UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO

FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS
CARRERA DE INGENIERIA BIOQUIMICA

“Evaluacion del Desempefio del método de ensayo de sulfatos en
Matrices de aguas claras en el Laboratorio de Control y Andlisis de
Alimentos “LACONAL” de la Universidad Técnica de Ambato”.

Proyecto de Trabajo de Titulacion, modalidad Experiencia Practica de
Investigacion y/o Intervencion, previa la obtencion del Titulo de Ingeniera
Bioquimica otorgado por la Universidad Técnica de Ambato, a través de la

Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Autora: Johanna Estefania Caceres Nufiez

Tutor: Ingeniero Alex Fabian Valencia Silva

Ambato - Ecuador
Mayo - 2016



APROBACION DEL TUTOR

Ing. Mg. Alex Valencia

CERTIFICA:

Que el presente trabajo de titulacién ha sido proliamente revisado. Por lo
tanto autorizo la presentacion de este Trabajo de Titulacion modalidad
Experiencia Préactica de Investigacion y/o Intervencién, el mismo que
responde a las normas establecidas en el Reglamento de Titulos y Grados

de la Facultad.

Ambato, 28 de Enero de 2016

Ingeniero Alex Valencia
C.l: 1803121084
TUTOR



DECLARACION DE AUTENTICIDAD

Yo, Johanna Estefania Caceres Nufiez, manifiesto que los resultados
obtenidos en el presente Proyecto de Investigacién, previo la obtencién del
titulo de Ingeniera Bioquimica son absolutamente originales, auténticos y

personales; a excepcién de las citas.

Srta. Johanna Estefania Caceres Nuiez

C.1. 180487342-8

AUTORA



APROBACION DE LOS MIEMBROS DEL TRIBUNAL DE GRADO

Los suscritos Profesores Calificadores, aprueban el presente Trabajo de
Titulacion modalidad Experiencia Practica de Investigacion y/o Intervencion,
el mismo que ha sido elaborado de conformidad con las disposiciones
emitidas por la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos de la

Universidad Técnica de Ambato.

Para constancia firman:

PRESIDENTEDEL TRIBUNAL

Ph.D.Nahir Yerely Dugarte Jiménez
C.1. 1753479193

ing/ M// cliia Méroedes Carpio

C.1. 1704627650

Ambato, 06 de Mayo de 2016



DERECHOS DE AUTOR

Autorizo a la Universidad Técnica de Ambato, para que considere el
presente Trabajo de Graduacion o parte de él, como un documento
disponible para su lectura, consulta y procesos de investigacion, segun las

normas de la Institucion.

Cedo los Derechos en linea patrimoniales de mi Trabajo de Graduacion, con
fines de difusion publica, ademas apruebo su reproduccion parcial o total
dentro de las regulaciones de la Universidad Ecuatoriana, siempre y cuando
esta reproduccibn no suponga una ganancia econdmica y se realice

respetando mis derechos de autor.

Johanna Caceres
C.l1. 180487342-8

AUTORA



DEDICATORIA

Para mis padres;

mi guia, mi luz,

mi apoyo.

Vi



AGRADECIMIENTOS

Al laboratorio de Control y Andlisis de Alimentos “LACONAL” y a todo el
personal de trabajo por permitirme ser parte de su equipo y colaborar con
todas las actividades ofertadas al servicio del cliente, mediante el
compartimiento de su experiencia y conocimientos. De manera especial a los
Ingenieros Giovany Freire, Patrica Arglello y Gabriela Flores por todo el

apoyo brindado y por su amistad.

Al Quimico Lander Pérez y al Ingeniero Alex Valencia por guiarme durante el

proceso.

A mis padres por ser el apoyo mas grande que tengo en mi vida, sin ellos

nada de esto seria posible y a mi hermano por ser mi ejemplo.

Vil



INDICE DE CONTENIDOS

RESUNMEN ....oooi ittt ettt e, XV
AB ST R A C T . e ——— XVi
INTRODUGCCION .o ettt 1

CAPITULO |
EL PROBLEMA

O =] 0 ¢ = PP PP PP UPPRRPIN 3
1.2, JUSHTICACION. .. .uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 3
G TR O ][ 1 )0 4
I I 1= o 1= - | PR 4
1.3.2.  ESPECITICOS ... 4
CAPITULO II
MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes INVESHGAtIVOS.........ccuuuuuiiiie e 5
N o 100 (=1 R 7
HIPOLESIS NUIA ... e e e s 7
HIPOtESIS AIEINALIVA.........ccceeiiiiiiee e 7
2.3. Sefalamiento de variables de la hipOtesis .........ccccoevveieiiiiiiiiiiiieeeee, 7
Variable Independiente............cooviiiiiiiiiiii e 7
Variable DependieNte.........coooeeiiiiiiiiii e 8

CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1l MaAteriAleS. oo 9
3.1.1. MaterialeS y EQUIPOS .......ooovuiiuiiiiieeeeeeeeiiie et e e e e e 9
3.1.2. REACHIVOS....cciiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeee ettt eeees 10

3.2 MEIOAO ..o 10
3.2.1. Principio del MEtodo ..........ooevviiiiiiiiiiee e 10
3.2.2. Preparacion de reactiVOS ...........ceeeiiieeiiiiiiiiiiie e 11
3.2.3. Curvade calibraCion........cccccvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 11
3.2.4. Cuantificacion de sulfatos............coevvvviveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 11

3.3 Diseflo experimental............cccuiiiiiiiiiiiii e 12
3.3.1 Parametros de validacion ..........ccccccevvevviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee 12



3.3.1.1.  Lin€alidad........coieeeiiiiiiiiiiiee e
3.3.1.2.  Sensibilidad...........cooviiiiiiiii s
3.3.1.3.  LIMITES wurvrriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e
3.3.1.3.1. Limite de deteccCion (LOD) ........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiaeeeee e
3.3.1.3.2. Limite de cuantificacion (LOQ)...........ccecurrrreeeeieeerniiiinnnee.
3.3.1. 4. EXACHIUM .cevveeiii e e e e e e eannees
3.3.1.5.  PreCISION ....uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiasii e
3.3.1.5.1. Repetibilidad .........cccooiii s
3.3.1.5.2. Reproducibilidad ...........cccoooiimmiiiiis
3.3.1.6. Aplicabilidad.................uuuummiimiiiiiiiiiiiis
3.3.2. Tratamiento eStadiStiCO ..........uuveiiiiiieiiiiieiie e
3.3.3.  INCertidumbre...........oiiii i
3.3.3.1. Etapas para el calculo de la incertidumbre ..................ccoo..
CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  EStimacion IN€al ...
4.2 LIMITES. oo
4.3 EXACHIUA ..oooiiiiiiiiii
A4 PrECISION ..ccoiiiiiiiiiiiiiie e
4.6  Tratamiento EStadiStiCo.........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
4.7  INCertidumbre .......coooiiiiiiiiii e

4.7.1. ESPECITICACION......iiiii i e e e

4.7.2. Identificacion de las fuentes de incertidumbre...........cccvevvvveeeneee.

4.7.3. Cuantificacion y Combinacion .............cccceeeieeeeiiiieiiiiiiieeeeeeeeeeiinnns
4.8 Corrida de muestras adiCionales.........cccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee

CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1, CONCIUSIONES....coiiieieeee e
5.2, ReCOMENACIONES.......cccoeei i
MATERIAL DE REFERENCIA
BIBLIOGRAFIA ..ottt
ANEXOS ...t a e e e aaas



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Objetivos de validacion .............ccccvvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 12
Tabla 2. Modelo para la estimacion de la linealidad ...............ccovvvvvvvvvennnee.. 13

Tabla 3. Modelo de estudio para el andlisis de varianza aplicado a cada

coNCeNtracion (9 NIVEIES) ......eeieiiiiiiiiieiee e 20

Tabla 4. Datos de las curvas de calibracion para la determinacion de sulfatos

..................................................................................................................... 26
Tabla 5. Estimacion Lineal de las curvas en forma integrada...................... 28
Tabla 6. Limites de la recta de calibrado integrada (global) ........................ 30
Tabla 7. Lecturas para cuantificacion de limites ...........ccccvvvvvviiiiiiiieeneeeennnns 31

Tabla 8. Porcentajes de Recuperacion de los materiales de referencia
certificados (200 Y 25 MG SO4ZTLY c..veveeeeeeeeeeeeeeeeee e, 33

Tabla 9. Datos experimentales de las corridas de cuantificacion de sulfatos

Tabla 10. Resumen de concentraciones al evaluar el nivel 1 de (5mg/L) .... 37

Tabla 11. Desviaciones estandar y coeficientes de variacion de los niveles

(o (s o101 g [e1=) 011 r= 11 (0] o FUTUEEUT TR 38
Tabla 12. Coeficientes de variacion de HOMWItZ ............oveveeieeiiiiieiiea 39

Tabla 13. Resumen en orden ascendente de concentraciones al evaluar el

NIVEl 1 A€ (BMQ/L) e e e e e 40
Tabla 14. Resumen Test de Grubbs.............eeviiiiiiiiiiiiee e 42
Tabla 15. ReSUMEN ANOVA ..ot 43
Tabla 16. Fuentes de incertidumbre del método............cccccveeeeiiiiiiiiiiiinnnn. 45
Tabla 17. Concentraciones corregidas de los estandares (9 niveles).......... 47
Tabla 18. Incertidumbre estandar del material volumétrico (Umv) ....ccevvveeeee 48

Tabla 19. Incertidumbre tipica combinada de las soluciones madre (uSM). 49



Tabla 20. Incertidumbre tipica combinada de la preparacion de estandares
(HESE) (D NIVEIES) .. 49

Tabla 21. Incertidumbre tipica combinada de la curva de calibracién (uCC) 50

Tabla 22. Incertidumbre por resolucion del equipo (uresol) ...........cccuvvveeeee.. 51
Tabla 23. Incertidumbre por reproducibilidad (UR) .......ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnee. 51
Tabla 24. Incertidumbre tipica combinada del método (UMeT) -.-.oooevvvveeeenenn. 52
Tabla 25. Factor de cobertura (K).........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeee 54
Tabla 26. Incertidumbre expandida del Método (Ugxp) «..vvveeeeeeeeriiiiiieeeennenn. 54
Tabla 27. Corrida de muestra de agua purificada envasada........................ 56
Tabla 28. Corrida de muestras de agua potable ...........cccccvvvvviiiiiiiiiiiiinnnnne. 57
Tabla 29. Resultados de la validacion ...........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 58

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Etapas para el célculo de la incertidumbre ...........cccocoeevvvviiiinnnnnnn. 23
Figura 2. Curvas de Calibracion para la determinacion de sulfatos............. 27

Figura 3. Curvas de calibracion integradas para la determinacion de sulfatos

..................................................................................................................... 28
Figura 4. Limites de la recta de calibrado integrada (global) ....................... 30
Figura 5. Resumen de los rangos de los porcentajes de recuperacion ....... 34

