102% | 99% | 98%
7 73 51 99 502 123 168 573 98% | 96% | 100%
8 68 54 105 504 122 175 579 | 100% | 102% | 101%
9 73 56 100 500 128 176 568 98% | 103% | 99%
10 45 48 103 498 94 145 535 [ 102% | 97% | 98%

Fuente: EI Autor

Como se puede observar los resultados obtenidos en la Tabla 26, se encuentran dentro del

rango comprendido entre el 84 y 116% segln la ecuacion de Horwitz, cumpliendo con el

criterio de aceptacion, también cumple con el criterio establecido en el laboratorio el

mismo que indica que la recuperacion debe estar entre 94 y 106%.

Gréfico de control

Con los datos de recuperaciéon obtenidos en la Tabla 26 se realizd la Figura 36 que

corresponde al grafico de control.

107% -I
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105% —o—Nivel 2
103% +— Nivel 3
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97% -
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Figura 36 Gréfico de control para sélidos totales
Fuente: EI Autor

Como se puede observar en la Figura 36 los datos se encuentran dentro de los limites

méaximos y minimos del gréfico de control. Con lo que corrobora el criterio de aceptacion
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para la recuperacion el cual indica que debe estar entre 94 y 106 %. También se

comprobd que no existen tendencias en los resultados del gréfico.

. Incertidumbre

En la Figura 37 se presentan las fuentes de incertidumbre para sélidos totales, que han
sido identificadas asi como las fuentes que son explicitas que provienen de otras fuentes

como certificados, manuales, entre otras.
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1. U de la hal:
Dilucién © a halanza

Ucalib. Utemp. Urepet. U calib. Utemp. Urepet.

U calib. Utemp. y I'Emt.\
U wolumen U\:‘Dlumen U Calibracion :Is:::iun
aforo Alicuota Balanza _
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U calib. Utemp. Urepet.
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U sol. Trabajo
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| 5.U repetibilidad

3.U Volumen [ 4.UPurezaNacl |
Muestra

Figura 37 Diagrama causa efecto para fuentes de incertidumbre de sdlidos totales
Fuente: EI Autor

En la Tabla 27 se presenta la incertidumbre que se ha calculado en la validacion de
s6lidos totales, los resultados obtenidos se muestran por nivel de trabajo. La

incertidumbre expandida demuestra que el método posee un 95% de confianza.[17]

Tabla 27 Incertidumbre solidos totales

Concentracion | U expandida
mg/I mg/l
50 3,9415
100 5,6950
500 13,5666
1000 21,7776
5000 50,8384

Fuente: EI Autor
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RESULTADO VALIDACION CLORUROS

Los datos obtenidos se muestran en el Anexo Il, los resultados presentados a continuacién se
examind: limite de deteccidn, limite de cuantificacidn, repetibilidad, reproducibilidad, exactitud,
incertidumbre y graficos de control. No se presenta linealidad debido a que es un método
volumétrico y por lo tanto los calculos proporcionan directamente la concentracién en mg/l de
CIl'. Con lo cual se demuestra la validacion del método, cumpliendo con los criterios de

aceptacion que se requieren.

Titulo del Método Analitico

Método APHA 4500 — CI" B. Argentometric Method

Resultados del estudio de validacion

o Limite de deteccion y cuantificacion

Se analizaron 10 blancos, usando de 100 ml de agua destilada con la finalidad de
determinar el limite mas bajo de deteccién del analito, se procedié como una muestra

normal obteniendo los siguientes resultados mostrados en la Tabla 28.

Tabla 28 LDD y LDQ para cloruros

N° Blancos para
Ensayos cloruro (mg/l)
1 1,500
2 1,749
3 1,250
4 1,250
5 1,749
6 1,500
7 1,250
8 1,500
9 1,250
10 1,500
Media 1,450
S 0,197
% CV 13,579
LDD 2,040
LDQ 2,434

Fuente: EI Autor

Los resultados obtenidos en cloruros, alcanzaron un limite de deteccion de 2,040 mg/l y
un limite de cuantificacion de 2,43 mg/l. Siendo el limite de cuantificacién el nivel méas
bajo en el que el analito puede ser detectado y cuantificado, por lo tanto se lo considera
como la concentracion mas baja del analito que puede ser determinada con un nivel

aceptable de precision, corroborando lo sefialado en la “Guidance for Industry
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Bioanalytical Method Validation” en la cual indica que el limite de cuantificacion no

debe exceder el 20% del coeficiente de variacién.

o Rango de trabajo

Como limite maximo de trabajo para cloruros es 1000 mg/l, que fue la méaxima
concentracién con la que se trabajé, proporcionando una recuperacién de 100,4% estando
dentro del rango de recuperacién comprendida entre 106 y 94%.

Por lo tanto el rango de trabajo estd comprendido entre 2,43 y 1000 mg/l, con esto se

indica que el método reporta valores de alta confianza a estas concentraciones.

o Repetibilidad

En la Tabla 29 se presenta los datos obtenidos del analisis de repetibilidad mediante el
analisis de varianza ANOVA. En el cual se evalua el célculo de los cuadrados medios y el
nivel de significancia respecto a la prueba F, con un nivel de confianza del 95%.[5] En el

Anexo V se presentan los célculos concernientes.

Tabla 29 Repetibilidad de cloruros

Nivel I:-Experimental F-Critico Diferencia S:ﬁgg:eéﬂt?(gg
1 0,325 2,87 No 4,11
2 0,995 2,87 No 1,02
3 0,602 2,87 No 1,25

Fuente: EL Autor

Al realizar la comparacion del F-critico CON €l F-gyperimentar €N 12 Tabla 29 se puede observar
gue no hay diferencia significativa, cumpliendo el criterio de aceptacién el cual indica

que el F-critico tiene que ser mayor al F-gyperimental-

En lo concerniente al criterio de aceptacion para el coeficiente de variacién, cumple con

la condicion que se establece tanto en “Guidance for Industry Bioanalytical Method

Validation” como en “Criterios para la validacion de métodos fisicoquimicos” donde

mencionan que el coeficiente de variacion debe ser menor al 15%, de esta manera se

puede confirmar que el método es repetible.

o Reproducibilidad

En el Tabla 30 y 31 se muestra el analisis de reproducibilidad para el nivel 2 y 3, donde
se realiza una prueba T de varianzas y una prueba F. Los céalculos de reproducibilidad se

muestran en el Anexo VI.

76



UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA

TITULACION DE INGENIERO QUIMICO

Tabla 30 Reproducibilidad de cloruros, prueba F para varianza de dos muestras

Nivel F Experimental F Critico Diferencia
2 1,135 3,18 No
3 2,342 3,18 No

Fuente: El Autor

Como se observa en la Tabla 30 el F-critico > F-gxperimentar demostrando que no hay
diferencia significativa, ya que cumple con el criterio de aceptacion el cual indica que el

F-critico tiene que ser mayor al F-gyperimental-

Tabla 31 Reproducibilidad de cloruros, prueba T para 2 variables correlacionadas o pareadas

Nivel T Experimental T Critico Diferencia
2 0,744 2,262 No
3 1,104 2,262 No

Fuente: EIl Autor

Como se observa en la Tabla 31 no hay diferencia significativa, ya que los valores del T-
critico SON mayores que los calculados en el T-guperimentar CUMpliendo con el criterio de

aceptacion en cual manifiesta que el T-critico debe ser mayor al T- gxperimental-

Como la prueba F y la prueba T no presentan diferencia significativa, se demuestra que el

método es reproducible.

Nota: El andlisis de reproducibilidad para la prueba T, lo realizé el mismo analista pero

en diferentes semanas.
Exactitud

Para el analisis de exactitud se analizé por duplicado muestras de agua natural de esta
manera se encontr la concentraciéon del analito en la matriz. Se enriquecié con una
solucion estandar de “Chloride Standard Solution” (material de referencia certificado), en
diferentes niveles de concentracion (10, 20 y 100 mg/l). Para su determinacion se evalud
en base al porcentaje de recuperacion obtenido. En la tabla 32 se presentan los resultados

para recuperacion en cloruro.
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Tabla 32 Recuperacion para cloruros

Concentracion Concentraciones + muestra Recuperacién
0 - - -
N de la nrqnugﬁtra en ;\lo“:ﬁlg/l| |5\10I\$Iglzl 1';8’:93;' Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
1 6,9 17,2 56,5 104,9 103% 99% 98%
2 8,9 18,7 58,9 109,8 98% 100% 101%
3 4,5 14,7 54,9 106,5 102% 101% 102%
4 5,5 15,2 56,9 105,9 97% 103% 100%
5 6,4 16,2 55,9 107,5 98% 99% 101%
6 8,3 18,4 58,7 110,4 101% 101% 102%
7 6,3 16,5 54,6 106,5 102% 97% 100%
8 7,5 17,2 58,6 108,9 97% 102% 101%
9 4,9 15,4 55,5 104,9 105% 101% 100%
10 4,2 14,5 53,7 103,4 103% 99% 99%

Fuente: El Autor

Segun la ecuacion de Horwitz el porcentaje de recuperacion debe estar comprendido entre
el 84 y 116%, por lo tanto los resultados obtenidos en la Tabla 32 cumplen con este
criterio, ademas cumplen con el criterio establecido en el laboratorio en el cual se

establece que la recuperacién debe estar entre un 94 y 106%.

. Grafico de control

Con los datos de recuperacion obtenidos en la Tabla 32 re realizo6 el grafico de control

gue se presenta en la Figura 38.
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Figura 38 Gréfico de control para cloruros
Fuente: EIl Autor

Como se observa los tres niveles se encuentra dentro de los limites maximos y minimos

del grafico de control, también se comprobd que no existe tendencia en los resultados,
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con esto podemos indicar que el criterio de acepcion se cumple ya que los valores estan
comprendidos entre del 94 al 106 %.

. Incertidumbre

En la Figura 39 se muestran las fuentes de incertidumbre para cloruros, que han sido
identificadas en el transcurso de la validacion, asi como las fuentes que son explicitas que
provienen de otras fuentes como certificados, manuales, entre otras. Los calculos de la

incertidumbre para cloruros se presentan en el Anexo VII.
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Figura 39 Diagrama causa efecto para fuentes de incertidumbre de cloruros
Fuente: EI Autor

En la Tabla 33 se presentan los valores de incertidumbre que se han obtenido en la
validacion, los resultados obtenidos se muestran por nivel de trabajo. La incertidumbre

expandida indica que el método reportar un 95% de confianza.[17]

Tabla 33 Incertidumbre cloruros

Concentracion | U expandida

mg/I mg/I

5 0,4357

10 0,6294

50 1,7991
100 2,6340
500 4,5218
1000 10,2045

Fuente: EI Autor
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RESULTADO VALIDACION DUREZA TOTAL

Los datos obtenidos se muestran en el Anexo I, en los resultados presentados a continuacion se
examino: limite de deteccion, limite de cuantificacion, repetibilidad, reproducibilidad, exactitud,
incertidumbre y gréficos de control. No se presenta linealidad debido a que es un método
volumétrico y por lo tanto los calculos proporcionan directamente la concentracién en mg/l de
dureza total. Con lo cual se demuestra la validacion para dureza total, cumpliendo con los

criterios de aceptacion requeridos.

Titulo del Método Analitico

Método APHA 2340 — C. EDTA Titrimetric Method

Resultados del estudio de validacion

o Limite de deteccion y cuantificacion

Para este método se analizaron 10 blancos de agua destilada con la finalidad de encontrar
el limite de deteccion mas bajo, se procedié como una muestra normal, los datos se

muestran en la Tabla 34.

Tabla 34 LDD y LDQ para dureza total

N° Blancos para dureza
Ensayos total (mg/l)

1 1,0400
2 0,9776
3 0,9984
4 1,0608
5 1,0192
6 1,0400
7 1,0816
8 1,0192
9 1,0608
10 1,0400
Media 1,0338
S 0,0311
% CV 3,0069
LDD 1,1270
LDQ 1,1892

Fuente: El Autor

En los resultados obtenidos para dureza total, se obtuvo un limite de deteccion de 1,13
mg/l y un limite de cuantificacion de 1,19 mg/I. Siendo el limite de cuantificacion el nivel
més bajo en el que el analito puede ser detectado y cuantificado, por lo tanto se lo
considera cdmo la concentracion mas baja del analito que puede ser determinada con un

nivel aceptable de precision, confirmando lo sefialado en la “Guidance for Industry
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Bioanalytical Method Validation” en la cual indica que el limite de cuantificacion no

debe exceder el 20% del coeficiente de variacién. En el Anexo Il se muestran los

calculos correspondientes.

o Rango de trabajo

Como limite maximo de trabajo para dureza total es 193 mg/l, ya que es el estandar de
mayor concentracion que posee el laboratorio y con el que se trabajo, proporcionando una
recuperacion de 100,4% estando dentro del rango de recuperacién comprendida entre 94
y 106%.

Por lo tanto el rango de trabajo esta comprendido entre 1,19 y 193 mg/l, con esto se
indica que el método obtiene valores de alta confianza a estas concentraciones. Si
existieran muestras con concentraciones mayores al limite maximo de trabajo se necesita

hacer una dilucion.

o Repetibilidad

En la Tabla 35 se presenta los datos obtenidos de repetibilidad para dureza total mediante
un analisis de varianza ANOVA. En el cual se evalua el calculo de los cuadrados medios
y el nivel de significancia respecto a la prueba F, con un nivel de confianza del 95%.[5]

En el Anexo V se presentan los calculos concernientes.

Tabla 35 Repetibilidad de dureza total

Nivel I:-Experi mental F-Critico Diferencia S:relgz:eérr:t?(;s
1 0,231 2,87 No 3,491
2 0,586 2,87 No 3,143
3 0,325 2,87 No 2,246

Fuente: EL Autor

Al realizar la comparacion de los resultados obtenidos en la Tabla 35, se puede concluir
que el método no presenta diferencia significativa debido a que cumple con el criterio de

aceptacion el cual indica que el que el F-cyitco tiene que ser mayor que el F-gyperimental-

En lo referente al criterio de aceptacion para el coeficiente de variacién, cumple con la

condicion que se establece tanto en “Guidance for Industry Bioanalytical Method

Validation” como en “Criterios para la validacion de métodos fisicoquimicos” donde

mencionan que el coeficiente de variacion debe ser menor al 15%, de esta manera se

puede confirmar que el método es repetible.
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o Reproducibilidad

En el Tabla 36 y 37 se muestra el anlisis de reproducibilidad para el nivel 2y 3, en el
cual se realiza una prueba T de varianzas y una prueba F. Los célculos de
reproducibilidad se muestran en el Anexo VI.

Tabla 36 Reproducibilidad de dureza total, prueba F para varianza de dos muestras

Nivel F Experimental F Critico Diferencia
2 0,889 3,18 No
3 1,211 3,18 No

Fuente: EI Autor

Como se puede ver en la Tabla 36 el F-critico > F-experimentai: D€ €Sta manera se confirma
gue no hay diferencia significativa, ya que cumple con el criterio de aceptacion el cual

indica que el F-critico tiene que ser mayor al F-gyperimental-

Tabla 37 Reproducibilidad de dureza total, prueba T para 2 variables correlacionadas o pareadas

Nivel T Experimental T Critico Diferencia
2 0,129 2,262 No
3 0,407 2,262 No

Fuente: El Autor

Como se observa en la Tabla 37 no hay diferencia significativa, ya que los valores del T-
critico SON Mayores que los calculados en el T-gyperimental, CUMpliendo con el criterio de

aceptacion en cual manifiesta que el T-critico debe ser mayor al T- gxperimental-

Con los resultados presentados en la Tabla 36 y 37 se puede demostrar que el método es
reproducible, debido a que tanto la prueba F como la prueba T no presentan diferencia

significativa.

Nota: El andlisis de reproducibilidad para la prueba T, lo realizé el mismo analista pero

en diferentes semanas.

° Exactitud

Se analizé por duplicado muestras de agua natural de esta manera se encontré la
concentracion del analito en la matriz. Se enriqueci6 con una solucién estandar de
“Hardness/TSS - WP” (material de referencia certificado), en diferentes niveles de
concentracion (5, 50 y 100 mg/l). Para su determinacion se evalla en base al porcentaje
de recuperacion obtenido. En la Tabla 38 se presentan los resultados para recuperacion en

dureza total.
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Tabla 38 Recuperacion para dureza total

SareariRalan Concentraciones + muestra Recuperacion

N° | de la muestra Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 . ) )

(mg/l) 5 mgl 50 mg/l | 100 mgll Nivel 1 | Nivel 2 | Nivel 3
1 9,36 14,56 59,80 108,16 104% 101% 99%
2 16,64 21,49 68,12 115,44 97% 103% 99%
3 12,48 17,33 61,36 113,36 97% 98% 101%
4 11,44 16,64 62,40 109,20 104% 102% 98%
5 10,4 15,25 59,80 111,28 97% 99% 101%
6 13,52 18,72 64,48 114,40 104% 102% 101%
7 7,28 12,48 57,72 104,00 104% 101% 97%
8 14,56 19,76 63,44 112,32 104% 98% 98%
9 8,32 13,27 59,28 108,16 99% 102% 100%
10 15,6 20,80 67,08 117,52 104% 103% 102%

Fuente: El Autor

Como se puede observar en la Tabla 38 el porcentaje de recuperacion se encuentra

dentro del criterio segln la ecuacion de Horwitz, en el cual indica que debe estar

entre 84 y 116%, ademas cumple con el criterio establecido en el laboratorio en el

cual indica que la recuperacidn debe estar entre un 94 y 106 %.

. Grafico de control

Con los resultados obtenidos en la Tabla 38 se realiza el grafico de control para

dureza total.

108%
106%

—o— Nivel 1

104%
102%
100%

98%

9% -
94%

—o—Nivel 2

o— Nivel 3

92% T T T

1 2 3 4

Figura 40 Gréfico de control para dureza total
Fuente: El Autor

Como se observa en la Figura 40 los tres niveles se encuentra dentro de los limites

maximos y minimos del grafico de control, también se comprob6 que no existe tendencia
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en los resultados, con esto podemos indicar que el criterio de aceptacion se cumple ya
que los valores estan comprendidos entre del 94 al 106 %.

. Incertidumbre

En la Figura 41 se muestran las fuentes de incertidumbre para dureza total, que han sido
identificadas en el transcurso de la validacion, asi como las fuentes que son explicitas que
provienen de otras fuentes como certificados, manuales, entre otras. Los calculos de la

incertidumbre para cloruros se presentan en el Anexo VII.

1. U Factor
Dilucion 1. U Molaridad
U Peso Malecular
Ucalib, Utemp. Urepet. S Ucalib. Utemp. Urepet. Ucalib, Utemp. Urepet.
\‘\‘\. \‘\‘\‘ U calib.
olumen UVolumen U Volumen \!
U Masa

TN
Afora Alicuota Titulacidn
DUREZA
» TOTAL
U Repetibilidad /
U Repetibilidad
L U reaccidn
UTemperatura U Temperatura /
U Tiempo

U Calibracidn U Calibracdn

3.U Volumen 4.U Volumen de ‘ 5.U repetibilidad |
Titulacion Muestra

Figura 41 Diagrama causa efecto para fuentes de incertidumbre de dureza total
Fuente: El Autor

En la Tabla 39 se presenta la incertidumbre en la validacién de dureza total, los resultados
obtenidos se muestran por nivel de trabajo. La incertidumbre expandida reporta un 95%

de confianza en el valor del método.[17]

Tabla 39 Incertidumbre dureza total

Concentracion | U expandida
mg/I mg/I
5 0,483
10 0,785
50 1,394
100 3,811
193 7,518

Fuente: El Autor
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Conclusiones

En base a los diferentes analisis que se realizé en la validacién se llegé a las siguientes

conclusiones.

o Se logro validar métodos fisicos quimicos para la cuantificaciéon de DBO, DQO, nitritos,
solidos totales, cloruros y dureza total en aguas residuales, aguas naturales y agua
potable, analizando parametros como linealidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, repetibilidad, reproducibilidad, exactitud, graficos de control e

incertidumbre, cumpliendo cada uno de estos con los criterios de aceptacion requeridos.

o En la linealidad tanto de DQO como de nitrito se determina que el coeficiente de
correlacion es mayor a 0,995 lo que indica que el método posee linealidad estadistica para
las diferentes concentraciones con las que se trabajé por lo tanto cumplen con los

requisitos indicados en “Analisis instrumental: Algunas herramientas de ensefianza-

aprendizaje adaptadas al EEES”

. El coeficiente de variacion de cada uno de los métodos en los diferentes niveles de
concentracion, proporciond valores menores al 15%, cumpliendo con los criterios de

aceptacion que se muestran tanto en “Guidance for Industry Bioanalytical Method

Validation” como en “Criterios para la validacion de métodos fisicoquimicos” lo que

indica que los métodos tiene repetibilidad.

o Para la determinacion de repetibilidad se usé un andlisis de varianza ANOVA con un
nivel de confianza del 95%, comprobando que no hay diferencia significativa en ninguno
de los niveles en los diferentes métodos, cumpliendo con el criterio de aceptacion que

indica que el F-criico debe ser mayor al F-geperimental, Sefialado en “Criterios para la

validacion de métodos fisicoguimicos”

o Para reproducibilidad se us6 una prueba t-student para 2 variables correlacionadas o
pareada, usando la misma muestra, el mismo analista pero el ensayo se los realizé en
diferentes semanas, como resultado de ésto se obtuvo que los métodos en los diferentes
niveles cumplen con el criterio de aceptacion el cual indica que T-criico debe ser mayor al

T-gxperimental, INdicado en “Criterios para la validacion de métodos fisicoquimicos”
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o Se logro establecer por medio de estudios de laboratorio una base de datos que demuestra
gue los métodos analiticos validados, tienen las caracteristicas de desempefio que son

adecuadas para cumplir los requerimientos del laboratorio.
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Recomendaciones

o En la determinacién de dureza total se recomienda aumentar volumen de muestra si el
volumen de titulaciéon es demasiado bajo con la finalidad de obtener resultados con

mayor precision.

o Cuando se desequen las capsulas en sélidos totales tomar el tiempo exacto (40 minutos),

ya que empiezan a ganar humedad y esto produce resultados erréneos.

o Cada vez que se haga un ensayo el técnico analista deberé realizar una recuperacion del

método con la finalidad de verificar los resultados.

o Las botellas de incubacion, magnetos y depositos de alcalis para DBO se recomienda
lavarlas bien con agua caliente, sin la utilizacion de detergente ya que su alta
concentracién en DBO puede afectar las mediciones posteriores si quedan trazas del
detergente en los recipientes.

o Una vez realizada la validacion de estos ensayos se debe participar en interlaboratorios

para acreditar los mismos.

o Para DBO se recomienda preparar agua de dilucién cada vez que se va realizar el
ensayo, ya que los nutrientes se pueden degradar y los microorganismos no desarrollen,

y el ensayo no obtenga un buen resultado.

o La incubadora Lab-Line Ambi-Hi-Low, para poder hacer el ensayo de DBO
necesariamente tiene que estar a 20 £1°C, ya que un cambio brusco en la temperatura

hace que los sensores DBO den resultados erroneos.

o Al momento de hacer la lectura para nitrito, DQO, las celdas tiene que estar en perfecto

estado y totalmente limpias, de esta manera se obtendra buenos resultados en la lectura.

o Se tiene que trabajar con materiales de referencia certificados y en perfecto estado ya
que de esta forma se obtendran resultados confiables (en el Anexo 1X se muestran los

certificados de analisis).

. Se debe trabajar con material volumétrico de vidrio limpio, seco, en buen estado y

debidamente calibrado mediante calibraciones internas por el personal del laboratorio.
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ANEXO |

Calculos

1. Cloruros

Estandarizacion de la solucién de nitrato de plata

Se prepar6 una solucion de nitrato de plata de concentracion 0,0141 N
Masa molecular del AgNO; = 169,87 g/mol

1N ——> 169,87 AgNO;
00141N —> X

_ 0,0141 N % 169,78¢
N 1N
x=2395g

X

Se prepar6 500 ml de solucion valorante

1000 ml —> 2,395¢
500ml ——> X

_ 500ml*2,395¢9
X = T 1000 ml
x= 1,1975¢g

Luego se pesé aproximadamente 0,01 g de NaCl y se lo diluyé en 50 ml de agua destilada.
Esta solucion nos permitiré estandarizar la solucion de nitrato de plata.
Peso de NaCl=0,0122 g

Al realizar la valoracién se gastd un volumen de 15,4 ml de la soluciéon de AgNO;. Para

evitar errores en la valoracion se corre un blanco con agua destilada gastandose 0,4 ml.

Se utiliza la siguiente formula para determinar la normalidad real del nitrato de plata:

Eqnaci= Equivalente Quimico NaCl: 58,45 g/mol

74 x1000
NR = NacCl
Vgastadox EQNacl
0,0122 x1000
NR

~ (15,4 — 0,4)x 58,45



0,0122 x1000

NR =
(15,4 — 0,4)x 58,45
NR =0,0139N
. Dureza Total

Estandarizacion de la solucién de EDTA

La solucion de EDTA 0,0104 M se estandarizd, pesando alrededor de 0,1 g de CaCQOs, a ésta

se la disolvié en 100 ml y luego se tomé una alicuota de 10 ml y se la titulo con EDTA

100 ml ——>  0,1037 g CaCO3
0om —> X

X =0,01037 g CaCO;

El volumen de la titulacién fue 10 mi

MR = gCaC0O3 x 1000
"~V x Masa molecular CaCOs

~0,01037 x 1000
~ 10x 100,98

MR =0,0103 M



ANEXO Il

Resultados Obtenidos
DBO
En la siguiente Tabla se presentan los datos obtenidos de DBO, con los cuales se realizé la

validacion. Estos se obtuvieron debido a que se enriquecié matrices de agua natural, agua de
consumo y agua residual con el patron DBO “BOD Standard” de concentracion de 210

mg/l.
N° 42 ppm 84 ppm 105 ppm 210 ppm
1 40 83 102 228
2 43 87 105 217
3 42 84 104 228
4 44 82 98 217
5 40 85 107 223
6 42 82 104 220
7 45 83 107 223
8 42 89 104 227
9 42 87 106 211
10 41 83 108 209
11 42 82 105 229
12 43 85 103 227
13 42 81 109 228
14 43 82 104 226
15 43 84 109 210
16 39 87 96 227
17 43 86 106 210
18 39 85 107 221
19 42 85 105 228
20 41 84 100 226
21 40 85 107 213
22 41 84 103 209
23 43 82 105 225
24 42 87 108 221
25 43 84 107 214

Fuente: EI Autor



DQO

En la siguiente Tabla se presentan los datos obtenidos para DQO, con los cuales se realizo
la validacion. Estos se obtuvieron debido a que se enriquecio matrices de agua natural, agua
de consumo y agua residual con el estandar de DQO “Chemical Oxygen Demand Estandar

solution” de concentracion de 1000 mg/I.

N 20 ppm 50 ppm 100 ppm 200 ppm 500 ppm 1000 ppm
Conc. | Abs. | Conc. | Abs. | Conc. | Abs. | Conc. | Abs. | Conc. | Abs. | Conc. | Abs.
1 21 |0010| 49 |0,022| 106 | 0,047 | 206 | 0,092 | 494 | 0,219 | 1014 | 0,459
2 20 | 0,009| 50 |0,022| 106 | 0,047 | 208 | 0,092 | 491 | 0,218 | 993 | 0,441
3 21 |0010| 54 |0,024| 100 | 0,044 | 204 | 0,090 | 512 | 0,217 | 1001 | 0,444
4 19 |0009| 53 |0,023| 106 |0,047 | 198 | 0,088 | 497 | 0,220 | 1024 | 0,455
5 19 |0009| 50 |0,022| 106 |0,044 | 193 | 0,086 | 495 | 0,220 | 1002 | 0,445
6 21 |0010| 50 |0,022| 101 |0,045| 209 | 0,093 | 498 | 0,221 | 1002 | 0,445
7 21 |0010| 52 |0,023| 109 | 0,048 | 204 | 0,091 | 495 | 0,220 | 1020 | 0,453
8 20 |0,009| 55 |0,025| 99 |0,044 | 209 |0,093| 497 | 0,220 | 993 | 0,441
9 20 | 0,009| 51 |0,023| 100 | 0,045 | 204 | 0,091 | 499 | 0,221 | 1005 | 0,448
10| 21 |0011| 48 |0,021| 97 |0,043| 220 | 0,097 | 495 | 0,220 | 995 | 0,442
11| 19 |0,009| 53 |0,025| 101 |0,045| 212 | 0,094 | 498 | 0,221 | 1001 | 0,444
12| 19 |0,009| 54 |0,024| 100 |0,044 | 206 | 0,092 | 490 | 0,217 | 1020 | 0,453
13| 19 |0,009| 48 |0,021| 95 |0,043| 206 |0,091| 498 | 0,221 | 1002 | 0,445
14| 20 |0,009| 53 |0,024| 98 |0043| 206 | 0,092 | 519 | 0,224 | 993 | 0,442
15| 21 |0,010| 53 |0,024| 100 | 0,044 | 203 | 0,090 | 491 | 0,218 | 1023 | 0,454
16| 20 |0010| 51 |0,023| 104 |0,046 | 190 | 0,084 | 492 | 0,219 | 1030 | 0,457
17| 20 |0,010| 50 |[0,022| 99 |0,044 | 209 |0,093| 500 | 0,222 | 987 | 0,452
18| 20 |0,009| 54 |0,024| 101 |0,045| 211 | 0,093 | 501 | 0,222 | 1000 | 0,444
19| 19 |0,009| 53 |0,024| 108 |0,048 | 206 | 0,092 | 501 | 0,222 | 998 | 0,443
20| 21 |0010| 51 |0,023| 100 | 0,044 | 210 | 0,094 | 495 | 0,220 | 996 | 0,442
21| 19 |0009| 55 |0,025| 101 |0,045| 208 | 0,092 | 510 | 0,222 | 995 | 0,442
22| 21 |0010| 51 |0,023| 106 | 0,047 | 192 | 0,085 | 514 | 0,228 | 1002 | 0,445
23| 19 |0,009| 48 |0,021| 100 | 0,044 | 202 | 0,090 | 505 | 0,224 | 1023 | 0,454
24| 21 |0010| 50 |0022| 98 |0,043| 199 | 0,089 | 498 | 0,221 | 1012 | 0,448
25| 20 |0009| 50 |0,022| 101 |0,045| 204 | 0,090 | 497 | 0,220 | 1008 | 0,470

Fuente: EI Autor




NITRITOS

En la siguiente Tabla se presentan los datos obtenidos de nitritos, con los cuales se realiz6 la
validacion. Estos se obtuvieron debido a que se enriquecié matrices de agua natural, agua de
consumo y agua residual, a partir de la solucién madre de nitrito de concentracion de 10 mg/l, la
misma que fue preparada a partir del estandar de nitrito “Nitrite standard solution traceable” de

concentracion de 1000 mg/l.