Figura 6. Esquema general para el calculo de la incertidumbre combinada

del método de determinacion de sulfatos............cccceeeeiii, 46
Figura 7. Campana de Horwitz experimental (9 niveles) ...........cccccvvvvvnnnnn.. 55
Figura 8. Campana de Horwitz experimental (7 niveles) ...........cccccvvvvvnnnnn.. 56

ANEXO A: TERMINOLOGIA

TEIrMINOIOGIA ..uvviiiiii e e e e e e e e e e e e eeaeaees 67

Xi


file:///G:/excel%20silfatos/IMPRIMIR/J.%20Cáceres-%20trabajo%20de%20titulacion-REV%20CC.docx%23_Toc448961122

ANEXO B: METODO DE REFERENCIA

llustracién B- 1 Método turbidimétrico para la determinacion de sulfatos.... 71

ANEXO C: CERTIFICADOS
llustracion C- 1 Certificado de calibracion Balanza OHAUS ........................ 74
llustracion C- 2 Certificado de calidad de balon de aforo de 1000 mL (1) ... 76

llustracion C- 3 Certificado de calidad de bal6n de aforo de 1000 mL (2) ... 77

llustracion C- 4 Certificado de calidad de balén de aforo de 100 mL........... 78
llustracion C- 5 Certificado de calidad de pipeta aforadade 5 mL............... 79
llustracion C- 6 Certificado de calidad de pipeta aforada de 10 mL............. 80
llustracion C- 7 Certificado de calibracion de pipeta aforada de 25 mL ....... 81
llustracion C- 8 Certificado de analisis del reactivo (Estandares) ................ 82
llustracion C- 9 Certificado de analisis del reactivo (MRC) .............cccevveeeeee 83
llustracion C- 10 Certificado del material de referencia (25 mg/L) ............... 84
llustracion C- 11 Certificado del material de referencia (200 mg/L) ............. 85

ANEXO D: ANALISIS DE DATOS

llustracion D- 1 Prueba t de Student para la correlacion lineal de las curvas

A CAlIDIACION ... e e e 87

llustracion D- 2 Prueba t de Student para exactitud en la determinacién de

SUIATOS . ..o 88

llustracion D- 3 ANOVA de los 9 niveles de concentracion mediante hoja de

CAICUIO EXCO ..o e e e 89

llustracion D- 4 ANOVA del nivel 1 (5 mg/L) mediante paquete estadistico
INFOSTAL ... 90

llustracion D- 5 ANOVA del nivel 2 (10 mg/L) mediante paquete estadistico
INFOSTAL ... e eeeaeae 90

Xii



llustracién D- 6 ANOVA del nivel 3 (20 mg/L) mediante paquete estadistico
INFOSTAL ... oot e 90

llustracién D- 7 ANOVA del nivel 4 (25 mg/L) mediante paquete estadistico
a1 (03] = | PR 90

llustracién D- 8 ANOVA del nivel 5 (30 mg/L) mediante paquete estadistico
INFOSTAL ... oot e e 91

llustracién D- 9 ANOVA del nivel 6 (40 mg/L) mediante paquete estadistico
INFOSTAL (40 MQ/L) ceiiiiiiiiiiiiiiieeie ettt eees 91

llustracién D- 10 ANOVA del nivel 7 (50 mg/L) mediante paquete estadistico
INFOSTAL ... oot e 91

llustracion D- 11 ANOVA del nivel 8 (150 mg/L) mediante paquete
estadistiCO INfOSTAL.........cuveiiii e 91

llustracion D- 12 ANOVA del nivel 9 (250 mg/L) mediante paquete

ESTAAISTICO INFOSTAL ... e e 92

llustracion D- 13 ANOVA de la muestra de agua purificada envasada
Q=TS 1= ) S 92

ANEXO E: DECLARACION DEL METODO VALIDADO

Cuadro E- 1 Hoja de Validacion del método ..........cccevvvevivviiiiiieeeeeeeeiiiin, 94

ANEXO F: INSTRUCTIVOS
Instructivo F- 1 Instructivo de ensayo del método de sulfatos...................... 97

Instructivo F- 2 Uso del espectrofotometro EVOLUTION 60S ................... 104

ANEXO G: FOTOGRAFIAS

llustracion G- 1 Estandares para curva de calibracion.............................. 109
llustracién G- 2 Turbidez de los estdndares...........cccvvvvvevvviiiiiiiiiiiiiieeenennne. 109
llustracion G- 3 Estandares para corridas de muestras (sin dilucion) ........ 109

Xiii


file:///G:/excel%20silfatos/IMPRIMIR/J.%20Cáceres-%20trabajo%20de%20titulacion-REV%20CC.docx%23_Toc448961184
file:///G:/excel%20silfatos/IMPRIMIR/J.%20Cáceres-%20trabajo%20de%20titulacion-REV%20CC.docx%23_Toc448961185

llustracién G- 4 Estandares para corridas de muestras (con dilucion)....... 110

llustracién G- 5 Materiales de Referencia Certificados.........cccccvvvvvvvvvenee. 110
llustracién G- 6 Muestra de agua purificada envasada “Tesalia” ............... 110
llustracién G- 7 Espectrofotémetro Evolution 60S ............ccccvvvvvvvivvveeinnnee. 111

llustracién G- 8 Recta de calibracién 1 para la cuantificacion de sulfatos.. 111
llustracién G- 9 Recta de calibracién 2 para la cuantificacion de sulfatos.. 111
llustracién G- 10 Recta de calibracién 3 para la cuantificacion de sulfatos 112
llustracién G- 11 Recta de calibracion 4 para la cuantificacion de sulfatos 112

llustracion G- 12 Recta de calibracion 5 para la cuantificacion de sulfatos 112

Xiv



RESUMEN

La validacion de métodos analiticos, es parte de un proceso de
mejoramiento de la calidad de los laboratorios, cuyo objetivo es demostrar,
con pruebas documentadas y fundamento estadistico que, tanto el método
utilizado como el resultado obtenido de dicho andlisis es certero y
proporciona datos confiables dentro de un intervalo definido de trabajo,
mediante un control minucioso de condiciones, materiales y equipos, con el
fin de adaptar los procedimientos al entorno de trabajo rutinario. De tal modo
que, esto conlleva a un reconocimiento formal de la competencia del
laboratorio que es la acreditacion. Por otro lado el control de la calidad del
agua es de un interés creciente, debido a la utilizaciébn y consumo masivo de
este recurso. Tomando en cuenta estos criterios, se valido el método
analitico de determinacion de sulfatos en base a la técnica turbidimétrica, en
matrices de agua potable y agua purificada envasada, utilizando como
referencia el procedimiento 4500-SO,* E establecido en Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater 22" ed. Se comprobé la
fiabilidad del método para producir el resultado previsto, mediante la
evaluacion de la linealidad, sensibilidad, precision, exactitud y calculo de la
incertidumbre del mismo. EI método desarrollado produce una respuesta
lineal en el rango de 5 a 50 mg/L con r* de 0,9961 y un m de 0,0041, pero
debido a que el TULAS establece como LMP: 250 mg SO,*/L que es un
valor superior al rango lineal, se establecié un intervalo de trabajo de 4,9
(LoQ) a 250 mg de SO,*/L por dilucién, con una incertidumbre expandida de
9,3% (p=95.45%), coeficientes de variacion por repetibilidad de %CV,=3,9y
por reproducibilidad de %CVg= 4,3%, aceptados de acuerdo a los criterios
establecidos por el coeficiente de variacion de Horwitz (%CV,) y un
porcentaje de recuperacion de 100 + 6% (MRC: 25 mg/L).

Palabras clave: validacion, métodos analiticos, sulfatos, aguas claras,
Laboratorio de Control y Analisis de Alimentos (LACONAL).
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ABSTRACT

The validation of analytical methods is part of a process of improving the
quality of laboratories, which aims to demonstrate with substantiated
evidence and statistical basis that both the method used and the result of this
analysis is accurate and provides reliable data within a working range defined
by careful control of conditions, materials and equipment, in order to adapt
procedures to routine working environment. So this leads to a formal
recognition of the competence of the laboratory, that is the accreditation. On
the other hand, control of water quality is of increasing interest, because of
the extended use and massive consumption of this resource. Based on these
criteria, the analytical method for the determination of sulfates in drinking and
bottled purified water matrices, based on the turbidimetric technique, was
validated, using as reference the procedure established in 4500-SO,* E
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 22" ed.
The reliability of the method to produce the expected outcome was cheked,
by assessing linearity, sensitivity, precision, accuracy and by the calculation
of its uncertainty. The developed method produces a linear response within
the range of 5 to 50 mg/L with r? of 0,9961and m of 0,0041, however, as the
TULAS expose a maximum allowable limit of 250 mg SO.*/L, a working
interval of 4,9 (LOQ) to 250 mg SO,*/L was established by dilution, with a
percentage expanded uncertainty of 9,3% (p= 95.45%) and coefficients of
variation of %CV,= 5,83 and %CVg= 5,85%, respectively, percentages
accepted according to the criteria established by the coefficient of variation of
Horwitz (%CVy), and with an average recovery percentage of 100 + 6%
(MRC: 25 mg/L).

XVi



INTRODUCCION

Debido a la gran cantidad de laboratorios de ensayo que ofertan métodos
analiticos, que producen resultados fiables, mediante acreditacion y
validacion de los mismos, y debido a la necesidad, cada vez mayor, de los
clientes por obtener reportes de analisis que permitan tomar decisiones
basadas en dicha informacién, el Laboratorio de Control y Andlisis de
Alimentos “LACONAL” de la Universidad Técnica de Ambato pretende
desarrollar metodologias que cumplan con las especificaciones de
normativas tanto nacionales como internacionales en todas las areas de
analisis.

El control de la calidad del agua es muy importante por lo que las sustancias
parcialmente toxicas deben eliminarse o por lo menos estar por debajo de
los limites maximos permisibles, establecidos en las normas técnicas, previo
al consumo. En este sentido, se determinara sulfatos en matrices de aguas
claras, especificamente; agua potable y agua purificada envasada, utilizando
la técnica turbidimétrico. Para esto, se tomaran medidas pertinentes con la
finalidad de demostrar que el método es capaz de producir y reproducir

efectivamente datos dentro de un intervalo de trabajo.

Se requiere entonces, con miras a la acreditacion del método y con la
finalidad de validar el mismo, del uso de materiales calibrados o certificados,
métodos de referencia documentados, reactivos con certificados, materiales
de referencia confiables y un buen desempefio del analista, con lo cual se
verificara que los resultados reportados mediante el método proporcionan un
alto grado de confianza y seguridad.

Asi los objetivos del presente trabajo son evaluar el desempefio del método
de ensayo de sulfatos en matrices de aguas claras por espectroscopia UV-
VIS, determinar los parametros de validacién y dar el mejor tratamiento
estadistico a los datos que se obtienen durante la validacién, asi como
también identificar las fuentes de incertidumbre que se asocian a todo el

proceso de medicién y cuantificarlas.