e 0,05 ppm 0,1 ppm 0,3 ppm 0,5 ppm 0,8 ppm
Conc | Abs Conc Abs Conc Abs Conc Abs Conc | Abs
1 0,048 | 0,086 | 0,098 | 0,171 | 0,293 | 0,517 | 0,497 | 0,877 | 0,789 | 1,394
2 0,048 | 0,085 | 0,096 | 0,169 | 0,296 | 05523 | 0,493 | 0,871 | 0,787 | 1,390
3 0,049 | 0,086 | 0,098 | 0,170 | 0,295 | 0,521 | 0,494 | 0,873 | 0,788 | 1,392
4 0,048 | 0,086 | 0,094 | 0,168 | 0,293 | 0,517 | 0,496 | 0,876 | 0,790 | 1,396
5 0,046 | 0,081 | 0,099 | 0,171 | 0,296 | 05520 | 0,497 | 0,878 | 0,791 | 1,398
6 0,047 | 0,084 | 0,099 | 0,171 | 0,300 | 0,530 | 0,501 | 0,885 | 0,793 | 1,403
7 0,048 | 0,086 | 0,099 | 0,172 | 0,291 | 05515 | 0,49 | 0,876 | 0,792 | 1,401
8 0,047 | 0,085 | 0,200 | 0,172 | 0,295 | 0,521 | 0,500 | 0,883 | 0,789 | 1,393
9 0,045 | 0,082 | 0,095 | 0,168 | 0,293 | 0,513 | 0,494 | 0,872 | 0,792 | 1,399
10 0,047 | 0,084 | 0,095 | 0,168 | 0,296 | 0522 | 0,496 | 0,876 | 0,792 | 1,400
11 0,050 | 0,089 | 0,008 | 0,171 | 0,295 | 0,521 | 0,496 | 0,876 | 0,794 | 1,404
12 0,051 | 0,091 | 0,01 | 0,172 | 0,296 | 0,523 | 0,501 | 0,886 | 0,790 | 1,394
13 0,050 | 0,089 | 0,201 | 0,172 | 0,285 | 0,503 | 0,493 | 0,871 | 0,795 | 1,405
14 0,049 | 0,088 | 0,098 | 0,170 | 0,293 | 0,517 | 0,500 | 0,883 | 0,793 | 1,403
15 0,049 | 0,088 | 0,098 | 0,170 | 0,294 | 0,523 | 0,495 | 0,875 | 0,794 | 1,404
16 0,048 | 0,086 | 0,094 | 0,165 | 0,294 | 0519 | 0,492 | 0,871 | 0,793 | 1,403
17 0,048 | 0,086 | 0,095 | 0,166 | 0,295 | 05521 | 0,498 | 0,880 | 0,790 | 1,396
18 0,050 | 0,090 | 0,096 | 0,171 | 0,293 | 0,517 | 0,497 | 0,878 | 0,791 | 1,398
19 0,048 | 0,087 | 0,098 | 0,174 | 0,299 | 05528 | 0,496 | 0,877 | 0,790 | 1,396
20 0,048 | 0,086 | 0,096 | 0,170 | 0,301 | 0,530 | 0,493 | 0,872 | 0,795 | 1,406
21 0,047 | 0,085 | 0,098 | 0,171 | 0,300 | 0,530 | 0,495 | 0,876 | 0,785 | 1,387
22 0,048 | 0,087 | 0,099 | 0,172 | 0,296 | 0,523 | 0,493 | 0,873 | 0,792 | 1,400
23 0,047 | 0,085 | 0,094 | 0,167 | 0,288 | 0,508 | 0,496 | 0,875 | 0,789 | 1,394
24 0,051 | 0,090 | 0,201 | 0,179 | 0,293 | 0,517 | 0,501 | 0,886 | 0,786 | 1,388
25 0,048 | 0,087 | 0,094 | 0,167 | 0,303 | 0,533 | 0,497 | 0,877 | 0,788 | 1,392

Fuente: El Autor




En la siguiente Tabla se presentan los datos obtenidos de sélidos totales, con los cuales se
realizé la validacion. Estos se obtuvieron debido a que se enriquecié matrices de agua natural,
agua de consumo y agua residual, a partir de la solucién madre de 1000 mg/l, esta se prepard
disolviendo 1g de NaCl estandar primario (material de referencia certificado) y disolviéndola en

11 de agua destilada. Para el estandar de 5000 mg/l se diluy6 5g de NaCl estandar primario en 11

de agua.

SOLIDOS TOTALES

N° 50 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm 5000 ppm
1 47 99 494 1008 4998
2 47 105 497 989 4941
3 51 100 509 1002 5016
4 48 103 502 1001 5002
5 47 105 505 1020 4946
6 49 100 490 999 5012
7 46 95 495 1011 4994
8 51 96 492 997 5002
9 49 104 501 997 5054
10 47 102 499 1000 5010
11 50 96 505 1002 5014
12 46 100 501 1010 5032
13 51 103 499 1000 5031
14 48 99 499 1002 5034
15 47 100 508 993 5004
16 51 102 509 997 5032
17 49 96 509 994 5025
18 52 99 504 1026 4971
19 50 101 502 1020 5071
20 53 103 508 1010 4961
21 49 94 500 1031 5002
22 49 95 489 998 5057
23 48 99 498 1014 4984
24 47 100 493 1013 4987
25 50 94 515 1006 4979

Fuente: EI Autor




CLORUROS

En la siguiente Tabla se presentan los datos obtenidos de cloruros, con los cuales se realizé
la validacion. Estos se obtuvieron enriquecié las matrices de agua natural, agua de consumo
y agua residual, con diferentes concentraciones a partir del estandar “Chloride standard

solution” de concentracion 1000 mg/1

N° 5 ppm 10 ppm 50 ppm 100 ppm 500 ppm | 1000 ppm
1 5,129 10,207 52,356 103,138 536,817 1044,638
2 5,383 10,461 50,325 102,631 526,661 1054,795
3 4,875 9,953 51,341 105,169 516,505 1014,169
4 5,383 9,953 51,849 101,107 511,426 1024,325
5 4,875 10,715 52,864 102,123 516,505 1029,404
6 4,875 10,461 51,341 103,646 531,739 1034,482
7 5,383 10,461 51,849 103,138 506,348 1024,325
8 4,875 10,715 52,864 102,631 501,270 1029,404
9 5,383 9,953 51,341 102,123 516,505 1044,638
10 5,383 9,953 51,849 102,631 501,270 1004,012
11 5,129 10,207 51,341 103,646 506,348 1009,091
12 5,383 10,207 49,309 105,169 506,348 1009,091
13 5,383 10,715 52,864 103,646 536,817 1024,325
14 4,875 10,461 53,372 102,631 516,505 1019,247
15 5,383 10,715 51,341 104,154 521,583 1019,247
16 5,383 9,953 49,309 102,631 506,348 1024,325
17 5,129 10,461 51,849 102,631 516,505 1029,404
18 5,129 10,207 53,372 102,123 516,505 1029,404
19 5,383 10,207 51,341 103,138 526,661 1029,404
20 4,875 10,715 49,309 104,154 501,270 1009,091
21 5,383 10,461 51,849 105,169 521,583 1034,482
22 5,383 10,461 51,849 102,123 531,739 1044,638
23 5,383 10,207 49,309 104,154 496,192 1029,404
24 5,129 10,461 51,341 103,646 536,817 1024,325
25 5,129 9,953 52,864 102,631 511,426 1009,091

Fuente: EI Autor



Dureza total

En la siguiente Tabla se presentan los datos obtenidos de dureza total, con los cuales se
realizé la validacion. Estos se obtuvieron enriqueciendo las matrices de agua natural, agua
de consumo y agua residual, con diferentes concentraciones a partir del estandar
“Hardness/TSS - WP” de concentracion 193 mg/1

N° 5 ppm 10 ppm 50 ppm 100 ppm 193 ppm
1 4,85 10,05 53,04 100,88 196,56
2 5,20 10,40 52,00 98,80 201,76
3 4,85 9,71 52,00 102,96 186,16
4 5,20 10,40 49,92 98,80 191,36
5 4,85 10,05 53,04 102,96 196,56
6 5,20 10,40 52,00 96,72 191,36
7 4,85 10,40 48,88 102,96 196,56
8 5,20 9,71 50,96 100,88 191,36
9 4,85 10,40 49,92 96,72 196,56
10 5,17 9,71 53,04 100,88 201,76
11 4,85 10,05 48,88 100,88 196,56
12 5,20 10,05 49,92 102,96 201,76
13 4,85 9,71 53,04 96,72 191,36
14 4,85 10,05 50,96 102,96 196,56
15 5,20 10,40 53,04 98,80 191,36
16 5,20 10,40 50,96 102,96 191,36
17 5,20 10,40 52,00 100,88 196,56
18 5,20 10,05 53,04 96,72 186,16
19 4,85 9,71 53,04 102,96 196,56
20 5,20 10,40 50,96 100,88 196,56
21 4,85 10,05 53,04 96,72 201,76
22 5,20 9,71 50,96 102,96 196,56
23 4,85 10,40 49,92 102,96 196,56
24 5,20 10,05 49,92 102,96 196,56
25 4,85 10,40 52,00 98,80 191,36

Fuente: EI Autor



Calculo limite deteccién (dureza total)

ANEXO 111

conc. Concentraciones medidas mg/I Medi Desv.
edia

(Dureza) | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 Est.

0 1,04 10,9776(0,9984 1,0608 [ 1,0192 | 1,04 | 1,0816]1,0192|1,0608( 1,04 | 1,034 | 0,031

X(wop) = X(8) + 358

X(1opy = 1,034 + 3 % (0,031)

X(LOD) = 1,13 mg/l

Célculo limite cuantificacion (dureza total)

X(wop) = X(8) + 55()

X(1op) = 1,034 + 5 % (0,031)

X(LOD) = 1,19 mg/l




Caélculo de la linealidad para Nitritos

ANEXO IV

X (concentracion .
nitritos en mg/l) A losElEnEE)
0,05 0,0864
0,1 0,1703
0,3 0,5205
0,5 0,8769
0,8 1,3974
| Sumatoria 1,750 3,051
Célculo de la pendiente e intercepto
X (concentracion nitritos Y - 2
en mg/l) Absorbancia ) ox
1 0,05 0,0864 0,00432 0,0025
2 0,1 0,1703 0,01703 0,01
3 0,3 0,5205 0,15614 0,09
4 0,5 0,8769 0,43846 0,25
5 0,8 1,3974 1,11795 0,64
sumatoria 1,750 3,051 1,734 0,993
Pendiente Intercepto
_nEXY—(EX+3V) ROLEIROEIONEIN TP

nyx?—(Xx)?
_ 5(1,734) — (1,750 — 3,051)

5(0,993) — (1,750)2

m = 1,75233

Coeficiente de Correlacion

nyXx2—(xX)?
, _ (3,051 +0,993) — (1,750  1,734)

5% 0,993 — (1,750)2
b = —0,0030

X(NO2) | (X—%) | (X—%)? Y Y-» |-y X-0-Y)
1 0,05 -0,300 0,09000 0,086 -0,524 0,275 0,1572
2 0,1 -0,250 0,06250 0,170 -0,440 0,194 0,1100
4 0,3 -0,050 0,00250 0,520 -0,090 0,008 0,0045
5 0,5 0,150 0,02250 0,877 0,267 0,071 0,0400
6 0,8 0,450 0,20250 1,397 0,787 0,620 0,3542
Sumatoria | 1,750 0,380 3,051 1,167 0,6659
media 0,350 0,610




Coeficiente de correlacion

X -0+ -y)

BN S T o

0,6659
10,380 x 1,167

r =0,9999

Calculo de residuos

X(NO2) Y y' pronéstico | yi=residuo
0,05 0,0864 0,08460 0,00176
0,1 0,1703 0,17221 -0,00193
0,3 0,5205 0,52268 -0,00220
0,5 0,8769 0,87314 0,00378
0,8 1,3974 1,39884 -0,00140
y’ prondstico
y'=x*m+b
y' = 0,05 *1,75233 + (—0,003)
y' = 0,08460
Residuo
yi =y — y'pronéstico
yi = 0,0864 — 0,08460
yi =0,00176
0,00500
0,00400 Y
0,00300
§ 0,00200 ®
fg 0,00100
& 0,00000
-0,00100 0,2 0,4 0,6 0,8
L 2
-0,00200 L 4 '
-0,00300 -
Concentracion




ANEXO V

Calculo Repetibilidad (Dureza Total)

Para el nivel 2
Concentraciones
Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
53,04 52,00 48,88 50,96 53,04
52,00 48,88 49,92 52,00 50,96
52,00 50,96 53,04 53,04 49,92
49,92 49,92 50,96 53,04 49,92
53,04 53,04 53,04 50,96 52,00
Media 52,00 50,96 51,17 52,00 51,17
Nﬂ;“aetg‘; de 5 5 5 5 5

Gran media muestra

Xdl’al + Xdl’az + Xdia?; + Xdiazt + )?dias

X =
n
52,00 +50.96 + 51.17 + 52.00 + 51,17
x= 5
% =51,46

Variacion Cuadrética

Ve = ) Corgiar = 07 + ) Czgiar = 0 + -+ Y (Xsaias = 0’
Vr = 47,85

Variacion al cuadrado entre las muestras por filas

Ve =1 Rata = 9

Vg = 5((52,00 — 51,46)2 + (50,96 — 51,46) + (51,17 — 51,46)% + (52,00 — 51,46)% + (52,27 — 51,46)?)

Vg = 5,019



Variacion al cuadrado debido al error aleatorio

Ve =Vp — Vg
Vv, =47,85—-9,84

V, = 42,831

Grados de

Variacion cuadratica Valor . Cuadrados medios F
libertad
. V
Entre muestras por filas (Vg) 5,019 4 R 7= 1,255 0,583
m—
. V,
Error aleatorio (V,) 42,831 20 ¢ =2152
mn —
Total (V) 47,85 24




ANEXO VI

Célculo Reproducibilidad (Cloruros)

Prueba F para varianza de dos muestras.

Andlisis reproducibilidad en cloruros para el nivel 2
A B A-A B-B (A-A)N2 (B-B)"2

103,138 102,631 0,305 -0,609 0,0928 0,3714
102,631 102,631 -0,203 -0,609 0,0413 0,3714
105,170 102,123 2,336 -1,117 5,4568 1,2481
101,107 103,138 -1,727 -0,102 2,9811 0,0103
102,123 104,154 -0,711 0,914 0,5054 0,8355
103,646 105,170 0,813 1,930 0,6602 3,7238
103,138 102,123 0,305 -1,117 0,0928 1,2481
102,631 104,154 -0,203 0,914 0,0413 0,8355
102,123 103,646 -0,711 0,406 0,5054 0,1650
102,631 102,631 -0,203 -0,609 0,0413 0,3714
Sumatoria 102,834 103,240 Sumatoria 10,4184 9,1806
Desviacion 1,0759 1,0099

Varianza 1,1575 1,0199

V, = (1,0759)2

_ [xa-ay Va=s®
5= n—1 F:E
7

<= 10,4184 F= 1,1575
10—-1 1,0199
vV, =1,1575
s =1,0759 F=1135
A B
Media 102,834 103,240
Varianza 1,1575 1,0199
Observaciones 10 10
Grados de
Libertad ; o
F 2,7694
Valor critico F 1,135
Diferencia NO

No hay diferencia significativa debido a que F critico > F experimental 2,7694 > 1,135



Prueba t para 2 variables correlacionadas o pareadas.

Concentraciones
obtenidas en diferentes
semanas XA
A B
5,129 5,129 0,000
5,383 5,383 0,000
4,875 5,383 -0,508
5,383 4,875 0,508
4,875 5,383 -0,508
4,875 5,383 -0,508
5,383 5,129 0,254
4,875 5,129 -0,254
5,383 5,383 0,000
5,383 4,875 0,508
MEDIA -0,05078
Desviacion Estandar 0,393
Grados de libertad 9
Valor T critico 2,262
Y(A—-B) teaic = ﬂ
=S (/%)
n Vn
xy= . 100578l
(0,393 / )
V10
xy = —0,0578

teqie = 0,4082

No hay diferencia significativa ya que el T critico™> T experimental 2,269 > 0,4082



ANEXO VII

Caélculo Incertidumbre

Para el célculo de la incertidumbre se presentan un ejemplo de un nivel de un método como

se muestra en la siguiente tabla.

Método Calculo de incertidumbre
Respirométrico DQO
Colorimétrico Nitritos

Gravimétrico

S6lidos Totales

Volumétrico

Cloruros

Incertidumbre DBO

2. U Factor
Dilucidén

Ucalib. Utemp. Urepet.sUcalibh. Utemp. Urepet.

1. U Lectura del
Equipo

U precision del

equipo
U volumen Uvolumen
aforo Alicucta
DBO
>
U valumen muestra / U equipo
U temperatura trabajo U sol. Trabajo U reaccion
Pesa malecular O: UTiempo
3.U Factor | 4. U Estandar ‘ ‘ 5.U repetibilidad
OxiTop

Fuente: El Autor

1.

Maxima lectura esperada = 105

Precision del equipo = 1digito

Incertidumbre debido a la lectura del equipo

Presicion

v = (ﬁ

* Maxlectura

;




2.

U(L) =

1
(\/§* 105

U(L) = 0,0055

)

2

Incertidumbre factor dilucién

Incertidumbre alicuota de 125ml (para este proceso se mide en un balén de 100 y un

balén de 25 ml con esto completamos la alicuota)

Marca Volumen Tolerancia
Balén 100 0,1
Repeticiones | Volumen
99,3556 99,5347
99,4208 99,6000
99,5040 99,6833
99,5903 99,7698
99,4649 99,6442
99,5501 99,7295
99,5049 99,6842
99,5034 99,6827
99,5741 99,7536
99,5048 99,6841
Temp. °C 20
3(g/ml) 0,998201
S 0,070453

UAforo

\/UCallbracmn + UTemperatura + URepetlbLlldad

35xVx21E*

Toleranaa
UAforo +

V3

2
) + (Srepeticiones ) ’

0,1ml\*> (3,5x6,5mlx2,1E~*
UAfOTO = < \/§ ) + \/§

2
) + (0,0779167 ml)2

Usforo =+ 7,5x1073 mi% + 0,011255ml + 6,071x10~3

Uaforo = 0,15756 ml
Marca Volumen Tolerancia
Balén 25 +0,04




Repeticiones| Volumen
24,9581 25,0031
24,9503 24,9953
24,9589 25,0039
24,9507 24,9957
24,9587 25,0037
24,9507 24,9957
24,9616 25,0066
24,9540 24,9990
24,9594 25,0044
24,9492 24,9942
Temp. °C 20
8(g/ml) 0,998201

S 0,0046617
Unroro = |Ucatibracien” + Uremperatura” + Urepetivilidaa”

0,04ml\? (3,5x25mlx2,1E~*
UAforo = ( ) +

2
) + (0,0046617ml)?

V3 V3

Tolerancia? 35xVx21E* 2 2
UAforo = ( \/§ ) + \/§ + (Srepeticiones)

Uaforo 5,333x10~* mi? 4+ 1,011255x10~*ml? + 2,1731x10~5ml?

Usforo = 0,025838 ml

Incertidumbre combinada aforo

2 2
U Ui
de =fdx ( Aforo) +( Alcuota)
VAforo VAll’cuota

U - 125 (0,15756ml)2+<O,025838ml>2
ra =222 % |\ 100mi 25ml

Urq = 0,18019

Incertidumbre volumen de aforo

Marca Volumen Tolerancia

GERMANY 250 +0,15




Repeticiones Volumen
249,9300 250,3804
249,9900 250,4405
250,0100 250,4606
250,1000 250,5507
250,0400 250,4906
249,9000 250,3504
250,1300 250,5808
250,0800 250,5307
250,1000 250,5507
249,9700 250,4205
Temp. °C 20
3(g/ml) 0,998201
S 0,0780649
Usforo = \/ Ucaiibracisn” + Uremperatura” + Urepetivitidad”
Tolerancia\? 35xVx21E* z 2
Usforo = \/ ( NG ) + < NG ) + (Srepeticiones)
0,15ml\?> (3,5 x250mlx 2,1E~*\
Usforo = J( 7 ) + ( 7 ) + (0,078064 ml)?

Usforo = 0,15764ml

Incertidumbre combinada Factor dilucién
2
de — fdx (UAfOTO) + (UAlicuota>2
VAforo VAll’cuota

U = (0,15764ml>2+<0,18019ml>2
fa= 2% I\ 250mi 125ml

Usq =0,00315

Incertidumbre Factor OxiTop

Ecuacién Factor OxiTop

M(O2) Peso molecular del oxigeno (32000 mg/mol) 32000
R Constante de gas (83,144 | mbar/mol K) 83,144
To Temperatura de referencia (273 k) 273
Tm Temperatura de incubadora (293 K) 293
Vtot Volumen botella 500
VI Volumen muestra 250
a coeficiente de absorcion de BUNSEN ( 0,03103
Dp (02) [hPa] 0,01




4.

5.

M(OZ) Vtot - Vm Tm
BOD = — | Ap(O
RT,, ( A TO> p(0;)
BOD = 0,01357

Incertidumbre FO

Feoo \' . [ Um \  (UAPO,\*
U(FO) = - + + * 2
V3 * MmO, V3%V, V3T,
U [( 0,0136)2 N (0,15764)2 N ( 1 >2] 5
= *
(F0) V3 %32 V3 % 250 V3 %20

Ugroy = 0,04083

Incertidumbre del estandar

Descripcion ppm
Patron DBO +20
U
Uestandar = E
20
Uestandar = 7
Uestandar = 10

Incertidumbre de la concentracion

U = U estandar
Co ™ Co

U = 10

o™ 1210

Ue, = 0,218

Incertidumbre repetibilidad

102
105
104
98
107
104
107
104
106
108
Media 104,5

DeS\{lacmn 3,205204
estandar




URepetibilidad =S

URepetibilidad = 3,205204

Incertidumbre combinada para DBO

2 2
UEsténdar) + (Urepetibilidad>

2
Upgo = Coppo * |ULect 2+ (ﬁ) + Uractor oxit 2+ (
ectura Fd actor Oxtiop CO CO

(0,00315)2 0,208)2 (3,205204>2

2
+ (0,04083) +( 105 105

Upgo = 105 * \/(0,0055)Z +

Upgo = 105 * \/3,025x10‘5 +2,481x107% 4+ 1,6671x1073 + 3,924x107° + 9,407x10~*

Upgo = 105 * \/3,025x10‘5 +2,481x107% 4+ 1,6671x1073 + 3,924x107° + 9,407x10~*

UDBO = 11,3605

Incertidumbre expandida

UExpandida = Uppox 2
UExpandida = 11,3605x 2

UExpandida = 22,72



Incertidumbre Nitritos

u calibrac\

U repetibilidad

N

Ucalib. Utemp. U repet.

e N N
AN

LUfd

Uelib. Utemp. U repet.

DO

g

U aforo

U alicuota

NITRITOS

-
g

U repetibilidad

U equipo

'/Uregresién
U temperatura /
» U sol. Trabajo
U calibracién /

v

U reaceién

UTiempo
-

/

‘ 4. U concentracion ‘

‘ 5. U repetibilidad

3. UV aforo

Fuente: El Autor

1. Incertidumbre del factor dilucién

Incertidumbre debido al aforo

Se utiliza una distribucion rectangular debido a que los resultados son igualmente

Piensan
Marca Volumen Tolerancia
GERMANY/ balon 250 +0,15
Repeticiones Volumen
249,9300 250,3804
249,9900 250,4405
250,0100 250,4605
250,1000 250,5507
250,0400 250,4906
249,9000 250,3503
250,1300 250,5807
250,0800 250,5307
250,1000 250,5507
249,9700 250,4205
Temp. °C 20
&(g/ml) 0,998201
S 0,0780649




— 2 2 2
UAforo - \/UCalibracién + UTemperatura + URepetibilidad

Tolerancia\? 3,50C *V % 2,1x107* 2 2
UAforo = ( \/§ ) + \/§ + (SRepeticiones)
U J(o,ls ml\* N <3,50c * 250 ml * 2,1x10~* )2 + (0,0780649m1)?
Aforo = NG ) ’ m
3 V3

Usforo = +/0,0075 mi? + 0,011255 ml2 + 0,00609413 mi?

Usroro = 0,157635

Incertidumbre debido a la alicuota

Marca Volumen Tolerancia
Pipeta/ BRAND 7,5 +0,1
Repeticiones Volumen
7,498 7,511513
7,499 7,512515
7,501 7,514519
7,497 7,510511
7,498 7,511513
7,498 7,511814
7,502 7,515520
7,499 7,512515
7,498 7,511613
7,501 7,514418
Temp. °C 20
6 (g/ml) 0,998201
S 0,00162708

_ 2 2 2
UAforo - JUCalibracién + UTemperatura + URepetibilidad

2

Tolerancia® 3,50C * V * 2,1x10~% \*
( ) + + (SRepeticiones)

UAforo = \/§ \/§
U J(O.OSml ’ <3,SOC*7,5 ml e 213107\ 62708my?
Aforo = \/§ ) \/g 4 m

Upforo = +/0,0008333 mlZ + 1,01292x10~5 miZ + 2,64741x10-6mi?

Usforo = 0,029088 ml



2.

Incertidumbre combinada del factor dilucién

U =fd ( UAforo )2 +( UAlicuota )2
fa V Aforo V Alicuota

U 3333 0,157635 m1>2 N <0,029088 ml\ 2
fa = 3993 % ( 250 ml 75 ml )

Urq = 33,33 x\/3,97581x10‘7 +8,001923x10°°

Urq = 0,1305018

Incertidumbre del volumen de muestra

Marca Volumen | Tolerancia
GERMANY/ balén 25 +0,05
Repeticiones | Volumen

24,9638 25,0029

24,9631 24,9951

24,9629 25,0037

24,9622 24,9955

24,9637 25,0035

24,9639 24,9955

24,9630 25,0065

24,9620 24,9988

24,9626 25,0042

24,9626 24,9940
Temp. °C 20

6 (g/ml) 0,9982064

S 0,000662857

— 2 2 2
UAforo - \/UCalibracién + UTemperatu‘ra + URepetibL'lidad

2

2
) + (SRepeticiones)

Tolerancia\® 3,50C *V % 2,1x1074
UAforo = ( ) +

V3 V3
0,05ml\> [3,5°C * 25 ml * 2,1x10~% \* ,
UAforo = ( NG ) + 73 + (0,000662857ml)

Usforo = +/8,333x10~* mi? + 1,1255x10~% mI2 + 4,394x10~7 ml?

Usporo = 0,030762308 ml



3. Incertidumbre de la concentracion

3.1. Incertidumbre debido a la solucién de trabajo

_ CEstandar * VEstandar
CSol Trabajo —

VSol Trabajo

1000 ppm * 2 ml
CSol Trabajo — 200 ml

Csol Trabajo — 10 ppm

Incertidumbre debido a la pureza

Descripcion ppm
CertiPUR Nitritos +5
U
UAforo = %
5
UAforo = E
UAforo =25

Incertidumbre debido al balén de 200

Marca Volumen Tolerancia
GERMANY!/ balén 200 +0,2

Repeticiones | Volumen
199,9265 200,2868
199,9568 200,3172
199,9485 200,3089
199,9159 200,2762
199,9309 200,2912
199,9255 200,2858
199,9803 200,3407
199,9634 200,3238
199,9574 200,3178
199,9486 200,3090
Temp. °C 20

&(g/ml) 0,998201
S 0,0202286




— 2 2
UAforo - JUCalibracién + UTemperatura + URepetibilidad

2

Tolerancia\? 3,50C *V % 2,1x107* 2 2
UAforo = ( \/§ ) + \/§ + (SRepeticiones)

0,2ml\> [3,5°C * 200 ml * 2,1x10~4 \* ,
Uaforo = ( NG ) + 73 + (0,0702556ml)

Uaforo = +/0,01333333 mi2 + 0,007203ml2 + 0,0004092 ml?

Usroro = 0,14472571 ml

Incertidumbre debido a la alicuota de 2 ml

Marca Volumen Tolerancia
Pipeta/ BRAND 2 +0,02
Repeticiones Volumen

1,9981 2,0066
1,9878 1,9962
1,9863 1,9947
1,9948 2,0033
1,9836 1,9920
1,9987 2,0072
1,9832 1,9916
1,9867 1,9951
1,9964 2,0049
1,9998 2,0083
Temp. °C 20
&(g/ml) 0,998201
S 0,006630454

— 2 2 2
UAforo - \/UCalibracién + UTemperatu‘ra + URepetibL'lidad

3,50C xV % 2,1x10~*

2

Tolerancia\?
UAforo = ( 3 ) +

2
\/§ ) + (SRepeticiones)

3,5°C *2ml = 2,1x10~4

0,01 ml\*
UAforo= ( \/§ ) +

2
+ (0,06630454ml)2
N ) ( )

Unforo = v/3,3331075 mi2 + 7,203x10~7 mi? + 4,3963x10~5 ml?

Upforo = 0,008832698 ml



Incertidumbre combinado de la solucién de trabajo

UConcnetracién 2 UVbalén 2
g = Cone. |( Lo Y (Vossin”
SolTrabajo Concentracién V.balén

2
UAll’cuota )
Alicuota

2,5

0,14472571

2
Usor Trabajo = 10 ppm \/(1000) * < 200

2 ,0,008832698 \2
) +(—% )

Usot rravajo = 10 ppm 1/6,25x1076 + 5,2364x10~7 + 1,95041x10-5

U501 Trabajo — 0,051261855 ppm

3.2. Incertidumbre debido a la curva de calibracion

Pendiente 1,7432
Interseccion con el eje x -0,00563

N Concer)1(traci()n L Absor\k()ancia Q=

1 0,048 0,0887 0,0860 0,27512
2 0,048 0,0887 0,0850 0,27617
3 0,049 0,0881 0,0860 0,27512
4 0,048 0,0887 0,0860 0,27512
5 0,046 0,0899 0,0810 0,28039
6 0,047 0,0893 0,0840 0,27722
7 0,048 0,0887 0,0860 0,27512
8 0,047 0,0893 0,0850 0,27617
9 0,052 0,0863 0,0920 0,26886
10 0,047 0,0893 0,0840 0,27722
11 0,05 0,0875 0,0890 0,27198
12 0,051 0,0869 0,0910 0,26990
13 0,05 0,0875 0,0890 0,27198
14 0,049 0,0881 0,0880 0,27303
15 0,049 0,0881 0,0880 0,27303
16 0,048 0,0887 0,0860 0,27512
17 0,048 0,0887 0,0860 0,27512
18 0,05 0,0875 0,0900 0,27094
19 0,048 0,0887 0,0870 0,27407
20 0,048 0,0887 0,0860 0,27512
21 0,047 0,0893 0,0850 0,27617
22 0,048 0,0887 0,0870 0,27407
23 0,047 0,0893 0,0850 0,27617
24 0,051 0,0869 0,0900 0,27094
25 0,048 0,0887 0,0870 0,27407
26 0,098 0,0614 0,1710 0,19318
27 0,096 0,0624 0,1690 0,19494
28 0,098 0,0614 0,1700 0,19406
29 0,094 0,0634 0,1680 0,19582




X

Y

N Concentracion | X~ X)* Absorbancia | (Y~ v)?