Luego del desarrollo del proceso se identificO que se cumplieron con los
objetivos de validacion especificados inicialmente, se pudo establecer el
rango de trabajo y la incertidumbre ligada a cada nivel de ensayo. Por lo cual
se declara que el método aplicado para la determinacion de sulfatos es apto
para ser sometido al proceso de acreditacion conforme lo establece la norma
ISO/IEC 17025.

De tal modo, “LACONAL” cumplira con las exigencias de calidad y
productividad, dando a los clientes certeza de que el laboratorio es

técnicamente competente en una amplia gama de métodos y matrices.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. Tema

Evaluacion del desempefio del método de ensayo de sulfatos en matrices de
aguas claras en el laboratorio de control y analisis de alimentos “LACONAL”

de la Universidad Técnica de Ambato.

1.2. Justificacion

La acreditacion, es la herramienta establecida a escala internacional para
generar confianza ya que permite: dar certidumbre a las mediciones de los
laboratorios, asegurar la veracidad de los resultados e incrementar la
calidad, considerando las interrelaciones con la produccién y con las

condiciones de vida de los ciudadanos.

Asi mismo, la validacion de métodos analiticos, es parte de un proceso de
mejoramiento de la calidad de los laboratorios, por lo que desarrollar un
tema de investigacion en este campo es de gran importancia no solo
cientifica sino también ambiental y de interés para las instituciones ya que el
proceso de acreditacién de laboratorios conlleva la validacion de métodos.
La validacién es un proceso esencial que un laboratorio debe implementar
con la finalidad de demostrar que, tanto el método utilizado como el
resultado obtenido de dicho analisis es certero y proporciona datos
confiables mediante un control minucioso de las condiciones, materiales y

equipos utilizados.

El laboratorio de control y analisis de alimentos “LACONAL” es un laboratorio
acreditado en cuanto a analisis fisicoquimicos y microbiolégicos para la

matriz alimentos, sin embargo, carece de acreditacion de parametros en



aguas. Segun las necesidades del laboratorio, con la finalidad de satisfacer
la demanda del cliente, el método a validarse cumplird con los requisitos de
la norma internacional ISO/IEC 17025:2005 y estara basado en Standard
Methods. 22" Edition. Especificamente, la deteccién y cuantificacién de
sulfatos en aguas claras es de vital importancia debido a que
concentraciones elevadas pueden causar trastornos gastrointestinales,
intoxicaciones y un sabor amargo al consumirse, es asi que el Texto
Unificado de Legislacion Ambiental Secundaria (TULAS) establece un limite
méaximo permisible de 250 mg SO4*/L, como criterio de calidad, para aguas

de consumo humano y uso doméstico.

1.3. Objetivos

1.3.1. General

Evaluar el desempefio del método de ensayo de sulfatos en matrices de
aguas claras en el laboratorio de control y analisis de alimentos “LACONAL”

de la Universidad Técnica de Ambato.

1.3.2. Especificos

Establecer y aplicar los parametros de validacion para la

determinacién de sulfatos por el método turbidimétrico.

Determinar si el método turbidimétrico cumple con las
especificaciones del método de referencia establecido en el
procedimiento 4500 E de Standard Methods for the Examination of

Water and Wastewater. 22" Edition.

Elaborar el analisis estadistico y el informe de los objetivos de

validacion.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes investigativos

Se ha registrado, con el tiempo, un compromiso creciente de la sociedad por
cuidar el medio ambiente debido, en gran parte, a la implementacién de
normas ambientales y legislativas cada vez méas exigentes, lo que conlleva a
un incremento en la demanda de analisis ya sea de agua, suelo o aire tanto
en organismos publicos como privados. Es indispensable que los
laboratorios que ofertan dichos servicios demuestren que proporcionan
resultados confiables. En este sentido, el uso de un método analitico se

justifica s6lo después de haber descubierto que es valido (Gennaro, 2003).

En la actualidad, existe una amplia disponibilidad de métodos de ensayo,
reconocidos tanto nacional como internacionalmente, utilizados como
métodos de referencia (UNODC, 2010). Sin embargo, ello no garantiza que
el funcionamiento sea satisfactorio en el laboratorio, por lo que debe ser
evaluado bajo sus condiciones ya que cualquier cambio introducido puede
afectar sus caracteristicas, es decir, debe ser validado (Baez, 2009). Asi la
validacion de un método analitico es un paso fundamental para asegurar que
los resultados entregados por dicho método son certeros (Duffau et al.,
2010), de tal modo que esto conlleva a un reconocimiento formal de la
competencia del laboratorio que es la acreditacién; para un laboratorio
acreditado la responsabilidad en el reporte de resultados es predominante
(Gennaro, 2003).

La norma ISO 17025 establece los requisitos generales que un laboratorio
debe cumplir para que su competencia en la realizacion de ensayos,
incluyendo muestreo, métodos normalizados, métodos no normalizados y
métodos desarrollados por el laboratorio sea reconocida. La Acreditacion

concedida por un organismo acreditado reconocido como es el Servicio de

5



Acreditacion Ecuatoriano (SAE), con base en practicas internacionales, es la
forma mas efectiva de demostrar la competencia técnica del laboratorio,
mostrando evidencias de la credibilidad de los servicios que brinda y
eliminando la necesidad de mudltiples evaluaciones realizadas por sus
clientes (L6pez & Jibaja, 2007).

Por otro lado, el control de la calidad del agua es muy importante, ya que es
el medio de trasporte de todas las sustancias y compuestos tanto biolégicos
como fisicoquimicos (Severiche & Gonzalez, 2012). Un agua de buena
calidad ya sea para consumo humano o para las diferentes actividades
econdmicas es aquella en la cual las sustancias potencialmente toxicas para
la salud humana se eliminan totalmente en el tratamiento previo o se lleva a
la maxima concentracion permitida por las normas que rigen estos

parametros (Aponte, 2010).

Estudios han revelado que los sulfatos le otorgan al agua un gusto amargo,
estando el umbral de gusto en funcion del catibn concreto que sea
mayoritario en el agua (Severiche & Gonzalez, 2012) y un efecto laxante, el
cual es mayor para el caso del sulfato de sodio y de magnesio por lo que no
es deseable un exceso de los mismos en las aguas de consumo

(Vidaurreta, s.f.)

Los sulfatos, sales solubles en agua a excepcion de los de plomo (Pb), bario
(Ba) y estroncio (Sr), se hallan profusamente repartidos en todo tipo de
aguas, en concentraciones variables (Marin, 2005). La forma mas comun de
sulfatos presentes en el agua son las sales de calcio, hierro, magnesio y

sodio (Vidaurreta, s.f.).

El ion procede fundamentalmente de los procesos de disolucién de yesos
(CaS0Q,), a partir de residuos industriales liberados al agua y mediante
precipitacion desde la atmdésfera, sin olvidar las cantidades procedentes de
la oxidacion bacteriana de sulfuros; no obstante, las concentraciones mas
altas suelen encontrarse en aguas subterraneas y provienen de fuentes
naturales (OMS, 2005; Vidaurreta, s.f.).



En consecuencia a los efectos perjudiciales que ejercen cantidades
excesivas de sulfatos en agua, cada pais cuenta con cuerpos normativos
gue agrupan las normas reglamentarias mas importantes en materia
ambiental, por lo que un documento vinculante con la norma internacional
ISO/IEC 17025:2005 es el TULAS, que proporciona un valor maximo
permisible de 250 mg SO4%/L en agua para consumo humano y uso
doméstico, de modo que no represente un riesgo para la salud.

Existen varios métodos para la cuantificacion de los sulfatos, siendo el mas
exacto el gravimétrico con calcinacion del residuo. Sin embargo, el método
turbidimétrico es el mas rapido y puede ser tan exacto como el gravimétrico,
pero depende de varios factores que incluyen las condiciones de trabajo y la
habilidad del operador, lo que podria minimizarse, tomando en cuenta
parametros de exactitud, reproducibilidad y repetibilidad al desarrollar la
validacion del método (INEN, 1984).

2.2. Hipotesis

Hipotesis Nula

El método de determinacion de sulfatos desarrollado internamente cumple

con los objetivos de validacién como indicativo de calidad del método.

Hipotesis Alternativa

El método de determinacion de sulfatos desarrollado internamente no
cumple con los objetivos de validacion como indicativo de calidad del

método.

2.3. Sefialamiento de variables de la hipotesis

Variable Independiente

Método turbidimétrico para determinacion de sulfatos.



Variable Dependiente

Cuantificacion de sulfatos en matrices de agua potable y envasada en

funcion de los pardmetros de validacion.



CAPITULO IlI

MATERIALES Y METODOS

El objetivo de la validacion es demostrar, con fundamento estadistico, que el
método utilizado por un laboratorio es adecuado para la aplicacién en la cual
se propone utilizar, asi, como también demostrar que las modificaciones
realizadas no afectan su desempefio, ni la confiabilidad de los resultados por
este entregado.

En este sentido, el tipo de método que se desarroll6 es normalizado
modificado puesto que se basa en el procedimiento de determinacién de
sulfatos por turbidimetria establecido en Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (4500 E) (ver ANEXO B), razon por la
cual se realiz6 una validacion.

Ademas, se llevo a cabo una validacién prospectiva en la cual los datos se
generaron a través del andlisis, de donde se establecieron: parametros a
evaluar y criterios de aceptabilidad, conjuntamente, se desarrollaron las

pruebas experimentales pertinentes y se evaluaron los resultados.

3.1 Materiales
3.1.1. Materiales y Equipos

e Pipetas volumétricas de 5, 10 y 25 mL

e 8 Matraz Erlenmeyer de 125 mL

e 7 Balones aforados de 100 mL

e 2 Balones aforados de 1000 mL

e 1 Probeta de 100 mL

e 1 Espatula

e 1 Varilla de agitacién

e 1 Piceta

e 1 Pipeteador

e 2 Celdas espectrofotométricas de cuarzo
9



e Espectrofotometro Evolution 60S

e Balanza OHAUS con precision de +0,0001 g

3.1.2. Reactivos

e Sulfato de sodio anhidro (Na;SO,)

e Cloruro de magnesio (MgCl,.6H,0)

e Acetato de sodio (CH3COONa. 3H,0)
¢ Nitrato de potasio (KNOs)

e Acido acético glacial 99% (CH3COOH)

e Cloruro de Bario (BaCly)

3.2 Método

3.2.1. Principio del método

La espectrofotometria mide la disminucion de la cantidad de luz transmitida a
través de wuna suspension de particulas utilizando para ello un
espectrofotometro. Este método esta basado en la técnica turbidimétrica,
gue consiste en la medida de la turbidez producida por la reaccion de
precipitacion del idon sulfato en medio acético con cloruro de bario con el cual

forma coloides de sulfato de bario de tamafo uniforme.
Ba2+(ac) + 5042_ (acy —> BaSO, (s)

Estos deben mantenerse en suspension homogénea durante un periodo de
tiempo suficientemente largo como para medir la luz transmitida en unidades
de absorbancia, la cual es proporcional a la concentracién de sulfatos

presentes en el medio.