30 0,099 0,0609 0,1710 0,19318
31 0,099 0,0609 0,1710 0,19318
32 0,099 0,0609 0,1720 0,19230
33 0,1 0,0604 0,1720 0,19230
34 0,095 0,0629 0,1680 0,19582
35 0,095 0,0629 0,1680 0,19582
36 0,098 0,0614 0,1710 0,19318
37 0,101 0,0599 0,1720 0,19230
38 0,101 0,0599 0,1720 0,19230
39 0,098 0,0614 0,1700 0,19406
40 0,098 0,0614 0,1700 0,19406
41 0,094 0,0634 0,1650 0,19849
42 0,095 0,0629 0,1660 0,19760
43 0,096 0,0624 0,1710 0,19318
44 0,098 0,0614 0,1740 0,19055
45 0,096 0,0624 0,1700 0,19406
46 0,098 0,0614 0,1710 0,19318
47 0,099 0,0609 0,1720 0,19230
48 0,094 0,0634 0,1670 0,19671
49 0,101 0,0599 0,1790 0,18621
50 0,094 0,0634 0,1670 0,19671
51 0,293 0,0028 0,5170 0,00875
52 0,296 0,0025 0,5230 0,00766
53 0,295 0,0026 0,5210 0,00801
54 0,293 0,0028 0,5170 0,00875
55 0,296 0,0025 0,5200 0,00819
56 0,3 0,0021 0,5300 0,00648
57 0,291 0,0030 0,5150 0,00912
58 0,295 0,0026 0,5210 0,00801
59 0,293 0,0028 0,5130 0,00951
60 0,296 0,0025 0,5220 0,00784
61 0,295 0,0026 0,5210 0,00801
62 0,296 0,0025 0,5230 0,00766
63 0,293 0,0028 0,5030 0,01156
64 0,293 0,0028 0,5170 0,00875
65 0,294 0,0027 0,5230 0,00766
66 0,294 0,0027 0,5190 0,00838
67 0,295 0,0026 0,5210 0,00801
68 0,293 0,0028 0,5170 0,00875
69 0,299 0,0022 0,5280 0,00681
70 0,301 0,0020 0,5300 0,00648
71 0,3 0,0021 0,5300 0,00648
72 0,296 0,0025 0,5230 0,00766
73 0,298 0,0023 0,5080 0,01051




X

Y

NE Concentracion X -X)* Absorbancia D"

74 0,293 0,0028 0,5170 0,00875
75 0,303 0,0018 0,5330 0,00601
76 0,497 0,0229 0,8770 0,07101
77 0,493 0,0217 0,8710 0,06785
78 0,494 0,0220 0,8730 0,06890
79 0,496 0,0226 0,8760 0,07048
80 0,497 0,0229 0,8780 0,07155
81 0,501 0,0241 0,8850 0,07534
82 0,496 0,0226 0,8760 0,07048
83 0,5 0,0238 0,8830 0,07425
84 0,494 0,0220 0,8720 0,06837
85 0,496 0,0226 0,8760 0,07048
86 0,496 0,0226 0,8760 0,07048
87 0,501 0,0241 0,8860 0,07589
88 0,493 0,0217 0,8710 0,06785
89 0,5 0,0238 0,8830 0,07425
90 0,495 0,0223 0,8750 0,06995
91 0,492 0,0214 0,8710 0,06785
92 0,498 0,0232 0,8800 0,07262
93 0,497 0,0229 0,8780 0,07155
94 0,496 0,0226 0,8770 0,07101
95 0,493 0,0217 0,8720 0,06837
96 0,495 0,0223 0,8760 0,07048
97 0,493 0,0217 0,8730 0,06890
98 0,496 0,0226 0,8750 0,06995
99 0,501 0,0241 0,8860 0,07589
100 0,497 0,0229 0,8770 0,07101
101 0,789 0,1965 1,3940 0,61384
102 0,787 0,1947 1,3900 0,60759
103 0,788 0,1956 1,3920 0,61071
104 0,79 0,1973 1,3960 0,61698
105 0,791 0,1982 1,3980 0,62012
106 0,793 0,2000 1,4030 0,62802
107 0,792 0,1991 1,4010 0,62486
108 0,789 0,1965 1,3930 0,61227
109 0,792 0,1991 1,3990 0,62170
110 0,792 0,1991 1,4000 0,62328
111 0,794 0,2009 1,4040 0,62961
112 0,79 0,1973 1,3940 0,61384
113 0,795 0,2018 1,4050 0,63120
114 0,793 0,2000 1,4030 0,62802
115 0,794 0,2009 1,4040 0,62961

116 0,793 0,2000 1,4030 0,62802
117 0,79 0,1973 1,3960 0,61698




X

Y

Fuente: El Autor

Sparcial = (C - (b + (m * A))Z
Sparciat = 0,5202 — (—0,00563 + (1,7432 * 0,3)

Sparcial = 7,616x107

Y Sparcial
Stotal = CEDN

6,3497x10~4
Stotal = EEDR

Stotal = 0,0022721

20— y)?
B n—2

oo [29:490436
= T125-2

Sxx = 0,4896526

Sxx

Para este ejemplo se tomé la concentracién de 0,3

S 1 1 (Co-0C)2
U(CO) — total _+_+( o )
b p n Sxx

U(Co) =

0,0022721 |1 1 (0,3 -0,345768)2
1,7432 5 * 125 * 0,487172

N Concentracion X -X)* Absorbancia Y-V
118 0,791 0,1982 1,3980 0,62012
119 0,79 0,1973 1,3960 0,61698
120 0,795 0,2018 1,4060 0,63279
121 0,785 0,1929 1,3870 0,60292
122 0,792 0,1991 1,4000 0,62328
123 0,789 0,1965 1,3940 0,61384
124 0,795 0,2018 1,4060 0,63279
125 0,788 0,1956 1,3920 0,61071
Promedio 0,345768 0,61052
Suma 9,3396 29,4904364
Suma de cuadrados 9,33964
Std ErrY (y/x) 0,78484494




U(Co) = 0,000816

Incertidumbre combinada de la concentracion

2

USol Trabajo Ucurua de calibraciéon 2
U(Co) = Cox |(goamimttio) )
(Co) ¢ *\/ Co Sol Trabajo Co

0,051261855)2 + (0,000816)2

U(Co) = 0,3 ppm« J( 10 03

U(Co) = 0,3 ppm * \/5,1261829510‘3 +2,72x1072

U(Co) = 0,001740872ppm

4. Incertidumbre de la repetibilidad

Co (mg/l)
0,2968
0,3002
0,2990
0,2968
0,2985

0,3042
0,2956

0,2990
0,2945
0,2996
Promedio 0,29874

S 0,0035574

Ugepetivitidaa = S

Ugepetibitidzaa = 0,00355574

Incertidumbre combinada Nitritos

2

UV.aforo 2 UV. muestra 2 UCo 2 de URepetibilidad 2
eminate = Contro j<7> A Y L W L\ L

V.aforo V.muestra Co fd Copitrito
U 03 (0,157635)2 N (0,030762 >2 N (0,001741 )2 N (1,148617)2 N <o,00356)2
. = * - -~
Combinada = * 250 25 0,3 33,33 0,29874

Ucombinada = 0,3 */3,9758x1077 + 1,5141x10-6 + 3,3674x5 + +1,544x105 + 1,4048x10~*

Ucompinada = 0,3 * 4/ 0,00019151

Ucombinada = 0,00415158 mg/I



Calculo incertidumbre expa

ndida

UExpandida =k Ucombinada
UExpandida = 2x0,00415158
UExpandida = 0,0083

Concentracion | U expandida
mg/I mg/I
0,05 0,0035
0,1 0,0051
0,3 0,0083
0,5 0,0131
0,8 0,0179

Fuente: EIl Autor




Incertidumbre Sélidos Totales

2. U Factor B
Dilucion 1.U de la balanza

Ucalib, Utemp. Urepet.™ Ucalib. Utemp. Urepet, U calib. Utemp. Urepet. U calib.

. Utemp. |repet.

N

Uvolumen Uvolumen U Calibracion
aforo Alicuota Balanza

Resolucidn
balanza

SOLIDOS

U repetibilidad U equipo

» TOTALES

-/Ursgresic'm
U temperatura /
» U zol. Trabajo
U calibracign /

3.T Volumen | 4. U Pureza NaCl | ‘ 5.U repetibilidad
Muestra

U Tiempo

Fuente: EI Autor

1. Incertidumbre debido a la balanza

Incertidumbre de la resolucién de la balanza

Rb=0,002 (resolucién balanza)

Rb
Ugesotucién = \/_§x2

0,002
Ugesotucion = sz

Ugesotucion = 2,3094x1073

Incertidumbre de la calibracién de la balanza

Ib=0,00014 (incertidumbre calibracion balanza)

Ib
Ucatibracion = ﬁ

0,00014
Ucaiibracion = T

Ucatibracion = 8;08293510_5




Incertidumbre combinada de la balanza

— 2 2
UBalanza - \/UResolucién + UCalibracién

Uatanza = \/(2,3094x10_3)2 + (8,0829x10~%)?2

Ugaianza = /0,0244677

Pureza del estandar NaCl

Pureza 99,92 0,05%
U pureza | 0,04618802
Pureza — 100
Upureza = T
99,92 — 100
Upureza = T
Upureza = 0,046188

Incertidumbre debido al factor dilucién

Incertidumbre debido al aforo

Marca Volumen Tolerancia
Balon 1000 +0,1
Repeticiones Volumen
1000,0034 1001,8056
999,9956 1001,7978
999,9975 1001,7997
1000,0024 1001,8046
1000,0067 1001,8090
1000,0023 1001,8045
999,9986 1001,8008
999,9954 1001,7976
999,9991 1001,8013
1000,0084 1001,8107
Temp. °C 20
8(g/ml) 0,998201
S 0,0044648




UAforo

UAforo

UAforo -

UAforo

UAfora -

— 2 2
- JUCalibracién + UTemperatura + URepetibilidad

2

3,50C *V % 2,1x107*

_ \/(Tole;%ncia)z N <

V3

2
) + (SRepeticiones)2

V3

V3

B \/(0,1 ml>2 N <3,50c * 1000 ml * 2,1x10~*

2
) + (0,0044648 ml)?

0,4282853 ml

Incertidumbre debido a la masa diluida

= \/0,003333 ml? + 0,180075 ml? + 1,99343x10~5 ml?

0,9954
1,0015
1,0342
1,0021
1,0032
0,9993
1,0011
1,0002
1,0014
1,0022
Promedio 1,00406
S 0,010808453
— aCsoluto )2 (aCsoluto ) ( acsoluto )2
Ucsotuto = \/( om xUnp| + op x Up aUv1000 x U,1000
0 W P
0Xi |4
Donde
W 1000 mgr 1,00406 | gr
P 99,92% 0,9992
vV 1000ml 1000 | ml
wxp
I —— W
cm a( solutO) — (VII'/ ) e p = - = 0,0009992
m T wxV
Wxp
C ol —— W *
Cp a( soluto) — ( 14 ) — p_Ww = 0,0100406
p 1 p*V
wxp
C a(—= W W
Cv a( soluto) — (vV ) —_ Wb zp 1,00326 x10°®
v I VxV 74



Incertidumbre combinada

aC 2 9C 2 ac 2
s = (2525 ) + (25 0,) (it 1,100

Ucsotuto = \/(0,0009992)2 +(0,0100406)? + (1,00326x1075)?

Ucsotuto = 0,00141652

4. Incertidumbre balanza para determinar la diferencia de la pesada de las capsulas. W

92,6262
92,6207
92,6214
92,6232
92,6247
92,624
92,6253
92,6261
92,6258
92,6256
Promedio 92,6243
S 0,001961292

Ugepetivitidad = S

Ugepetivitidaa = 0,001961292

5. Incertidumbre debido a la repetibilidad

Masa Concentracion
0,0051 47
0,0051 47
0,0055 51
0,0052 48
0,0051 47
0,0053 49
0,0050 46
0,0055 51
0,0053 49
0,0051 47
Media 48,88

Repetibilidad | 1,921804707

Ugepetibitidaa =S

Ugepetibitidzaa = 1,9218047072



Incertidumbre combinada Sélidos Totales

UComb

UComb

UComb

UComb

UComb

UComb

=C, * \/(Ubalanza)z + <

Upureza )2 (UAforo
+
Pureza

Aforo

2 2 2
Umasa diluida URepetibilidad
+ +

Masa

CoNitrito

=50 \/(0,0023108)2 + (

0,046188)2 (0,428285)2 (

99,92

1000

0,0010805

1,00406

2

)+

1,921805

48,88

= 50 * \/5,3398)610_6 +2,1368x1077 + 1,8343x1077 4+ 1,9903x1076 4+ 0,001546

=50 * \/5,33989{10‘6 +2,1368x1077 + 1,8343x1077 + 1,9903x1076 4+ 0,001546

=50 %,/0,001553537

= 1,97075

Incertidumbre Expandida

Ugxpandiaza =k * Ucombinada
UExpandida =2%1,970758
UExpandida = 3,941494

Concentracion U expandida
mg/I
50 3,9415
100 5,6950
500 13,5666
1000 21,7776
5000 50,8384

Fuente: EIl Autor

;



Incertidumbre Cloruros

1. U Factor

3. U. Solucion Dilucion 1.U Normalidad
Estandar

U Peso
Malecular

Ucalib, Utemp. Urepet.\Ucalib. Utemp. Urepet. Ucalib, Utemp. Urepet.

U calib.

U regresidn \
—
Uvolumen Uvolumen Uvolumen
U sol. Trabajo aforo Alicuota titulacién UMaza
CLORUROS

Urepetibilidad U equipo

" e —
U regresion

—_— % .
U temperatura U reaccion

U sol. Trabajo

PN,
U calibracion UTiempo

_

1.7 Volumen 4.U Volumen de 5.U repetibilidad

Titulacién Muestra

Fuente: El Autor

1. Incertidumbre debido a la normalidad

Incertidumbre debido al peso molecular

Elemento | Peso Atémico | U declarada | U estandar calculo Y E.?(t)étlgld ar
Na 22,98977 0,000002 | 0,00000115 22,98977 0,0000265
Cl 35,453 0,0008 0,000462 35,453 0,0163750

U declarada
Ugstandar = T

Ugstindar Total = Uestandar * Calculo

— 2 2
UPeso Molecular — \/UEst. total Na + UEst. total Cl

Upeso motecular = \/(010000265)2 + (0,016375)2

Upeso motecutar = 0,016375

Incertidumbre debido a la masa

Incertidumbre debido a la calibracién de la balanza

Ucalibracién balanza = 0,00014



Incertidumbre debido a la masa

Repeticiones
0,1037
0,1035
0,1096
0,1032
0,1156
0,1045
0,1067
0,1004
0,1087
0,1036

‘S(repetibilidad) 0,004366858

— 2 2
UPeso Muestra — \[2 * (Ucalibracic’)n + Urepetibilidad )

Upeso Muestra = \/2 * (0,000142 + 0,0043668582)

Upeso muestra = 0,0061788

Incertidumbre debido a la titulacién

Incertidumbre debido a la bureta

Marca Volumen Tolerancia
Bureta 50 +0,05
Repeticiones Volumen
12,75 12,7730
12,70 12,7229
12,80 12,8231
12,75 12,7730
12,75 12,7730
12,80 12,8231
12,75 12,7730
12,70 12,7229
12,80 12,8231
12,70 12,7229
Temp. °C 20
3(g/ml) 0,998201
S 0,0408984




— 2 2 2
UTitulacir’m - \/UCalibracién + UTemperatura + URepetibilidad

Tolerancia\? 3,50C =V % 2,1x10~* 2 2
UTitulacir’m = ( \/§ ) + \/§ + (SRepeticiones)

V3 V3

Uritutacién = +/0,0008333 mi2 + 4,05169x10-5 ml2 + 0,0016727 ml?

0,05ml\2  [3,5°C * 15 ml * 2,1x10~4 \*
Urituiacion = ( ) + + (0,0408984 ml)?

Urituiacion = 0,0504632 ml

Incertidumbre combinada de la normalidad

2 2 2
UV.Titulacién ) + (Umasa) ( Umasamolecular )

U iaaq = Normalidad ( - -
Normalidad 49N0s |\V. Titulacion masa Masa molecular

0,0504632\% /0,0061788\% /0,016375\>
Unormatidaa = 0,0141 ( 15 ) +( 0,1 ) ( 100,9 )

Unormatidaa = 0,0141,/1,1318x10-5 + 0,0038178 + 2,63378x10~°

Unormaiigaa = 0,00087251

Incertidumbre debido al factor dilucién

Incertidumbre del aforo

Marca Volumen Tolerancia
Bal6n 250 +0,15

Repeticiones Volumen
249,9300 250,3804
249,9900 250,4405
250,0100 250,4606
250,1000 250,5507
250,0400 250,4906
249,9000 250,3504
250,1300 250,5808
250,0800 250,5307
250,1000 250,5507
249,9700 250,4205
Temp. °C 20

S(g/ml) 0,998201
S 0,0780649




2

2 2
UAforo UCalibracién + UTemperatura + URepetibilidad

B (0,15ml)2 N <3,50c %250 ml * 2,1x10~*

2
Uaforo = ) + (0,0780649 mli)?

V3 V3

0,0075 ml? 4+ 0,011255 ml? + 0,00609413 ml?

Tolerancia\? 3,5°C =V % 2,1x107* 2 2
Uaforo = (T) + 7 + (SRepeticioneS)

UAforo

Usroro = 0,157635 ml

Incertidumbre debido a la alicuota

Marca Volumen Tolerancia
Pipeta 2,5 +0,03
Repeticiones Volumen
2,4980 2,5025
2,4586 2,4630
2,4975 2,5020
2,4958 2,5003
2,4925 2,4970
2,4972 2,5017
2,4895 2,4940
2,5016 2,5061
2,5068 2,5113
2,4973 2,5018
Temp. °C 20
3(g/ml) 0,998201
S 0,013135

2 2 2
UAforo UCalibracién + UTemperatu‘ra + URepetibL'lidad

Tolerancia\? 3,50C xV % 2,1x10~* 2 2
UAforo = (T) + \/§ + (SRepeticiones)

0,03mI\? [3,5°C * 2,5 ml * 2,1x10~*
UAforo= ( > +

2
+ (0,013135ml)2
73 3 ) ( )

0,0003 ml? 4+ 1,1255x107% ml? + 1,725x10~* ml?

UAforo =

Usforo = 0,0217635 ml



Incertidumbre combinada factor dilucién

U 2 Uy 2
de — fdx ( Afora) + ( Allcuota)
VAforo VAll’cuota

0,157562ml\?> /0,0217635 ml\>

250ml 2,5ml

Urq = 100 x\/3,97213x10‘7 + 7,56496x10-5

Usq = 0,87205

Incertidumbre debido al volumen de titulacion

Marca Volumen | Tolerancia
Bureta 50 +0,05
Repeticiones Volumen
2,3054 2,3096
2,3423 2,3465
2,2768 2,2809
2,2543 2,2584
2,3784 2,3827
2,3478 2,3520
2,3354 2,3396
2,3445 2,3487
2,2745 2,2786
2,2699 2,2740
Temp. °C 20
8(g/ml) 0,998201
S 0,0422323
Usforo = J Ucatibracien” + UTemperatura + URepetlbLlldad
Unsoro = \/ Tolerancza <3,50C * V% 2,1x1074 )2 + (SRepetiCiones)z
V3
Unsoro = \/ 0, 05ml 3 5°C *2,3ml*2,1x10~* )2 + (0.0422323mD)?
V3
Uaforo = /0,0008333 mi2 + 9,5259x10-7 ml2 + 0,0017836 mi2

Upforo = 0,05116496ml



4.

Incertidumbre debido al volumen de muestra

Marca Volumen | Tolerancia
Balon 100 10,1
Repeticiones Volumen
99,3556 99,5347
99,4208 99,6000
99,5040 99,6833
99,5903 99,7698
99,4649 99,6442
99,5501 99,7295
99,5049 99,6842
99,5034 99,6827
99,5741 99,7536
99,5048 99,6841
Temp. °C 20
&(g/ml) 0,998201
S 0,070453

— 2 2 2
UAforo - \[UCalibracién + UTemperatura + URepetibilidad

2

Tolerancia\? 3,5°C *V x2,1x10~* 2
UAforo = (T) + \/§ + (SRepeticiones)

V3 V3

Usforo = \/0,008333 ml? 4+ 0,011255 ml? + 6,071x102ml?

0,1ml\? [3,5°C * 100ml * 2,1x10~4 \* ,
Uaforo = ( ) + + (0,070453ml)

Usforo = 0,100487 ml

Incertidumbre debido a la repetibilidad

Co (mgl/l)
10,07
10,26
9,93
9,82
10,44
10,28
10,22
10,27
9,92
9,89

S 0,21109604




URepetibilidad =S

URepetibilidad = 0,04743416

Incertidumbre combinada Cloruros

Ura\? Uy, ritwiacion \° U 2 U . 2
U ] —colu 2 +( Fd) +( V. Titulacién ) ( V. Muestra ) ( Repetibilidad )
combinada Normatidad Fd V. Titulacion V. Muestra Co. Promedio

0,87205036)2 (0,0511165)2 (0,100487)2 (0,04743416)2

. = 2
eomntnata 10ppmj(0,00087251) +( 100 2,32 100 10,329

Ucombinada = 10ppm/7,658x1077 + 7,605x1075 + 4,949x10~* + 1,010x1076 + 2,10895x10~5

Ucompinada = 0,314699

Incertidumbre Expandida cloruros

Ugxpandida = k * Ucombinada
Ugxpandiaa = 2 * 0,314699
UExpandida = 0,6294

Concentracion

mg/l U expandida

S 0,4357

10 0,6294

50 1,7991
100 2,6340
500 4,5218
1000 10,2045

Fuente: EIl Autor



ANEXO VIlII
CARTAS CONTROL



CODIGO: R5.9.3

REVISION: 0

FECHA: 2011-09-26

CARTAS CONTROL Elaborado por:

. Patricio Puchaicela
INGENIERIA AMBIENTAL Aprobado por:

Miguel Guaman.

Carta Control D 5.9.3.

MUESTEA CONTRCOL: Sustancia de Referencia
METCDC: LUTPL-DBO-RESP-014
ANALISIS Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO)
UNICAD % (Recuperacion)
# Fecha Resultado Lesponsable Observacitn Promedio
1 12012/09/05 102 Ing. Miguel Guaman Bien
2 12012/09/12 95 Ing. Miguel Guaman Correcto Lim. inferior
3 |20012/0919 99 Ing. Miguel Guaman OK 94
4 |2012/09/26 103 Ing. Miguel Guaman Correcto Lim. Superior
5 12012/10/03 100 Ing. Miguel Guaman Correcto
6 |2012/10/10 97 Ing. Miguel Guaman Bien Lim. Accién inferior
7 (200121017 98 Ing. Miguel Guaman Bien a8
8 |2012/1017 924 Ing. Miguel Guaman OK Lim accién superior
9 12012/10/24 101 Ing. Miguel Guaman Correcto 112
10 |2012/10/31 101 Ing. Miguel Guaman Bien
11 |2012/11/07 98 Ing. Miguel Guaman Bien
12 |2012/11/15 102 Ing. Miguel Guaman Correcto
13 |2012/11/21 104 Ing. Miguel Guaman OK
14 |2012/11/28 101 Ing. Miguel Guaman Correcto
1512012/12/04 98 Ing. Miguel Guaman Bien
16 |2012/12/12 103 Ing. Miguel Guaman Bien
17 |2012/12/19 97 Ing. Miguel Guaman Correcto
18 |2013/01/08 105 Ing. Miguel Guaman OK
19 |2013/01/08 100 Ing. Miguel Guaman Correcto
20 12013/01/15 101 Ing. Miguel Guaman Bien
110 ~
108 A
106
104
102
100
98
96
94
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DOCUMENTO CONTROLADO Y CONFIDENCIAL



CODIGO: R 5.9.3

REVISION: 0

FECHA: 2011-09-26

CARTAS CONTROL Elaborado por
Patricio Puchaicela

INGENIERIA AMBIENTAL Aprobado por:

Miguel Guaman.

Carta Control D 5.9.3.

MUESTEA CONTECL: Sustancia de Referencia
LUTPL-DQO-ESPECT-015

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
% (Recuperacion)

Observacion
1 |2013/01/08 96 Ing. Miguel Guaman Bien
2 |2013/01/10 104 Ing. Miguel Guaman OK
3 |2013/01/10 99 Ing. Miguel Guaman Correcto
4 12013/01/14 104 Ing. Miguel Guaman Bien
5 |2013/0114 98 Ing. Miguel Guaman Correcto
6 |2013/0116 102 Ing. Miguel Guaman Correcto
7 |2013/0118 102 Ing. Miguel Guaman Bien
8 |2013/01/18 96 Ing. Miguel Guaman OK
9 12013/01/21 98 Ing. Miguel Guaman Correcto
10 12013/01/21 103 Ing. Miguel Guaman OK
1112013/01/23 97 Ing. Miguel Guaman Bien
12 [2013/01/23 96 Ing. Miguel Guaman Bien
13 [2013/01/25 98 Ing. Miguel Guaman Correcto
14 |2013/01/25 102 Ing. Miguel Guaman Correcto
15(2013/01/28 100 Ing. Miguel Guaman Correcto
16 (2013/01/31 96 Ing. Miguel Guaman oK
17 [2013/01/31 104 Ing. Miguel Guaman Bien
18 [2013/02/04 96 Ing. Miguel Guaman Bien
19 [2013/02/05 104 Ing. Miguel Guaman OK
20 12013/02/06 103 Ing. Miguel Guaman Bien
Diagrama
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DOCUMENTO CONTROLADO Y CONFIDENCIAL



MUBSTEA CONTEOL:

METCDC:
ANALISIS
UNIDAD

CODIGO: R5.9.3

REVISION: 0

FECHA: 2011-09-26

CARTAS CONTROL Elaborado por

. Patricio Puchaicela
INGENIERIA AMBIENTAL Aprobado por:

Carta Control R 5.9.3.

Sustancia de Referencia

LUTPL-NO2-HACH-010

Nitrito

% (Recuperacion)

Miguel Guaman.

# Fecha Resultado Responsable Observacion
1 12012/08/21 102 Ing. Miguel Guaman Bien
2 |2012/08/23 99 Ing. Miguel Guaman Correcto
3 |2012/08/23 98 Ing. Miguel Guaman Bien
4 [2012/08/28 97 Ing. Miguel Guaman Bien
5 12012/08/28 98 Ing. Miguel Guaman OK
6 |2012/08/30 101 Ing. Miguel Guaman Correcto
7 12012/08/30 97 Ing. Miguel Guaman Correcto
8 12012/09/04 104 Ing. Miguel Guaman Bien
? 12012/09/04 102 Ing. Miguel Guaman Bien
10 [2012/09/06 102 Ing. Miguel Guaman Correcto
11 12012/09/06 95 Ing. Miguel Guaman Bien
12 |2012/09/11 97 Ing. Miguel Guaman Bien
13 (2012/09/11 101 Ing. Miguel Guaman Correcto
14 (2012/09/13 98 Ing. Miguel Guaman Correcto
15 [2012/09/13 99 Ing. Miguel Guaman OK
16 (2012/09/18 99 Ing. Miguel Guaman Bien
17 [2012/09/18 102 Ing. Miguel Guaman Correcto
18 [2012/09/20 102 Ing. Miguel Guaman Correcto
19 |2012/09/20 99 Ing. Miguel Guaman Bien
20 12012/09/25 101 Ing. Miguel Guaman Correcto
Diagrama
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CODIGO: R 5.9.3

REVISION: 0

FECHA: 2011-09-26

CARTAS CONTROL Elaborado por
Patricio Puchaicela

INGENIERIA AMBIENTAL Aprobado por:

Carta Control D 5.9.3.

Sustancia de Referencia

LUTPL-ST-GRAV-004

Solidos Totales
% (Recuperacion)

Miguel Guaman.

Observacién
1 [2012/10/11 100 Ing. Miguel Guaman Correcto
2 |2m2/10n2 103 Ing. Miguel Guaman Correcto Lim. Inferior
3 |2012/1015 98 Ing. Miguel Guaman Bien
4 12012/10/16 95 Ing. Miguel Guaman OK
5 |20m2/10Nn8 98 Ing. Miguel Guaman Bien
4 |20012/10N9 102 Ing. Miguel Guaman Correcto
7 |2012/10/22 100 Ing. Miguel Guaman Bien
8 |2012/10/23 102 Ing. Miguel Guaman OK
9 |2012/10/25 101 Ing. Miguel Guaman Correcto 112
10 12012/10/26 98 Ing. Miguel Guaman Bien
1112012/10/29 98 Ing. Miguel Guaman Bien
12 [2012/10/30 97 Ing. Miguel Guaman OK
1312012/11/05 100 Ing. Miguel Guaman Correcto
14 12012/11/06 104 Ing. Miguel Guaman OK
15(2012/11/08 99 Ing. Miguel Guaman OK
14 (2012/11/09 102 Ing. Miguel Guaman Correcto
17 12012/1112 99 Ing. Miguel Guaman Bien
18 (20121113 98 Ing. Miguel Guaman Bien
19 [2012/1115 98 Ing. Miguel Guaman Correcto
20 (2012/11 15 100 Ing. Miguel Guaman Correcto
Diagrama
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CODIGO:R59.3

REVISION: 0

FECHA: 2011-09-26

CARTAS CONTROL Elaborado por:

, Patricio Puchaicela
INGENIERIA AMBIENTAL Aprobado por:

Miguel Guaman.

Carta Control R 5.9.3.

MUESTEA CONTECL: Sustancia de Referencia
METCDC: LUTPL-CI-VOL-008
ANALISIS Cloruro

UNIDAD % (Recuperacion)

# Fecha Resultado Responsable Observacion Promedio
1 |2012/1003] 103 Ing. Miguel Guaman Bien
2 12012/10/05 99 Ing. Miguel Guomdn Bien Lim. Inferior
3 12012/10/05 98 Ing. Miguel Guaman Correcto
4 12012/10/08 98 Ing. Miguel Guaman Bien
5 12012/10/08 100 Ing. Miguel Guaman Correcto
6 [2012/10/10 102 Ing. Miguel Guaman Bien Lim. Accién inferior
7 2012710110 97 Ing. Miguel Guaman Bien
8 [2012/10/12 103 Ing. Miguel Guaman Corecto Lim accion superior
9 12012/10/12 100 Ing. Miguel Guaman Correcto
1012012/10/15 101 Ing. Miguel Guaman Conecto
1112012/10/15 102 Ing. Miguel Guaman OK
12 12012/1017 97 Ing. Miguel Guaman Bien
1312012/10/17 98 Ing. Miguel Guaman Bien
1412012/10/19 102 Ing. Miguel Guaman Correcto
1512012/10/19 101 Ing. Miguel Guaman OK
1612012/10/22 101 Ing. Miguel Guaman Bien
17 12012/10/22 102 Ing. Miguel Guaman Conecto
1812012/10/24 97 Ing. Miguel Guoman OK
1912012/10/24 100 Ing. Miguel Guoman OK
2012012/10/26 97 Ing. Miguel Guaman Bien
Diagrama
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CODIGO: R5.9.3

REVISION: 0

FECHA: 2011-09-26

CARTAS CONTROL Elaborado por-
Patricio Puchaicela

INGENI ER[A AMBIENTAL Aprobado por:

Carta Control D 5.9.3.

Miguel Guaman.