El contenido de sulfatos (SO4%) en una muestra problema se obtiene a partir
de la curva de calibracion, previamente obtenida con disoluciones patron.
Asi, el grado de turbidez se mide espectrofotométricamente a 420 nm. Este
método permite determinar de 5 a 40 mg/L de sulfatos (Castillo et al., 2013).
Es importante mencionar que es posible utilizar estandares de mayor

concentracion sin embargo, sobrepasar la concentracién de 40 mg/L podria
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decrecer la exactitud y bajar la estabilidad de la suspension de sulfato de bario
(Aponte, 2010).

3.2.2. Preparacién de reactivos

e Solucion Buffer: Se disolvio en 500 mL de agua destilada; 30 g de
cloruro de magnesio (MgCl,.6H,0O), 5 g de acetato de sodio
(CH3COONa. 3H,0), 1 g nitrato de potasio (KNO3) y 20 mL de acido
acético glacial 99% (CH3COOH), una vez homogenizado el contenido,
la solucién se aforé a 1000 mL.

e Estandar de sulfato de sodio (Na;SO,): Se prepar6 una solucion
estandar de 100 mg/L para lo cual se disolvié 0.1479 g del reactivo en
agua destilada y se llevé el volumen a 1000 mL en un matraz aforado.

3.2.3. Curvade calibracion

Se realiz6 la curva de calibracion mediante la preparacion de disoluciones de
5, 10, 20, 25, 30, 40 y 50 mg/L a partir de la solucion estandar de sulfato de
sodio (NaSO,).

3.2.4. Cuantificacion de sulfatos

Se tomd 100 mL de muestra (o del estandar, en caso de realizar la curva de
calibracion), previamente homogenizada, se colocé en un matraz erlenmeyer
de 125 mL, se agregd 20 mL de la solucién buffer y se agitd por un intervalo
de tiempo de aproximadamente 10 segundos con la finalidad de estabilizar

de manera uniforme el contenido.

Se agreg6 una punta de espatula de cristales de cloruro de bario (BaCl,) con
una cantidad de entre 0,3 a 0,5 g (cantidad suficiente, no necesita ser

exacta) y se agitd de manera constante por aproximadamente 60 segundos.

Después de finalizada la agitacion se colocd la solucion en la celda y se
midié la absorbancia a 420 nm en el espectrofotdmetro. No es aconsejable

sobrepasar 5 = 0.5 minutos para leer la turbidez de la muestra.
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La concentracion se obtuvo directamente, mediante interpolacion de la
absorbancia, en la curva de calibracion (Para mayor informacion del método

ver ANEXO F, Instructivo F- 1 Instructivo de Ensayo del método de sulfatos).
3.3  Disefio experimental

3.3.1 Parametros de validacion

De acuerdo al tipo de método los parametros de validacion que se evaluaron
son: linealidad, sensibilidad, limites de deteccién y cuantificacién, exactitud,
precision, aplicabilidad y adicionalmente se calculé la incertidumbre del
método.

Por otro lado, para cada parametro se establecieron los objetivos de

validacion.

Tabla 1. Objetivos de validacion

Matriz Aplicable a agua potable y agua purificada
envasada

Linealidad/Funcioén Regresion Lineal. Grado de Ajuste r* = 0,99

respuesta Abs =m Conc+b

Limite de deteccion 2 mg/L

Limite de cuantificaciéon 5 mg/L

Precision

Repetibilidad %CV, < 6,3% en todos los niveles
Reproducibilidad %CVr < 8,4% en todos los niveles
Exactitud % Recuperacion entre 90% y 110 %
Incertidumbre U (p=95,45%) < 20%, en todos los niveles
Intervalo de trabajo 5-250 mg/L

Elaborado por: Johanna Caceres
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3.3.1.1. Linealidad

Se definié la habilidad del método para obtener resultados de la prueba
proporcionales a la concentracion del analito, para lo cual se desarrollaron
rectas de calibrado que se ajustan a una serie de puntos experimentales, los
mismos que estan definidos por una variable independiente y por una

variable dependiente, rigiéndose a la ecuacion:

y=mx-+b
Ec. 1

Para ello, se prepararon 7 soluciones patrén (5, 10, 20, 25, 30, 40 y 50 mg/L)
del analito (sulfato de sodio) y se leyeron en un espectrofotometro a 420 nm,
como funcion respuesta se obtuvieron los valores de absorbancia, datos con
los cuales se grafico la curva de calibracion, este proceso se repitié durante

5 dias, como consecuencia se tuvieron 5 rectas de calibrado.

Tabla 2. Modelo para la estimacion de la linealidad

X Y
Concentracion (mg/L) Lectura (abs)

D1-X1 D1-Y1

D1-X2 D1-Y2

D1-X3 D1-Y3

Dia 1 D1-X4 D1-Y4
D1-X5 D1-Y5

D1-X6 D1-Y6

D1-X7 D1-Y7

D2-X1 D2-Y1

D2-X2 D2-Y2

D2-X3 D2-Y3

Dia 2 D2-X4 D2-Y4
D2-X5 D2-Y5

D2-X6 D2-Y6

D2-X7 D2-Y7

D3-X1 D3-Y1

) D3-X2 D3-Y2
Dia 3 D3-X3 D3-Y3
D3-X4 D3-Y4
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X Y
Concentraciéon (mg/L) Lectura (abs)
D3-X5 D3-Y5
D3-X6 D3-Y6
D3-X7 D3-Y7
D4-X1 D4-Y1
D4-X2 D4-Y2
D4-X3 D4-Y3
Dia 4 D4-X4 D4-Y4
D4-X5 D4-Y5
D4-X6 D4-Y6
D4-X7 D4-Y7
D5-X1 D5-Y1
D5-X2 D5-Y2
D5-X3 D5-Y3
Dia 5 D5-X4 D5-Y4
D5-X5 D5-Y5
D5-X6 D5-Y6
D5-X7 D5-Y7

Elaborado por: Johanna Caceres

A partir de las curvas y a fin de asegurar que las rectas encontradas con los
puntos experimentales se ajustan correctamente al modelo matematico de la
ecuacion de la recta [Ec. 1], se calcularon los valores de la ordenada al
origen (b), la pendiente (m), el coeficiente de correlacidon (r) y el coeficiente
de determinacion, que tuvo un valor superior a r’=0.99.

Adicionalmente se utilizé el método de minimos cuadrados, este busca la
recta de calibrado que haga que la suma de los cuadrados de las distancias
verticales entre cada punto experimental y la recta de calibrado sea minima
o tienda a cero (Miller, 2008), asi se aseguré una buena exactitud y
confiabilidad estadistica. Este método proporciona valores de: pendiente
[Ec.2], intercepto [Ec.3], coeficiente de correlacion [Ec.4], coeficiente de
determinacién [Ec.5], desviacién estandar de la pendiente [Ec.6], desviacion

estandar del intercepto [Ec.7] y error tipo [Ec.8].

Lilxi =) (yi—¥)
Diq (xi — X)?

Ec.2
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Yic (xi =) (yi—y)

T AL G- 3L, i)

r?2 = (r)?

\[Z(yi — M2 — [m2 Y (xi — %)?]
S =

— 2

m

X (xi — x)?

. jzcyi — 5)2 — [m? L (xi — 9)2]
b = *

n—2

S

Doénde:

x= datos de concentracion

y= datos de absorbancia

x= media de datos de concentracion
y= media de datos de absorbancia
m= pendiente

n= ndmero de datos
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3.3.1.2. Sensibilidad

Se observo la capacidad de respuesta instrumental frente a una determinada
cantidad de analito (Duffau et al., 2010). En una regresion lineal la
sensibilidad corresponde a la pendiente (m) de la recta de calibracion, por lo

gue se obtuvo como consecuencia de un buen desarrollo de la linealidad.
3.3.1.3. Limites
3.3.1.3.1. Limite de deteccion (LoD)

Se identifico la concentracion mas baja del analito que puede ser detectada
de forma confiable por el método (Duffau et al., 2010).
MILLER (2008), presenta una proyeccion estadistica para su calculo a partir
de los estadisticos obtenidos por minimos cuadrados (estimacion lineal).
LoD =b+txS,
Ec.9

Doénde:

b= intercepto
S, = desviacion estandar del intercepto

t= valor critico de t

Sin  embargo, segun EURACHEM (2005), para este proposito la
aproximacion “blanco o concentracion mas baja + 3 desviaciones estandar”
sera suficiente. En el primer caso [Ec.10] se utiliza el valor promedio de las
lecturas de los blancos asi como su desviacion estandar, mientras que, en el
segundo caso [Ec.11] se toma la desviacidon de las lecturas del estandar de

menor concentracion.

LoD = Xblanco + 3s
Ec.10
LoD =0+ 3s
Ec.11
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Dénde:

X= valor medio muestral

s= desviacion estandar de las lecturas

Para su célculo se eligio la Ec.11 y por fines de validacion se realizaron 10
mediciones del estandar de menor concentracién (5 mg/L), establecido en el
método de referencia.

3.3.1.3.2. Limite de cuantificacion (LoQ)

Con este parametro se establecié la concentracion mas baja del analito que
puede ser determinada con un nivel aceptable de precision y exactitud
(Duffau et al., 2010).
Asi mismo MILLER (2008), establece una proyeccion estadistica
LoQ =b+t xSy,
Ec.12

Doénde:

b= intercepto
Syx= error tipo

t= valor critico de t

Por otro lado EURACHEM (2005), presenta dos opciones para obtener el
valor de este limite:

LOQ = Xblanco + 10s
Ec.13
LoQ =0+ 10s
Ec.14

Dénde:
X= valor medio muestral

s= desviacion estandar de las lecturas

Experimentalmente se realizaron 10 mediciones del estandar de menor
concentracion (5 mg/L) de modo que el limite de cuantificaciébn se obtuvo

aplicando la Ec.14.
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3.3.1.4. Exactitud

Se indico la capacidad del método analitico para dar resultados lo mas
proximo posibles a un valor verdadero, para lo cual, se utilizaron materiales
de referencia certificados.

Se determind6 ademas la veracidad, que indica el grado de coincidencia
existente entre el valor medio obtenido de las soluciones patrén y un valor de
referencia aceptado (Miller, 2008). Se utilizd el método de andlisis repetido
de una muestra de concentracion Unica conocida y se calcul6 el porcentaje
de recuperacion (%R) [Ec. 15], el mismo que debié encontrarse entre el 90%
y el 110%, en todos los niveles, como indicativo de una buena exactitud, ya
gue la diferencia entre el valor hallado y el valor verdadero resulta pequefia.
Para ello se utlizaron dos materiales de referencia de diferentes
concentraciones: uno de 25mg SO,*/L y otro de 200 mg SO,*/L con la

finalidad de evaluar el desempefio del método incluyendo la dilucion.