Sustancia de Referencia
LUTPL-DT-VOL-007
Dureza Total
% (Recuperacion)
Observacién
1 12012/08/21 104 Ing. Miguel Guaman Bien
2 |2012/08/24 101 Ing. Miguel Guaman Correcto
3 |2012/08/28 99 Ing. Miguel Guaman Correcto
4 12012/08/31 97 Ing. Miguel Guaman Bien
5 |2012/09/04 103 Ing. Miguel Guaman OK
6 |2012/09/06 99 Ing. Miguel Guaman Correcto
7 |2012/0910 97 Ing. Miguel Guaman OK
8 |2012/09/12 98 Ing. Miguel Guaman Bien
9 |2012/09N12 101 Ing. Miguel Guaman Correcto 112
10 |2012/09/14 104 Ing. Miguel Guaman Correcto
11 (2012/09/14 97 Ing. Miguel Guaman Bien
12|2012/09/14 102 Ing. Miguel Guaman Correcto
13 [2012/0919 101 Ing. Miguel Guaman Correcto
14 (2012/09/20 99 Ing. Miguel Guaman Correcto
15(2012/09/24 104 Ing. Miguel Guaman OK
16 (2012/09/25 101 Ing. Miguel Guaman Correcto
17 [2012/09/26 97 Ing. Miguel Guaman OK
18 [2012/09/27 101 Ing. Miguel Guaman Bien
19 [2012/09/28 100 Ing. Miguel Guaman Correcto
20 (2012/10/02 98 Ing. Miguel Guaman OK
Diagrama
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ANEXO IX
CERTIFICADOS DE ESTANDARES



Certificate of Analysis

1.00718.0001 BOD Standard (analogous to EN 1899) for
10 x 1l standard solution 210 £ 20 mg/l Spectroquant®

Batch HC122422
Batch Values
Assay (BSB) 190 - 230 mg/1
Date of release (DD.MM.YYYY): 10.08.2011
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY): 31.07.2013

Dr. Stefan Frey

responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature

Merck KGaA, Frankfurter Strafe 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Millipore Corporation - A division of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

280 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (781) 533-6000
SA-7 2254410/1007180000/000000 V. 994 Date: 10.08.2011



HACH COMPANY P.0.Box 389
Loveland, CO 80539

(970) 669-3050

An 1SO 9001 Certified Company

Certificate of Analysis
Page 1
COMMODITY:Chemical Oxygen Demand Standard Solution 1000 mg/l COD
COMMODITY NUMBER: 22539-29 MANUFACTURE DATE: DATE OF ANALYSIS:
LOT NUMBER: RA2296 10/22/2012 10/23/2012
TEST SPECIFICATIONS RESULTS
COD Concentration 950 to 1050 ppm 986.0 ppm

The expiration date is Oct 2013

The item 2253929 is traceable to NIST standards SRM 84J Potassium Hydrogen
Phthalate LOT N/A.

e Bl

Certified by

Scott Als
Rnalytical Services Chemist



HACH COMPANY P.0.Box 389
Loveland, CO 80539

(970) 669-3050

An SO 9001 Certified Company

Certificate of Analysis
Page 1
COMMODITY :Chemical Oxygen Demand Standard Solution 300 mg/l COD
COMMODITY NUMBER: 12186-29 MANUFACTURE DATE: DATE OF ANALYSIS:
LOT NUMBER: RA2299 10/25/2012 10/26/2012
TEST SPECIFICATIONS RESULTS
COD Concentration 285 to 315 ppm 309.0 ppm

The expiration date is Oct 2013

The item 1218629 is traceable to NIST standards SRM 84J Potassium Hydrogen
Phthalate LOT N/A.

et Mo

Certified by

Scott Als
Analytical Services Chemist



Certificate of Analysis

1.19899.0500 Nitrite standard solution traceable to SRM from NIST
NaNO2 in H2O 1000 mg/l NO2- CertiPUR®

Batch HC110332

Batch Values

Concentration 3 (NO5") 1001 mg/l

Determination method:Cerimetric titration.
(traceable to NIST - SRM 8040)
Accuracy of the method: +/- 5 mg/l

Date of release (DD.MM.YYYY): 03.03.2011
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY): 31.03.2014

Dr. Stefan Frey

responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature

Merck KGaA, Frankfurter Strafle 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Millipore Corporation - A division of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (781) 533-6000
SA-7 2179679/1198990000/000000 V. 983 Date: 03.03.2011



MERCK

Certificate of Analysis
Certipur® Reference Material

Merck Volumetric Standard
1.02406 Sodium chloride
Batch No. 82406H

Secondary Reference Material for the argentometry
traceable to Standard Reference Material of NIST
(National Institute of Standards and Technology, USA).
Merc volumetric standards are used for the adjustment and control of volumetric solutions. They are
manufactured under stringently controlled conditions in order to guarantee the highest quality standards.

The general standard corresponds at least to the "GR" grade. It's suitability for use as a volumetric
standard is based on a direct comparison with Standard Reference Material obtained from NIST.

The assay of this batch is
99.92%

. Measurment uncertainly:+/-0,05% (coverage factor k=2 ; confidence level 95%).
. The content indicated is based on a molecular mass M = 58.443 g/mol dried substance.
. Directly traceable of NIST SRM potassium chloride batch 999b

. Volumetric standard for standardisation of volumetric solutions in accordance to the
chapter reagents of the Pharmacopoeia (Ph Eur, USP , JP).

. Standardisation was carried out using silver nitrate solution as titration solution using a
potentiometric procedure.

. Drying: When used as a volumetric standard, the sodium chloride must be dried at 150°C
for 2 hours.

. Storage: The volumetric standard should be stored at room temperature (+15 to +25°C)
tightly closed (in the original container) and protected from light and moisture.

. The original unopened container may be used until: 31.08.2013

Ay

Wolfgang Gernand
(responsible laboratory manager quality control)

Date of release: 28.08.2008



Certificate of Analysis

1.19897.0500 Chloride standard solution
traceable to SRM from NIST NaCl in H2O 1000 mg/I
Cl- CertiPUR®

Batch HC125343

Batch Values

Concentration P (CI7) 999 mg/l

Determination method: Argentometric titration.
(traceable to NIST - SRM 999b)
Accuracy of the method: +/- 2 mg/l

Date of release (DD.MM.YYYY): 07.07.2011
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY): 31.07.2014

Dr. Stefan Frey

responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature

Merck KGaA, Frankfurter Strafle 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Millipore Corporation - A division of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (781) 533-6000
SA-7 2238995/1198970000/000000 V. 988 Date: 07.07.2011



®TO)|Certificate of Analysis -

Hardness/TSS - WP

Number

Lot

Solvent (Matrix)
Hazard

Storage &Handling
Expiration Date
Certification Date:

QC3074-500ML
019758

Water

Irritant

Store at room temperature.
See Sample Label
B/18/2011

cortifed By LS

Christopher Rucinski - QA Director

) Assigned ¢ Certified 14 n Standard 2 Acceotance Limis 3
Ansly® Unts {Gravimetric) Value Value Deviation cceplance Limis
Caleium, Ca mg/L 43.1+0219 437+ 06860 223 1.78 38410400
1035 Traceable to NIST SRM 3108a Lot 050625
Magnesium, Mg mg/L 20.7 £ 0.108 20.7£0.318 223 1.01 1770238
1085 Tracaable to. NIST SAM 3131a Lot 050302
Caleium hardness as CaCO32 mag/L 108+ 0.549 109+ 185 223 440 96.3 to 123
1550 Traceable to. NIST SRM 31098
Hardness, tolal as CaCO3 mgiL 193+ 0884 193+ 2,97 223 6.43 174 to 212
1756 Traceablato NIST SRM 3109a/3131a
Residue-nonfillerable (TSS) ' mgiL 494 + 0252 47410756 223 3.06 3B2t0566
1980
Additional Information
Description
This standard is packaged in a 500 mL polyethylens bottle containing
approximately 500 mL of standard
This standard is not preserved
The standard can be stored &t room temperature
Preparation Instructions
This standard has been prepared as a whole volume standard and is ready o
analyze as received.
The hardness in this standard can be determined using either titration or
calculation mathads.
Be sure 10 shake this sample very well prior 1o taking an aliquot for the TSS
determination.
A
It 1s strongly recommended that you analyze for TSS prior to removing aliquots -
for other analyses from the Hardness bottle.
If other analytes are to be measured prior to TSS, be sure to shake the sample
very well prior 1o removing aliquots for any of the other parameters \
As this standard contains suspended solids, it is best fo filler a poriion of the
standard priog to adding preservation or aspirating the sample into any
instrument
Shake the Hardness bottle very well prior to opening
Remove aliquots for the tests that you are performing and analyze by your
normal procedures.
2931 Soldier Springs Road
Laramie, WY 82070
Phone: 307.742.5452
0 Fax: 307.745.7936
POFERENCE MATSRIAL PRODUCER Page 1 of 2 Web: www.RT-Corp.com




®RTCO Certificate of Analysis -

Hardness/TSS - WP

Number QC3074-500ML
Lot 019758
Solvent {(Matrix} Water
Hazard |rritant
Storage &Handling Store at room temperature.
Expiration Date See Sample Label
Cortification Date: 8/18/2011

Certified By: 20 o L Chiistopher Rucinski - QA Director

1 Centified value - based oh a prepared to vaiue and analylically verified by RTC with [rom the prep: and anahtical proced,

%The dard deviation is the robust statisiical standard deviation from the round rebin interlaboratory study.

A Acceplance limiis are based on US EPA RCRA, WS, and WP Interlaboratory Study Resulla. Theee ranges are recommaendsations only

4 Ugrm - Uncertainty values in this d are exp as Expanded ¢ y (Ucrm) P @ 1o the 85% confidence interval Licrm IS danved fram the combined standard ipiod by the G
factor %, which is obtained from a f-distribution and dagraes of freadom. The components of combined standerd inty include the inties due to ization, iy, long term stabdity. and short term stabilty

{tranapert) The componants dua fo stabildy are y d to be negligible unless i by stabiity studies.
§ K Coverage factor denvd from a t-gistibution tabie, based on the tegrass of freadom of the data set. Confidence Interval = 5%

Traceabilty' The standard was manufactured under an ISCHEC 170252005 certified quality system. The balance used to weigh raw materials is accurate to +/- 0.0001g and
calibrated regularly using mass standards fraceable to NIST. Al dilutions wara preformed gravimetrically Additionally, individual analytes are traceable to NIST SRMs where
available and specified above

Homogeneity Homogeneity was assessed in accordance with IS0 Guide 35, Completed units ware sampled using a random stratified sampling protocel The resulls of chemical 7936
analysis wera than compared using a one-way analysis of vartance approach as described by TNI EL-V3-2009 Appendix A.2. See Instructions for minimum sub-sample size

THIS PRODUCT WAS DESIGNED, PRODUCED AND VERIFIED FOR ACCURACY AND STABILITY IN ACCORDANCE WITH ISO/IEC 17025 2005 (AClass Cert AT-1467) and
150 GUIDE 34 2009 (AClass Cent AR-1470},

MSDS reports for companents comprising greater than 1 0% of the solution or 0.1% for components known o be carenogens are available upon request.

Page 2 of 2



ANEXO

ARTICULO CIENTIFICO



Validation of analytical methods for: BOD, COD, nitrite, total solids, chlorides

and total hardness for analysis of natural water, drinking water and wastewater

in the environmental engineering laboratory (UTPL Laboratories).

Diego Maza®’, José Miguel Guaman?

! Titulacién de Ingenieria Quimica, Universidad Técnica Particular de Loja

2 Departamento de Quimica, Seccion Departamental Ingenieria Ambiental, Universidad Técnica Particular de
Loja

*) corresponding author; demaza@utpl.edu.ec

Abstract

The methodology of this research is based mainly in the use of standard methods
published in the Standard Methods 2012, to the validation was used the Eurachen
Guide, as reference.

It was used the colorimetric method to do the proofs of COD and nitrites, in which the
spectrophometer DR-800 of brand HACH was used, and for hardness total and
chlorides were used volumetric methods in which the changed color show the end of
the titration, for total solids was used a gravimetric method in which it was evaporated
the present water in the sample and by difference of weight gets the quantity of solids
in the sample, and to BOD was used respirometric method, using an equipment
OxiTop of brand VELP.

The process of validation as the development of analytic process, they were developed
with the objective to fulfill with the technical requirements designed in the Norma

ISO/IEC: 17025 to the accreditation of the UTPL laboratories.

Key words: Validation, BOD, COD, nitrite, total solids, chlorides, hardness total,
colorimetric method, volumetric method, gravimetric method, respirometric method.

Introduction

The validation of analytic methods is
a process through it confirms that an
analytic method fulfill with the
characteristics of performing that are
adequate in the requirements of analytic
applications.

According with the necessities of the
Laboratory the methods which will be valid
are: BOD (Biochemistry Oxygen Demand),
COD (Chemistry Oxygen Demand), nitrites,
total solids, total hard and chlorides, to the
validation standard methods will be used
published in the Standard Methods edition
2012.

The main objective of the research is
valid the method before, so it's necessary
to fix the parameter of the validation:
detection limit, quantification limit, linearity
Rank of work, wveracity, accuracy,
sensitivity, control graphics, uncertainty; for
these the laboratory has calibrated
equipment’s, calibrated material and
substances of certificated references that
guarantee the results.

The result of the validation is proof
the aptitude of methods and document it’s
valid, through the determination of
statistical parameter of quality.


mailto:demaza@utpl.edu.ec

The validation of analytic methods it[s
into the good practices off Laboratory that
look for guarantee the results through an
exhaustive control of the process,
equipments, methods, registers, control
and installations.

Materials and Methods

Each one of the methods which will
be named afterwards, they will be
published in the Standard Methods the
validation of the methods was realized
according the conditions of operation
(environment conditions, equipments and
personal) in the laboratory UTPL belongs
to the departmental section of
Environmental Engineering.

BOD determination

This method consists in the
determination of requests of oxygen of
residual water, effluents and polluted water,
for its degradation. The respirometric
method is a process in which it's closed
hermetically a container, which contains
water to analyze, with bacterium flora and
air which contains a 21% of oxygen. In one
determined time, the bacterium flora
degrades. The organic matter leaving free
CO,. With the help of KOH, which reacts
with the CO, produced, it is registers a
depression  which is  consequence
exclusively of the consume of oxygen by
the biologic oxidation of the organic matter,
this is interpreted by the sensors BOD
which provide a direct measure of the
consumed oxygen by the
microorganisms.'™

It was use equipment OxiTop (VELP
SCIENTIFIC System BOD), an incubator
LAB-LINE (Ambi-Hi-Low). Standards were
prepared of 42, 84, 105 y 210 mg/l, with the
validation was realized.

Dilution water was prepared; with the
objective the samples possess the enough
nutrients to the degradation of the organic

matter. As standard was used the patron
BOD de 210 + 20 de la marca MERK.

According to the scale that presents
the sensor of the equipment OxiTop it was
chosen the volume of the simple, in the
table 1 is showed the selection of the
volume according to the scale of the
sensor.

Table 40 Manometer scale for volume selection

BOD
Volume de
Scale
Sample
1000 mg/L 100 ml
600 mg/L 150 ml
250 mg/L 250 ml
90 mg/L 400 ml

Source: The Author

After to choose the volume scale, the
flask is fulfilled with the simple, it is placed
a magnet and a deposit of alkalis in which
4 lentils are placed of KOH, it is closed the
glass with the sensor BOD and it is
incubated by 5 days, it is placed the flask
over the equipment of agitation and this is
located in the incubator to 20 + 1°C as it is
shown in the figure 1. The sensor has a
system to store the data each 24 hours by
5 days.

Figure 42 Incubation BOD
Source: The Author
To avoid interferences with the
temperature as with the temperature
calibers the incubator a 20 + 1°C.

A target for every time ago was
carried out the method of BOD. To the 5th
day the value is read and it is subtracted
the value obtained by the target.