Xestimada

%R = * 100

X verdadera

Ec.15
3.3.1.5. Precision

Es una medida de que tan cercanos se encuentran unos resultados en
comparacion de otros y se expresa por lo general como desviacion estandar
la cual describe la dispersion de los datos (Duffau et al., 2010). Se
determind la precision en términos de repetibilidad y reproducibilidad en 9
niveles.

La precision se evalud a través del analisis simple de varianza (ANOVA)

para cada uno de los niveles de ensayo.
3.3.1.5.1. Repetibilidad

Se realizaron cinco mediciones, de cada una de las concentraciones
(niveles), en las mismas condiciones. Adicionalmente se calculé la

desviacién estandar (S;) [Ec.16] y el coeficiente de variacion (CV, %) [Ec.17].

18



Ec.16

Ec.17
Dénde:

CME-= cuadrados medios dentro de los grupos (error)

X,r= valor medio global
3.3.1.5.2. Reproducibilidad

Se realizaron las mediciones, en cinco dias distintos; evaluando asi
determinaciones independientes en diferentes condiciones. Asi mismo, se
calculd la desviacion estandar (Sg) [Ec.18] y el coeficiente de variacion (CVgr
%) [Ec.19].

, CMTr—CME
SEp—
Nyep

Ec.18

Ec.19

Dénde:

CME= cuadrados medios dentro de los grupos (error)
CMTr= cuadrados medios entre grupos (tratamientos)

N.ep= NUMero de repeticiones por dia

X, r= valor medio global

El criterio de aceptabilidad para la precision se evalué en base al coeficiente
de variacion de Horwitz [Ec.20], el cual expresa que este, aumenta conforme

disminuye la concentracién del analito, en la determinacion de cualquier tipo
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de muestra (Harris, 2001). Los criterios de aceptabilidad tanto para
repetibilidad como para reproducibilidad son %CVW2 y 2/3 %CVy,

respectivamente.

% CVh — 2(1—0.510gc)
Ec.20

Dénde:

C= Fraccion del analito en la muestra (C=g analito/g de muestra)

Ademas, se eligio el disefio de un factor completamente al azar (D.C.A.) con
la finalidad de realizar el analisis simple de varianza, también conocido como

ANOVA. Se obtuvieron 25 lecturas por cada nivel de concentracion.

Tabla 3. Modelo de estudio para el analisis de varianza aplicado a cada
concentracion (9 niveles)

MUESTRA DE CONCENTRACION X (mg/L)
DIAS
REPETICIONES D1 D2 D3 D4 D5
R1 R1-1 R1-2 R1-3 R1-4 R1-5
R2 R2-1 R2-2 R2-3 R2-4 R2-5
R3 R3-1 R3-2 R3-3 R3-4 R3-5
R4 R4-1 R4-2 R4-3 R4-4 R4-5
R5 R5-1 R5-2 R5-3 R5-4 R5-5

Elaborado por: Johanna Caceres

3.3.1.6. Aplicabilidad

Permiti6 exponer, como consecuencia del trabajo realizado, las
especificaciones del rendimiento del método evaluado como son: la
identidad de la sustancia analizada, el intervalo de concentraciones cubierto
por la validacién y la especificacion de las matrices (Duffau et al., 2010).
Asi, el desempefio del método debe cumplir con todos los pardmetros de
validacion y se estimé la incertidumbre del resultado a un nivel de confianza
del 95,45 %.
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3.3.2. Tratamiento estadistico

Para los fines de una validacion, se utilizan normalmente ciertas mediciones
estadisticas, que permiten establecer si el método se encuentra dentro de un
parametro aceptable, para este fin se utilizé la hoja de célculo Excel y el
paquete estadistico Infostat.

Es frecuente utilizar pruebas de significancia estadisticas durante el proceso
de validacion de los métodos analiticos, con las cuales se comprueba la
veracidad de una hipétesis experimental, en este sentido, se aplicaron las

siguientes:

1. Prueba t- student para identificar errores sistematicos (veracidad).
2. Prueba F-Fisher para identificar errores aleatorios (precisiones).

Ademas, como se menciono en la seccion 3.3.1.5. (Precision), se realizo el
analisis de varianza, ANOVA, que es un analisis estadistico muy robusto, en
el cual se compararon las diferencias entre cada grupo, es decir, las
observaciones realizadas durante los cinco dias y las diferencias dentro de
los grupos. Es recomendable previo a la realizacion del andlisis de varianza,
gue se realice el test de Grubbs con la finalidad de detectar la presencia de
datos atipicos dentro de un grupo, haciendo que este pierda uniformidad. Sin
embargo segun Murphy & Lau (2008), esta prueba estadistica se utiliza
para identificar valores atipicos, no para eliminarlos, a menos que una
investigacion halle una causa probable para justificar esta accion. La prueba

de Grubbs utiliza una estadistica de prueba t de Student.

b, = | Xmin — X
Sg
Ec.21
b= | Xmax — XI
Sg
Ec.22
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Dénde:

Xmin=valor minimo dentro de la muestra
Xmax= Valor maximo dentro de la muestra

sq= desviacion estandar del grupo de datos o de la muestra.

3.3.3. Incertidumbre

Tal como establece la norma ISO/IEC 17025 (2005), hoy en dia es cada vez
mas relevante que los resultados analiticos vayan acompafados de su
incertidumbre. La guia ISO 3534-1 (2006) define incertidumbre como “una
estimacion unida al resultado de un ensayo que caracteriza el intervalo de
valores que puede ser razonablemente atribuido al mensurando”. En este
sentido el mensurando debe analizarse correctamente para considerar todas
las fuentes de incertidumbre.

La incertidumbre proporciona una idea de la calidad del resultado ya que
indica cuanto puede alejarse un resultado del valor considerado como
verdadero (Duffau et al., 2010). Es necesario mencionar que este es un
requisito técnico indispensable como forma de busqueda de posibles fuentes
de error y para aquellos laboratorios que pretenden acreditarse segun la
norma internacional ISO/IEC 17025.

3.3.3.1. Etapas para el calculo de laincertidumbre

Sanchez (2002) menciona que generalmente la incertidumbre puede

estimarse en 4 etapas a pesar de que no es un proceso simple.

Especificaciéon

Modelado del procedimiento de medicion del mensurando

Identificacién

Identificacion de las diferentes fuentes de incertidumbre

22



Cuantificacion
Identificacion del tipo de incertidumbre a tratar (A o B)

Célculo de la incertidumbre estandar (1)

Combinacién

Célculo de la incertidumbre estandar combinada (L)

Célculo de la incertidumbre expandida (U)

Figura 1. Etapas para el célculo de la incertidumbre

Elaborado por: Johanna Caceres

En forma general, una vez conocido el procedimiento de medicion se
establecieron todas las fuentes de incertidumbre y se identificd el tipo de
evaluador (Evaluacion tipo A o B) con el que se trabajo. En el caso de
incertidumbres tipo A [Ec.23-24], la desviacion estandar dividida para la raiz
cuadrada del numero de datos muestrales equivale a la incertidumbre

estandar.

Incertidumbre estandar por repetibilidad

— Sr
==
Ec.23
Incertidumbre estandar por reproducibilidad
— SR
Ur = \/—ﬁ
Ec.24

Doénde:
S,= desviacion estandar de repetibilidad
Sg= desviacion estandar de reproducibilidad

n= numero de datos

En cambio, las incertidumbres tipo B suelen estar expresadas como

intervalos de confianza, por lo que para convertirlas en incertidumbre
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estandar es necesario conocer la distribucion en que se basan, asi como el
nivel de confianza [Ec.25-27] (Sanchez, 2002).

Incertidumbre estandar a partir de certificados de calibracion

=l <

Ec.25
Dénde:
U= incertidumbre expandida

k =factor de cobertura

Incertidumbre estandar a partir de tolerancia del material volumétrico

(considerando una distribucion triangular)

EMP
max — T
Ec.26
_ Uméx
Hmy = NG
Ec.27

Doénde:

U ,4,= Incertidumbre maxima del material

EMP = error maximo permitido

Ademas se calculd la incertidumbre estandar combinada (u.) utilizando la

metodologia de numeros relativos.

Ue = A/ X ui?
Ec.28

Dénde:

u;= incertidumbre estandar de cada componente involucrado
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Finalmente es posible calcular la incertidumbre expandida multiplicando la
anterior (u.) por un factor de cobertura k [Ec.29] (Sanchez, 2002).
Generalmente se utiliza el valor k=2, que asume una distribucion normal y

una probabilidad del 95,45% de contener el valor verdadero.

U=kx*pc
Ec.29
Dénde:
U.= incertidumbre combinada

k= factor de cobertura

Sin embargo, segun la Guia para la Expresion de la Incertidumbre de
Medida GUM (2008), es conveniente calcular el factor de cobertura por
medio de una distribucién t con un namero efectivo de grados de libertad,
obtenido con la formula de Welch-Satterthwaite [Ec.30], luego de lo cual se
obtiene la incertidumbre expandida como en la Ec.29. De este modo se
eliminaron asunciones respecto a la distribucién y a cambio se trabajé con

un enfoque real.

phy*

v e A—
off = ZN 'ul(Y)

Ec.30
Donde:
1y =p.= incertidumbre combinada del método
iy = incertidumbre estandar de cada componente
= grados de libertad de cada componente

Es importante mencionar que para obtener el valor de los grados de libertad

para cada componente (v;) se debe tomar en cuenta lo siguiente:

e Para incertidumbre tipoB v » o
e Para incertidumbre tipo A v n—1,n—26n—3 (de acuerdo al
namero de variables involucradas y n corresponde al namero de

datos)
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estimacion lineal

Con la finalidad de abarcar tanto errores sistematicos como aleatorios

durante el proceso de preparacion y lectura de estandares, se realizaron 5

curvas de calibraciobn en 5 dias,

lo que permitio tener resultados

comparables en condiciones de reproducibilidad y evaluar la diferencia, en

unidades de absorbancia, entre las rectas de calibrado obtenidas.

Tabla 4. Datos de las curvas de calibracion para la determinacion de

sulfatos
Absorbancia (420 nm)
# Estandar Concentracion Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
(mg/L) (9/11/2015) | (11/11/2015) |(13/11/2015)|(16/11/2015)|(18/11/2015)
1 5 0,012 0,005 0,010 0,008 0,008
2 10 0,028 0,025 0,028 0,031 0,028
3 20 0,062 0,068 0,068 0,065 0,064
4 25 0,084 0,082 0,087 0,086 0,086
5 30 0,102 0,100 0,113 0,107 0,113
6 40 0,150 0,146 0,150 0,147 0,153
7 50 0,196 0,190 0,197 0,196 0,194

Elaborado por: Johanna Caceres
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Absorbancia

0,250

0,200

e
-
w1
o

X

—e— CURVA_DiA1
—m— CURVA_DIA2

0.100 4 CURVA_DIA3
—Xx— CURVA_DiA4
—&— CURVA_DIAS5

0,050

0,000

0 10 20 30 40 50 60
Concentracién (mg/L)

Figura 2. Curvas de Calibracion para la determinacién de sulfatos

Elaborado por: Johanna Caceres

Pese a que el método de referencia (4500 E de Standard methods)
menciona que sobrepasar la concentracion de 40 mg/L de sulfatos, decrece
la exactitud y baja la estabilidad de la suspension de sulfato de bario, se
realizaron las curvas de calibracion en 7 niveles incluyendo un estandar de
concentracion de 50 mg/L, en donde se obtuvieron coeficientes de
determinacién superiores al limite establecido en los objetivos de validacion
(ver Tabla 1), de forma que el estandar de mayor concentracion se ajusta al
modelo lineal.

Sin embargo, es necesario ratificar estadisticamente si la correlacion lineal
es significativa, para lo cual se aplicé una prueba t de Student, como un
mejor indicativo del modelo lineal, en donde el t calculado (35,874) es mayor
qgue el critico (2,571) por lo que se acepta que existe una correlaciéon
significativa entre la concentracién y la turbidez generada por la misma con
un nivel de confianza del 95% (ver ANEXO D, Figura D- 1. Prueba t de

Student para la correlacion lineal de las curvas de calibracién).
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Adicionalmente se realiz6 un analisis global; integrando todas las rectas, con

el método de los minimos cuadrados.

Tabla 5. Estimacion Lineal de las curvas en forma integrada

Estadisticos Global
m 0,004117
b -0,014746
Syx 0,003896
r 0,998063
r? 0,996130
S 0,000045
Sh 0,001324

Elaborado por: Johanna Caceres

0,250

0,200

0,150

0,100

Absorbancia

0,050

0,000

20

40

Concentracién (mg/L)

60

Abs=0,0041Conc - 0,0147
R?=0,9961

+  Global-Curvas
Integradas

—— Lineal (Global-Curvas
Integradas)

Figura 3. Curvas de calibracion integradas para la determinacion de
sulfatos

Elaborado por: Johanna Caceres

En base a la estimacion lineal global (ver Tabla 5), se calcularon los limites

superiores e inferiores (ver Tabla 6 y Figura 4), de las curvas de calibrado

(Figura 3) que determinan la zona de confianza de medicion, la cual permite

verificar que las curvas posteriores se encuentren dentro de estos limites y

asi asegurar su validez, caso contrario se debera descartar y corregir.
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Dichos limites se han calculado empleando

31, Ec 32 y

adicionalmente la ecuacion global de las rectas (ver ecuacion Figura 3) como

se detalla:

terie = t(1— a;v)
terie = t(0,05;33)
torie = 2,035

Limite superior

Ls=b+tc1’it*s

LS =—-1,475E — 2 + (2,035 * 3,896F — 3)
LS = —-6,820E—3

Limite inferior
LI =D — terie * Sxy

Ll = —1,475E — 2 — (2,035 * 3,896E — 3)
LI =—-2,267E— 2

Limites aplicados a cada concentracion
Célculo demostrativo: nivel 1 (5mg/L)
Abs= 0,0041 Conc + LS

Abs=0,0041 (5) — 6,820E-3
Abs=0,0138

Abs= 0,0041 Conc + LI

Abs=0,0041 (5) — 2,267E-2

Abs=-0,0021
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Tabla 6. Limites de la recta de calibrado integrada (global)

Concentracion Limite Limite
(mg/L) superior inferior
5 0,0138 -0,0021
10 0,0343 0,0185
20 0,0755 0,0597
25 0,0961 0,0802
30 0,1167 0,1008
40 0,1579 0,1420
50 0,1990 0,1832

Elaborado por: Johanna Céceres

Absorbancia

0,250

0,200

o
uny
(Oa)
o

0,100

0,050
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Abs=0,0041Conc - 0,0147
R%=0,9961

~ ¢ Global-Curvas de calibracién

integradas

== | imite Superior

=== | imite Inferior

20 30
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Concentracién (mg/L)

50

60

Lineal (Global-Curvas de
calibracién integradas)

Figura 4. Limites de larecta de calibrado integrada (global)

Elaborado por: Johanna Caceres

Por otro lado, no existe mayor variabilidad en la funcion respuesta al

comparar la medicion de un mismo estandar durante los diferentes dias, a

pesar de haber sido preparados simultaneamente, ademas se ha realizado

el analisis global incluyendo las 5 curvas obtenidas por lo cual, al analizar

una muestra, se puede utilizar cualquiera de ellas.
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4.2 Limites

Como se menciona en 3.3.1.3 (Limites) para la determinacion del limite de
deteccidn y limite de cuantificacion se midieron 10 muestras del estandar de
menor concentracion (ver Tabla 7) dentro del rango de la curva de
calibracién (5-50 mg SO,%*/L) a partir de donde se asegurara que el valor
atribuido a la absorbancia corresponde a la presencia de sulfatos, mas no a

posibles interferencias.

Para su calculo se han utilizado Ec.11y Ec.14.

Tabla 7. Lecturas para cuantificacion de limites

Concentracion
# mg/L
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Concentracion
observada
(mg/L)

4,439

5,885

4,680

5,162

5,664

5,403

5,403

5,885

5,664

5,162

5,335

0,486

Elaborado por: Johanna Caceres

Limite de Deteccion

LoD =0+ 3s
LoD =0+ 3(0,486)
LoD = 1,457

Limite de Cuantificacion

LoQ =0+ 10s
LoQ =0+ 10(0,486)
LoQ = 4,856

El limite de deteccién es de 1,5 mg SO,/L y el limite de cuantificacién es de

4,9 mg SO,%/L.
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Se eligid calcular los limites a partir de lecturas del estandar de menor
concentracion (5mg SO4%/L), en lugar de utilizar lecturas del blanco o la
aproximacion estadistica mencionada en 3.3.1.3 (Limites), que proporcionan
un valor de limite de deteccion y cuantificacion préximo a la mitad de los
mencionados (1,5 mg SO4%/L y 4,9 mg SO.,?/L respectivamente), debido a
gue al tratarse de concentraciones muy pequefas se prefiere asegurar el
reporte a partir de los 4,9 mg/L y no a concentraciones menores, ademas
gue es un valor cercano al estandar con el que se ha trabajado (5 mg/L).

4.3 Exactitud

Los porcentajes de recuperacion de los dos materiales de referencia
certificados; uno de 200 + 5,61 mg/L de SO,* y otro de 25 + 0,79 mg/L de
S0,%, permitieron por un lado evaluar la recuperacién mediante dilucién y

por el otro evaluar la veracidad por lectura directa en la curva de calibracion.
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Tabla 8. Porcentajes de Recuperacién de los materiales de referencia certificados (200 y 25 mg SO4*/L)

Concentracion I L REVEE
(mg/L) Dilucién Concentracion observada (mg/L) %R %R

- 24,4 26,0 25,6 25,4 24,7 97,4 | 103,8 | 102,6 | 101,5 | 98,7
- 24,6 26,2 25,9 24,4 25,2 98,4 | 104,8 | 1035 | 97,6 | 100,7

25 - 24,1 25,2 24,7 25,6 25,2 96,4 | 100,9 | 98,7 | 102,4 | 100,7 96,4 - 105,8
- 25,6 25,7 25,2 25,4 25,2 | 102,3 | 102,9 | 100,7 | 101,5 | 100,7
- 24,1 26,5 24,2 24,1 24,7 96,4 | 105,8 | 96,8 96,6 98,7
5 203,5 | 201,1 | 193,3 | 195,2 | 198,9 | 101,7 | 100,6 | 96,6 97,6 99,5
5 201,1 | 206,1 | 199,3 | 195,2 | 196,5 | 100,5 | 103,0 | 99,7 97,6 98,3

200 5 193,7 | 198,7 | 198,1 | 200,12 | 202,5 | 96,9 99,3 99,1 | 100,0 | 101,3 96,6 - 103,0
5 201,12 | 195,0 | 198,1 | 200,1 | 196,5 | 100,5 | 97,5 99,1 | 100,0 | 98,3
5 202,3 | 203,6 | 196,9 | 2049 | 196,5 | 101,1 | 101,8 | 98,5 | 102,5 | 98,3

Elaborado por: Johanna Caceres
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s %5 R- MRC 200 mglL
Figura 5. Resumen de los rangos de los porcentajes de recuperacién

Elaborado por: Johanna Céceres

Los porcentajes de recuperacion de los dos materiales de referencia
cumplen con el criterio de aceptacion establecido en los objetivos de
validacion (ver Tabla 1). Ademas en base a esto, se aprecia que la dilucion
no altera significativamente la lectura, de forma que la utilizacion de

diluciones es adecuada en el método.

Sin embargo, al ser obtenidas por lectura directa las concentraciones del
material de referencia de menor concentracion y por abarcar un rango mas

amplio se establece que la recuperacion del método es de 100 + 6%.

Asi mismo, se ratifico estadisticamente, mediante una prueba t de Student,
gue no existe diferencia significativa entre el valor obtenido de la experiencia
analitica y el valor de referencia, por lo cual la veracidad es aceptable, al ser
el t calculado (200 mg/L: 1,243; 25 mg/L: 0,769) menor que el t critico
(2,064) (ver ANEXO D, llustracion D- 2. Prueba t de Student para exactitud).

4.4 Precision

Al no contar con muestras de diferentes concentraciones en un amplio rango
de trabajo, se utilizaron para las corridas estandares de concentracion
conocida, preparados simultaneamente en el laboratorio a partir de un
reactivo con una pureza del 99,99%, segun se especifica en el certificado
adjunto (ver ANEXO C, llustracién C- 8).
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Para evaluar la precisiébn en términos de repetibilidad (5 veces en las
mismas condiciones) y reproducibilidad (5 dias) se trabajo con 9 niveles.

El TULAS establece como limite maximo permisible 250 mg SO,*/L en
aguas de consumo humano y uso doméstico, de tal modo se requiere
cuantificar concentraciones superiores al rango lineal, por lo que se
estableci6 el intervalo de concentraciones del analito, sobre el cual el
método es aplicable. En este sentido, se realizé la validacion por dilucion, asi
el rango de concentracion en que se efectuaron las corridas fue desde 5
mg/L hasta 250 mg/L de SO,* (intervalo de trabajo).