BOD determination

The measure corresponds to an
estimate of the voidable matters present in
the water, either its organic or inorganic
origin.*

Under defined conditions certain
matters contained in the water are oxidized
with excess of dichromate of potassium,
between acid and in presence of silver
sulfate and sulfate of mercury.*

A method colorimetric is used that
consists in: to place 2 ml of the sample in
vials for COD of high range (20 - 1500
mg/l), the flasks are covered and shake
vigorously, they placed them in the
thermoreactor r Hach DRB 200 for 2 hours
to 150 °C, during this time leaves them to
cool, later into ambient temperature you
proceeds to make the reading in the
spectrophometer Hach Dr-2800, every time
that the rehearsal is made it is needed to
make a target with distiled water. A
standard of 1000 mg/l was used (Chemical
Oxygen Standard Demand Solution 1000
mg/l COD)

The spectrophotometer provides the
reading of the COD directly in mg/l.2,4 In
Figure 2 are shown the equipment’s used
for COD.
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Figure 43 Equipment’s for COD
Source: The Author

Nitrite determination

It is determined by the formation of a
reddish color, produced to pH 2 at 2,5, for
joining of sulfanilamine diazotized with
dichlorhidrate N - (1-naftil)-ethilendiamine

(dichloridrate of NED) that Nitriver3.2,4
takes place for the reagent addition.

It is a method colorimetric in which 25
samples ml that it is placed in a cell, to this
is added the reagent Nitride 3 it covers and
shakes, it is allowed to react for 20
minutes, then it is read in the
spectrophotometer Hach DR-2800. A
solution mother of 10mg/l was used starting
from the standard of 1000 mg/l (Nitrite
standard CertiPUR). A target is used with
sample water without placing the reagent.
The spectrophotometer reports the values
of nitrites in mg/l.2,4 In the Figure 3 the
nitrite reaction is shown.
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Figure 44 Reaction of nitrite
Source: The Author

Total solids determination

A very blended sample evaporates,
in a previously heavy capsule and dried off
to constant weight in a stove at 103 -
105°C, the increase of weight on the
capsules is represented as total solids.2,5

In this method a method gravimetric
is used, in which the capsules are dried for
one hour in a stove Memmert EFE 600,
then the capsules are placed by 40 minutes
in a drier and they are weighed in the
analytic scale Sartorious model TE 214S,
registered the capsule weight until with 4
decimals, the volume of the sample is
placed (100 ml), and the capsule plus
sample are located in the stove, it is
expected until they evaporate completely
and it is placed into the drier for 40 minutes
more and it weighs the capsule again. The
difference of weight between the weightl (
weigh empty capsule) and the weight 2
(capsule + evaporated sample) it provides



the value of solids in g/100ml, to this value
converts into mg/l units and this way we
obtain the concentration of having been
total solids in the sample 2. In the Figure 4
the drying of the samples is presented and
in the Figure 5 is shown to the analytic
scale to weight the samples.

Figure 45 Dries samples
Source: The Author
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Figure 46 Analytic scale
Source: El Author

Chlorides Determination

It is base on the valuation with the
silver nitrite using as indicative chromate of
potassium. The silver reacts with the
chlorides, forming a precipitate of white
color, when the ion chloride is over, the
silver reacts with the chromate forming the
solution of orange-reddish color finishing
with the value.2, 6

For the determination of chlorides is
used a volumetric method, a volume of
sample of 100 ml is used to this is added 5
drops of chromate of potassium to 5% and
it is titled as silver nitrate (AgNO3) 0,0141
N, when the sample changes of yellow to
red the titillation concludes and with the
volume spent in the burette it is proceeded
to make the calculations for chlorides.®

Vi * Nagno, * meq Cl™ % 10x10°
v,

mg/lCl™ =

Where:

V1= spent in the burette volume

N= AgNO3 normality

meq Cl Mili-chemical equivalent Cl-ion
V2= volume of sample analyzed

In the Figure 6 the titration of
chloride is presented in water.
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Figure 47 titrationof chloride
Source: The Author

Total Hardness determination

The hardness is understood as the
capacity of water to precipitate to the soap
and this is based on the presence of salts
of the ions calcium and magnesium. It is
the responsible for the formation of inlays
in recipients and pipes what generates
flaws and losses of efficiency in different
industrial processes as the units of transfer
of heat. 2,6

For the analysis of hardness a
volumetric method is used, in which a
sample of 50 ml is valued to pH 10 = 1 with
a solution of EDTA (sour
etilendiaminotetracetic), Manver2 is used
like to indicate and a solution buffer pH 10,
the color change of reddish to blue the
titration concludes, the spent volume is
read in the burette and the calculations are
made for the determination of total
hardness.

Vi * Ngpra * meq CaCO; * 10E6
V2

Dureza Total:mg/l =

Where:

V1= spent in the burette volume
M= EDTA molarity



Mmol CaCO3-= CaCO3 millimole
V2= volume of sample analyzed

In the Figure 7 the titration is shown
the total hardness.
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Figure 48 Titration of total harness.
Source: The Author

To supplement the validation
starting from the data obtained by each
method it was evaluated: detection limit,
gquantification limit, lineal, work range,
truthfulness, precision, control graphics,
and uncertainty.

Results

In each one of the following charts the
results will be presented obtained by the
validation. For each method were read
different concentration levels. (lower, half
and high).

Linearity

This parameter was evaluated
alone for COD and Saltpeter because the
method reported absorbencies since which
are  directly  proportional to the
concentration.

In the chart 8 the data are presented for
curve of saltpeter calibration.

Table 2 Data for nitrite calibration curve

concer)1(tration Absor{)ance
0,05 0,0864
0,1 0,1703
0,3 0,5205
0,5 0,8769
0,8 1,3974

Source: The Author

In the Graph 1 the calibration curve
is presented for saltpeter, being obtained a
coefficient of more correlation at 0,995
what indicates that the method has
linearity.

Also it is presented the value of the
slope (1,7522) and the value of the
intercept (-0,003).

1,5

v =1,7522x + 0,003
R>=0,999 /

1

0,5 /

0 /

0 0,25 0,5 0,75 1
Concentration

Absorbance

Graphic 1 Linearity nitrite
Source: El Author

In the Chart 9 the data are
presented obtained for the curve of
calibration of COD

Table 41 Data for COD calibration curve

X Y
concentration | Absorbance
10 0,0046
20 0,0095
50 0,0230
100 0,0450
200 0,0910
500 0,2207
1000 0,4483

Source: The Author

The Graph 2 shows the calibration
curve for COD obtained a coefficient of
more correlation at 0,995 what indicates
that the method possesses linearity. The
values of the slope are also presented
(0,0004) and of the intercept to (-0,0003).
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evaluated and the significance level
respect to the test F.

Table 43 Repetibilidad of methods

Method Level I:Exnerimental Critic
T
£o01 == 1 1,397 | 287
< 0 BOD 2 1,342 2,87
3 1,018 2,87
0 500 1000 1 0,889 287
Concentration CcOoD 2 0,291 2,87
Graphic 2 Linearity COD 3 2,117 2,87
Source: The Author 1 2,322 2,87
o o Nitrite 2 0,479 2,87
Detection Limit and guantification 3 2172 287
1 2,436 2,87
In the Chart 4 are presented the Total solids 2 2,285 2,87
detection limit and quantification of each 3 1,317 2,87
validated method. _ 1 0,325 2,87
Chorines 2 0,995 2,87
Table 42 Detection limit and quantification 3 0,602 2,87
Method LDD LDQ | %CV | Uni. Total 1 0,231 2,87
hardness 2 0,586 2,87
BOD 11,85 | 13,46 | 8,55 | mg/l 3 0,325 2,87
coD 13,35 | 15,81 | 12,72 | mg/l Source: The Author
Nitrite 0,017 | 0,020 | 12,92 | mgl/l
Totals solids 8,51 | 10,63 | 19,86 | mg/l Making the analysis of the obtained
Chorines 2,04 | 2,43 | 13,57 | mg/l data we can noticed that the Critical F is
Total hardness | 1.13 | 1.19 | 3.01 | mgl bigger than the Experimental F, therefore

Source: The Author

LDD: Detection limit, concentration that a
recovery is obtained between the 84 and
116%.

LDQ: Lower limit that can be detectable
and quantifiable, therefore it is considered
as the lowest concentration in the analito.

CV: The variation coefficient for the
evaluation of LDD and LDQ must be
smaller to 20% according to "Guidance for
Industry Bioanalytical Method Validation"
completed in each parameter that was
validated.

Repetibilidad

In the Chart 5 the repetibilidad
analysis is presented, which was carried
out it by means of the variance analysis
ANOVA, in which the square means are

there is not significant difference and it
fulfills the approach that the Experimental F
is smaller to the Critical F.

In the Chart 6 the results are
presented for the variation coefficient.

Table 44 Coefficient of variation of the methods

Method Level % CV

1 3,54

BOD 1,97

3,23

4,19

COD 3,59

1,49

2,82

Nitrite 1,31

0,38

3,93

Totals solids 1,33

0,65

4,11

Chlorides 1,02

1,25

3,49

Total 314
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hardness

2,25

Source: The Author




The approach of acceptance for the
variation coefficient indicates that it should
be smaller to 15%, as it is settled down in
"Guidance for Industry Bioanalytical
Method Validation" like in "Approaches for
the validation of physiochemical methods",
this way it is demonstrated that the
methods possess the ability to repeat many
times.

Reproducibility

For this method we have worked

Recovery

It must be between 94 and 106% in each
method this indicates us the approach of
acceptance of the method.

In the following Charts the recovery
is represented in each method. It was
enriched with certified standard solutions,
each method was validated in different
concentration levels.

Table 47 Recovery BOD

with the same analyst, same team and N° Levell | Level2 | Level3
reagents but the data were obtained in 1 102% 96% 104%
different weeks. 2 95% 103% 98%
3 105% 102% 100%
In the Charts 7 and 8 are shown the ; . .
reproduction the level 2 as for a test F of 4 102% 9% 104%
variances of two samples and a test T for 2 S 95% 104% 100%
correlated variables or paired. 6 102% 96% 105%
7 100% 101% 101%
Table 45 Reproducibility test F . . .
Method F Experimental F Critic B 102% ks 95%
BOD 2,814 3,18 9 102% 103% 103%
COD 0,941 3,18
d ! 0, 0, 0,
Nitrite 0,120 3,18 10 98% 102% 100%
Total solids 0,301 3,18 Source: The Author
Chorines 1,135 3,18
’ ' Table 48 R COD
Total hardness 0,889 3,18 = ——
Source: The Author N0 Level 1 Level 2 Level 3
_ _ . 1 98% 98% 104%
Analyzing -tr']e ob.talned data is 5 99% 101% 98%
proved that the Critical F is smaller to the - - ;
Experimental F, being demonstrated that 3 103% 100% 100%
there is not significant difference 4 101% 99% 104%
completing the approach of Experimental F 5 103% 96% 100%
<Critical F. 6 97% 104% 105%
Table 46 Reproducibility test T, for 2 correlated
variables or paired 7 103% 102% 101%
Método T Experimental T critico 8 101% 96% 95%
BOD 0,435 2,262
CcOD 0,136 2,262 9 100% 100% 103%
Nitrite _ 0,095 2,262 10 97% 101% 100%
Total solids 1,203 2,262 3 -
- ource: The Author
Chorines 0,744 2,262
Total hardness 0,129 2,262

Source: The Author

It is verified that there is not
significant  difference since the T
Experimental <T Critical completing the
approach of acceptance since the
Experimental T is smaller to the Critical T.




Table 49 Recovery Nitrite

Table 52 Recovery total hardness

N° Level 1 Level 2 Level 3 N° Level 1 Level 2 Level 3
1 101% 103% 102% 1 104% 101% 99%
2 99% 103% 102% 2 97% 103% 99%
3 105% 103% 99% 3 97% 98% 101%
4 103% 103% 101% 4 104% 102% 98%
5 99% 99% 101% 5 97% 99% 101%
6 105% 98% 98% 6 104% 102% 101%
7 100% 101% 102% 7 104% 101% 97%
8 105% 99% 100% 8 104% 98% 98%
9 103% 99% 100% 9 99% 102% 100%
10 98% 100% 99% 10 104% 103% 102%
Source: The Author Source: The Author
Table 50 Recovery total solids Control graphics
Ne° Level 1 Level 2 Level 3
1 R . . The control graphics are the graphic
100% LA 98% representations of the recovery in each
2 95% 98% 102% method that is used to supervise processes
3 o o 0 a_nd to identify uncertainty and abnormal
100% 102% 101% circumstances.
4 98% 98% 97%
5 100% 104% 99% In the graph 3 the legend is
presented for the letters control.
6 102% 99% 98%
7 98% 96% 100%
—+— Nivel 1
8 100% 102% 101% .
—=+— Nivel 2
9 98% 103% 99% Nivel 3
10 102% 97% 98%
Source: The Author )
Graphic 3 Legend for control charts
Source: The Author
Table Sl Recovery Clllorines I I 108%
N Level 1 Level 2 Level 3 106% :
1 103% 99% 98% 104% ?\[’\
2 98% 100% 101% 102% T HES
100% <>\ @ 2
3 102% 101% 102% . A X
98% E ¥
4 97% 103% 100% 96% \/ \/ ]
>
5 98% 99% 101% 94%
6 101% 101% 102% 92%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
7 102% 97% 100%
Graphic 4 Control graphic for BOD
8 97% 102% 101% Source: The Author
9 105% 101% 100%
10 103% 99% 99%

Source: The Author
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Graphic 5 Control graphic for COD
Source: The Author
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Graphic 9 Graphic of control for total hardness
Source: The Author

Uncertainty

Estima el rango de caracterizaciéon
de valores, entre el valor convencional
verdadero de la cantidad medida.

En la Tabla 15, se presentan los
resultados de la determinacién de
incertidumbre en cada método

Graphic 6 Graphic nitrite control
Source: The Author
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Graphic 7 Graphic of control for total solids
Source: The Author
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Method Level | C(mg/l)* | Uncertainty
1 42 2,86
BOD 2 84 18,045
3 210 45,982
1 20 1,689
COD 2 100 7,244
3 1000 38,693
1 0,05 0,0035
Nitrite 2 0,3 0,0083
3 0,8 0,0179
1 50 3,942
Total solids 2 500 13,566
3 5000 50,838
1 5 0,436
Chloride 2 100 2,6340
3 1000 10,205
1 5 0,483
;grglness 2 50 1,394
3 193 7,518

* concentration at each level

Graphic 8 Graphic of control for chloruros
Fuente: El Autor

Conclusion

e |t was possible to validate chemical
physical methods for the
guantification of BOD, COD,
nitrites, total solids, chlorides and
total hardness in residual waters,
natural water and drinkable water,
analyzing parameters like lineal |,




detection limit, quantification limit,
repetition, reproduction, accuracy,
control graphics and uncertainty,
fulfilling each one of these the
required approaches of
acceptance.

It was possible to validate chemical
physical methods for the
quantification of BOD, COD,
nitrites, total solids, chlorides and
total hardness in residual waters,
natural water and drinkable water,
analyzing parameters like lineal,
detection limit, quantification limit,
repetition, reproduction, accuracy,
control graphics and uncertainty,
fulfilling each one of these the
required approaches of
acceptance.

The variation coefficient of each
one of the methods in the different
concentration  levels, provided
smaller values to 15%, fulfilling the
approaches of acceptance that are
shown as in "Guidance for Industry
Bioanalytical Method Validation" as
in "Approaches for the validation of
physiochemical methods" what
indicates that the methods have
been repeated.

To determine the repetition was
used a variance analysis ANOVA
with a level of trust of 95%,
checking that there is not significant
difference in none of the levels in
the different methods, fulfilling the
approach of acceptance that
indicates the F-critical one must be
bigger than the F-experimental one.

The repetition was used in a
variance analysis ANOVA with a

level of trust of 95%, checking that
there is not significant difference
in none of the levels in the
different methods, fulfilling the
approach of acceptance that
indicates the F-critical one must
be bigger than the F-experimental
one.

The same sample, the same
analyst but the rehearsal was
carried out them in different
weeks, as result of this it was
obtained that the methods in the
different levels fulfill the approach
of acceptance which indicates that
T-critical must be bigger than the
T-experimental one.
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