Tabla 9. Datos experimentales de las corridas de cuantificacién de

sulfatos
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
(19/11/2015) | (21/11/2015) | (23/11/2015) | (25/11/2015) | (27/11/2015)
E;)Secre;;;a(crlr(});/u Concentracion observada (mg/L)
5,3 5,8 5,4 5,6 5,8
5,1 4.6 5,6 5,3 5,3
5,0 5,3 5,8 5,4 5,8 5,5
5,6 5,8 5,4 5,3 5,0
5,6 5,5 5,4 5,1 5,3
10,2 10,0 10,9 10,7 10,5
10,7 11,0 10,2 10,2 10,8
10,0 10,5 10,0 10,0 10,0 10,5
10,7 9,7 10,2 10,7 10,1
10,5 10,7 10,5 9,7 9,8
19,2 20,3 19,9 20,2 20,1
20,2 21,0 20,1 20,0 19,9
20,0 20,2 19,6 19,6 19,8 19,9
20,9 20,8 19,9 19,0 20,6
20,2 20,1 20,3 20,7 19,7
24,6 24,2 24,4 24,6 24,7
25,8 25,2 25,6 24,4 24,4
25,0 24,1 24,7 25,2 24,9 24,2
24.6 24,5 24,2 24,4 24,7
25,3 25,0 24,4 24,9 24,4
29,0 30,1 29,0 29,3 30,0
30,0 30,2 29,4 29,7 29,8 30,0
29,2 28,7 29,3 30,7 29,5
30,0 30,9 29,5 29,0 30,0
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Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
(19/11/2015) | (21/11/2015) | (23/11/2015) | (25/11/2015) | (27/11/2015)
(E:;)S;e:;;a;'r?;“_) Concentracion observada (mg/L)

30,2 30,4 30,0 28,8 29,5

39,7 40,5 40,1 39,5 40,5

40,2 39,7 39,6 40,0 40,5

40,0 39,7 40,7 40,8 40,3 40,3
40,2 40,0 40,1 40,0 39,8

40,5 39,7 39,1 39,8 40,3

50,5 50,6 50,2 50,5 50,8

50,2 50,8 50,0 49,3 50,8

50,0 50,5 50,1 49,7 49,8 50,3
50,2 50,3 50,5 50,3 49,9

49,5 50,6 50,0 51,0 49,9

152,3 148,3 149,9 148,8 148,6

150,0 149,8 149,5 148,7 148,8 149,8
(Dilucion 5) 149,8 150,7 151,1 150,0 148,6
151,0 151,9 152,3 147,6 149,8

149,8 149,5 151,1 150,0 149,8

250,9 250,3 251,1 250,1 251,6

250.0 248,4 251,6 248,7 250,1 251,6
(Dilucién 10) 246,0 252,8 249,9 247,7 249,3
252,3 251,6 247,5 248,9 250,5

249,8 250,3 248,7 248,9 248,1

Elaborado por: Johanna Caceres

Esta concentracion maxima de 250 mg/L se establecié tomando en cuenta el

limite maximo permisible (LMP) establecido en el TULAS y debido a que no

se dispone en el Laboratorio de Control y Analisis de Alimentos “LACONAL”

de un historial de muestras.

Por otro lado los coeficientes de variacion por repetibilidad (%CVr) y por

reproducibilidad (%CVR), que se obtuvieron utilizando los resultados del

analisis de ANOVA detallado en la seccion 4.6 (Tratamiento Estadistico) y

utilizando las Ec.16 - Ec. 19, son aceptados de acuerdo a lo establecido en

los objetivos de validacién especificados en la Tabla 1 (Objetivos de

Validacion).
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Célculo demostrativo: nivel 1 (5 mg/L)

Tabla 10. Resumen de concentraciones al evaluar el nivel 1 de (5mg/L)

Repeticiones |Dial| Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5
1 5,329 5,789 | 5,403 | 5,594 | 5,755
2 5,085 [ 5.644 | 5,350 | 5,276
3 5,329 5,789 | 5,403 | 5,838 | 5,515
4 5,573 5,789 | 5,403 | 5,350 | 5,036
5 5,573 5,543 | 5,403 | 5,105 | 5,276
X 5,465

ANOVA-CME 0,046

ANOVA-CMTTr 0,090

*Nota: El casillero marcado con color rojo representa el descarte de un dato que no corresponde a la
distribucion, detectado al realizar el test de Grubbs. Dirigirse a 4.6 (Tratamiento estadistico) y ver
Tabla 14.

Elaborado por: Johanna Caceres

Repetibilidad
Desviacion estandar

S, =CME
S, = /0,046

S. =0214

Coeficiente de variacion

Sy
% CV,. ==
nT

% CV, = 3,909

Reproducibilidad

Desviacion estandar

,  CMTr— CME
Sp= |87t

0,090 — 0,046
S = [0,2142 + :

Sg =+/0,2142 + 0,0089
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Si por efectos aleatorios el segundo término de la raiz es menor a 0 debe

asumirse 0

Sp = 0,234

Coeficiente de variacién
SR

% CVg = o
5,465

% CVy = 4,274

Tabla 11. Desviaciones estandar y coeficientes de variacién de los

niveles de concentracion

Concentracion (mg/L) S % CV, Sk | % CVr
5 0,214 | 3,909 | 0,234 | 4,274

10 0,401 | 3,876 | 0,401 | 3,876

20 0,471 | 2,337 | 0,471 | 2,337

25 0,356 | 1,448 | 0,356 | 1,448

30 0,615 | 2,073 | 0,615 | 2,073

40 0,371 | 0,926 | 0,371 | 0,926

50 0,443 | 0,881 | 0,443 | 0,881

150 1,142 | 0,762 | 1,248 | 0,833

250 1,293 | 0,517 | 1,471 | 0,588

Elaborado por: Johanna Caceres

Adicionalmente se evalud la validez de los coeficientes de variacion del

método, calculados anteriormente, en base a la ecuacion de Horwitz. Los

criterios de aceptabilidad tanto para

la repetibilidad

como para

reproducibilidad son %CV./2 y 2/3 %CVy, respectivamente. Para lo cual se

calcularon los coeficientes de variaciéon de Horwitz utilizando la Ec.20 para

todos los 9 niveles de concentracion.

Célculo demostrativo: nivel 1 (5 mg/L)

_ m
Py
199,8294 g — 76,1891 g
p =

121,5mL
p=1,0176 g/mL
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% CVh — 2(1—0.5 logc)

mg 1 1L 1 mL
5 —x g * * =491FE — 6g
£ 1000mg 1000mL 1,0176g g

% CV,, = 2(1-05logc)
% CV,, = 2(1-0510g4,91E~6)
% CV,, = 2(17(=2,654))

% CV;, = 23654

% CV, = 12,59

Tabla 12. Coeficientes de variacion de Horwitz

Concentracion %CV; Repetibilidad Reproducibilidad
(mg/L) %CVp/2 (2/3)%CV,,
> 12,59 6,30 8,39
10 11,34 5,67 7,56
20 10,22 5,11 6,81
25 9,88 4,94 6,59
30 9,61 4,81 6,41
40 9,21 4,60 6,14
50 8,90 4,45 5,94
150 7,55 3,77 5,03
250 6,99 3,49 4,66

Elaborado por: Johanna Caceres

Debido a que las soluciones estandar se prepararon a diario, y las
repeticiones se realizaron en el mismo momento, se observa que, no existe
una variacion superior al criterio de aceptabilidad de Horwitz (ver Tabla 11y
Tabla 12), por lo que la precision se considera aceptable ya que los valores
gue se obtienen al aplicar la Ec.20 son limites razonables de variabilidad que
permiten calificar la precision intra e interlaboratorio de cualquier método

analitico.
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4.5 Aplicabilidad

“El método de determinacion de sulfatos por turbidimetria es aplicable para
el andlisis del analito SO4* en las matrices de agua potable y agua

purificada envasada en el rango de 4,9 a 250 unidades de concentracion”.

4.6 Tratamiento Estadistico

Previo al tratamiento estadistico de los datos mediante analisis de varianza
simple se procedi6o a verificar si existen valores atipicos o aberrantes
aplicando el test de Grubbs. Para su calculo se han aplicado la Ec. 21 y la
Ec.22.

Célculo demostrativo nivel 1 (5 mg/L)

Tabla 13. Resumen en orden ascendente de concentraciones al evaluar
el nivel 1 de (5mg/L)

n Concentracién (mg/L)
1 4,559
2 5,036
3 5,085
4 5,105
5 5,276
6 5,276
7 5,329
8 5,329
9 5,350
10 5,350
11 5,403
12 5,403
13 5,403
14 5,403
15 5,515
16 5,543
17 5,573
18 5,573
19 5,594
20 5,644
21 5,755
22 5,789
23 5,789
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n Concentracion (mg/L)
24 5,789
25 5,838

X 5,428

Sg 0,290

Elaborado por: Johanna Céceres

£ = |Xmin Xl

min Sg

Lo 14,559 — 5,428]|
min 0,290

tomin = 2,999

¢ _ |Xmax Xl

max Sg

L |5,838 — 5,428
max 0,290
tmax = 1,413

terie = t(1—a;v)
terie = t(0,05;24)
terie = 2,064

Al comparar t critico con t minimo (tmin > tei) Se concluye que 4,559 es un
datos aberrante. Entonces, se procedido a evaluar de la misma forma el
siguiente dato (5,036), ya que al ser Grubbs un analisis iterativo se requiere
gue los dos extremos sean aceptados, es decir, que presenten valores

menores en comparacion al t critico.

- |Xmin Xl

min Sg

— |5,036 — 5,428
min 0,290
tin = 1,352
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En el célculo se observd que tmin < terit por lo cual en el nivel de 5 mg/L se
reportd un unico valor aberrante (4,559). En la Tabla 14 se reporta la
cantidad de datos aberrantes en cada nivel.

Tabla 14. Resumen Test de Grubbs

ConE:rTe];;La;cién ga(tj:s ablje?:gﬁte tmin tmax terit Conclusion
aberrantes
1 4,559 2999 | 1,413 | 2,064
0 1,672 | 1,598 | 2,064
1 19,019 | 2,271 | 1,923 | 2,064
2 gg:gig 1,336 g:igé 2,064
0 1,740 | 2,059 | 2,064
1 39,14 2,312 | 1,899 | 2,064
0 2,020 | 1,768 | 2,064
0 1,892 | 1,965 | 2,064
0 1,749 | 1,913 2,064

Elaborado por: Johanna Caceres
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Grubbs rebel6 la presencia de datos atipicos en los nivel de 5, 20, 25 y
40 mg/L, los mismos que son un indicativo de no uniformidad dentro de la
muestra, atribuyendo la presencia de estos valores aberrantes a posibles
errores experimentales, sin embargo, no se eliminaron debido a que no se
tiene la certeza absoluta de su origen pero si fueron descartados para el
analisis de varianza simple ya que estadisticamente no pertenece a la

distribucion de datos.

Asi, se realizo el analisis simple de varianza para cada uno de los niveles de
ensayo mediante la aplicacién del paquete estadistico Infostat y la hoja de
calculo Excel (ver ANEXO D, llustracion D-3 a D- 12). Se determin6 que no
existieron diferencias significativas en las varianzas de los grupos
muestrales tras los distintos dias de andlisis de los estandares, pues se

obtuvieron valores de F calculado menores a los valores criticos.

Tabla 15. Resumen ANOVA

Concentracion F F

(mg/L) Conclusion

n | SCTr | CMTr SCE CME L.
calculado| critico

0,361 | 0,090 | 0,867 | 0,046 1,977 2,895

0,173 | 0,043 | 3,221 | 0,161 0,269 2,866

0,449 | 0,112 | 4,207 | 0,221 0,506 2,895

0,159 | 0,040 | 2,286 | 0,127 0,314 2,928

0,576 | 0,144 | 7,574 | 0,379 0,381 2,866

0,335 | 0,084 | 2,622 | 0,138 0,607 2,895
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Concentracion| | go1p | cMTr | SCE | CME F F | conclusion
(mg/L) calculado| critico

No existe

50 250,468 | 0,117 | 3,918 | 0,196 0,597 2,866 diferencia

significativa

No existe

150 25 (10,311| 2,578 | 26,069 | 1,303 1,978 2,866 diferencia

significativa

No existe

250 25 (16,504 | 4,126 | 33,454 | 1,673 2,467 2,866 diferencia

significativa

Elaborado por: Johanna Caceres

4.7 Incertidumbre

A la hora de expresar el resultado de una medicidn, representa una
obligacion dar alguna indicacion cuantitativa de la calidad del resultado, de
otro modo los valores no pueden compararse entre si, ni con valores de
referencia especificados en normativas. Tomando en cuenta dicha
necesidad se estableci6 un procedimiento comprensible y aceptado
universalmente para evaluar y expresar la incertidumbre, como indicativo de
calidad del resultado. Como se menciona en 3.3.3.1 (Etapas para el calculo
de la incertidumbre) se siguieron 4 etapas para la estimacion de la

incertidumbre expandida del método.

4.7.1. Especificacion

Determinacion de sulfatos en aguas claras expresada en mg/L, en base a la
ecuacion Abs= 0,0041 Conc - 0,0147.

4.7.2. ldentificacion de las fuentes de incertidumbre

Se analiz6 todo el proceso que involucra el tratamiento de una muestra de
modo que se identificaron todas las contribuciones a la incertidumbre del

método.
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Tabla 16. Fuentes de incertidumbre del método

Fuente de incertidumbre Criterio Sustento Conclusioén
Existen instructivos
Muestreo y toma de . internos y técnicas que | La fuente esta
Se desestima )
muestra controlan las fuentes | bajo control
de error.

Recepcion e ingreso de
muestra

Se desestima

Se lleva a cabo por
personal capacitado.
Las muestras tienen
un coédigo Unico e
irrepetible.

La fuente esta
bajo control

Almacenamiento, manejo
y preparacion de la
muestra

Se desestima

Existen instructivos y
un control minucioso
por parte del director
técnico.

La fuente esta
bajo control

Ensayo o andlisis de la
muestra

-Preparacion de la curva
de calibracion

-Lectura de la muestra

Obligatoriamente
se estima

Se deben tomar en
cuenta  todos los
errores que involucran
el proceso

La fuente no
esta bajo
control

Célculos

Se desestima

Existen  hojas de
calculo validadas vy
controladas.

El director técnico se
encarga de la
verificacion del
correcto desarrollo de
estos.

La fuente esta
bajo control

Informe de resultados

Se desestima

El director de calidad
supervisa el reporte de
resultados y autoriza
la salida del informe.

La fuente esta
bajo control

Elaborado por: Johanna Caceres
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4.7.3. Cuantificacion y Combinacién

No se desestimé el ensayo de la muestra, por lo que se disefié un
esquema que resume a breves rasgos el procedimiento que se siguid

para obtener la incertidumbre combinada del método.

Pureza del reactivo
(correccion)

Preparacion de Balanza

A — (MBalzrea)
soluciones madre
Preparacic’m / (bsm) \ Material Volumérico
los esta’ndares ()
/ (Mest) \
Preparacién de Material VVolumétrico

la Curva de (k)
Calibracidn
(Mee) Error de las curvas
integradas
(Estimacion lineal global)
(Mswy)
Incertidumbre
combinada Resolucion del
del método EqUIPO (Ksesol)
(U-IVIET)

Reproducibilidad
()

Figura 6. Esquema general para el calculo de la incertidumbre

combinada del método de determinacién de sulfatos

Elaborado por: Johanna Caceres

Pureza del reactivo

Al no contar, en el certificado del reactivo adjunto (ver ANEXO C, llustracion
C- 8), con la incertidumbre por pureza, sino Unicamente con el porcentaje de
pureza (99,99%), se realizO una correccion en la concentracion de las

soluciones preparadas.
Peso de Na,SO4= 0,1479 g al 100% de pureza

Peso de Na,S0,4=0,147885 g al 99,99% de pureza

46



Por lo tanto las soluciones madre ya no corresponden a 100 y 1000 mg
SO,Z/IL sino a 99,979 y 999,787 mg SO,/L respectivamente, segin lo

propuesto.
142 mg Na,S0, 96 mg SO4*
147,885 mg Na;SO, x= 99,979 mg SO,%/L

Criterio que se aplic6, ademas, a cada concentracion de los estandares, en

base a la concentracion de la solucion madre.
Célculo demostrativo: Nivel 1

Concgy * Vs

Conc,.; =
est Vest
Ec.34
99,979%504 + 5 mb
Conces: = 100 mb

Conc,s, = 4,9989 mg SO4%/L

Tabla 17. Concentraciones corregidas de los estandares (9 niveles)

Concentracién Concentracién
(mg/L) corregida(mg/L)

5 4,9989

10 9,9979

20 19,9957

25 24,9947

30 29,9936

40 39,9915

50 49,9894

150 149,9681

250 249,9468

Elaborado por: Johanna Caceres

Balanza

La incertidumbre combinada de la balanza OHAUS se especifica
directamente en el certificado de calibracion adjunto (ver ANEXO C,

llustracion C- 1).
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Upalanza = 0'00023 g

Material Volumétrico

Se utilizaron las Ec.25 - Ec.27 de acuerdo al tipo de certificado de cada uno

de los materiales (ver ANEXO C, llustracion C-2 a C-7)

Céalculo demostrativo: balén de aforo de 1000 mi

0,6
Umax = ?
U maix — 0,2
0,2
Upmy = ﬁ
Upy = 0,0816

Tabla 18. Incertidumbre estandar del material volumétrico (pmv)

. Desviacion
., e Volumen | Vol Real |Tolerancia , Hwmv
Descripcion | Certificado Uso U (mL Estandar
P (mL) | (mL) (mL) (mL) | Mo
Balon de Calidad |5°MCON| 1000 |1000,0700| 0.6000 | 0.2000 0,0816
Aforo madre
Balon de Calidad |S°MCION 100 | 1000048 | 0,1000 0,0118 | 0,0136
Aforo madre
B"Z'?O”rfe Calidad |Dilucion| 100 | 100,0048 | 0,1000 0,0118 | 0,0136
Plpeta | ~ipracién | Alicuota| 25 250300 | 0,0300 | 0,0080 | 0,0300 | 0,0040
Aforada
Pipeta , .
Calidad |Alicuota| 10 9,9994 | 0,0200 0,0040 | 0,0027
Aforada
Pipeta , .
Calidad | Alicuota 5 5,0011 0,0150 0,0030 | 0,0020
Aforada

Elaborado por: Johanna Caceres

Incertidumbre tipica combinada de las soluciones madre (ugy)

Célculo demostrativo: solucién madre de 100 mg/L

Usy = Conc *\](

Upalsén

Vol aforo

) ()
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0,00023 g

0,0816 mL)Z (

Hsw = 99,979 mg/L *\/( 1000 mb

Usy = 0,1557 mg/L

Tabla 19. Incertidumbre tipica combinada de las soluciones madre

(Hsm)

2
0,1479 g)

Concentracion (mg/L) 09,97873| 999,78734
MBaisn (ML) 0,08165 | 0,01361
Volumen de aforo (mL) 1000 100
MBalanza () 0,00023 | 0,00023
Pesado (Q) 0,14790 | 0,14790
M Soluciéon madre (mg/L)

(Hsm) 0,15569 | 1,56072

Elaborado por: Johanna Caceres

Incertidumbre tipica combinada de la preparacion de estandares ( Mest)

Célculo demostrativo: Nivel 1 (4,9989 mg/L)

sy \2 ( MBaion )2
=C
Hese = LOMCE \/(Conc) T Vol aforo *

Uest = 4,9989 mg/L * \/(

( Upipeta

Alicuota

Ec.36

99,9787 mg/L

Uest = 0,0081 mg/L

Tabla 20.

Incertidumbre tipica combinada de

estandares (M) (9 niveles)

0,15571%97%)2

!

2

5mL

0,0136 m]:) (0,0020 mL)Z
100k

la preparacion de

Con(crigﬁlr_a;cmn 49989 | 99979 | 19,9957 | 24.9947 | 29,9936 | 39,9915 | 49,9894 | 149,9681 | 249 9468
Usw (mg/L) | 01557 | 01557 | 0,557 | 0,557 | 0,1557 | 0,1557 | 0,1557 | 15607 | 15607
Conc.
solucion 99,9787 | 99,9787 | 99,9787 | 99,9787 | 99,9787 | 99,9787 | 99,9787 |999,7873 | 999,7873
madre (mg/L)
Ugaion (ML) | 00136 | 00136 | 00136 | 00136 | 00136 | 00136 | 0,0136 | 0,0136 | 0,0136
Volumen 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Aforo (mL)
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Conz:r(ra]gjlr_a;uon 4,9989 | 9,0979 | 19,9957 | 24,9947 | 29,9936 | 39,9915 | 49,9894 | 149,9681 | 249,9468
Hpipeta 5 ML 0,0020 0,0020 | 0,0020 0,0020
(mL)
Volumen
5 5 5 5
Aforo (mL)
Hpipeta 10 ML 0,0027 | 0,0027 0,0027 0,0027
(mL)
Volumen 10 10 10 10
Aforo (mL)
Hpipeta 25 ML 0,0040 | 0,0040 | 0,0040 | 0,0040 0,0040
(mL)
Volumen
25 25 25 25 25
Aforo (mL)
Hest (Mg/L) 0,0081 | 0,0159 | 0,0317 | 0,0393 | 0,0487 | 0,0658 | 0,0786 | 0,2462 | 0,3937
Elaborado por: Johanna Caceres
Incertidumbre tipica combinada de la curva de calibracion (pcc)
Para realizar las curva de calibracion se prepararon las soluciones madre,
los estandares y adicionalmente se considero el error tipo.
Célculo demostrativo: Nivel 1 (4,9989 mg/L)
2 2
tee = | (Uest)? + (.quy)
Ec.37
Error tipo z
e =[G+ (EZ022)
cc est \/ﬁ
0,9464 (mg/L)\*
Uce = (O,OO81mg/L)2+( )
V35
Uee = 0,1602 mg/L
Tabla 21. Incertidumbre tipica combinada de la curva de calibracion
(Mee)
Conf;gtlﬁc'on 4,9989 | 9,9979 | 19,9957 | 24,9947 | 29,9936 |39,9915| 49,9894 |[149,9681| 249,9468
Hest (Mg/L) | 0,0081 | 0,0159 | 0,0317 | 0,0393 | 0,0487 | 0,0658 | 0,0786 | 0,2462 0,3937
Hsw (Mg/L) | 0,1600 | 0,1600 | 0,1600 | 0,1600 | 0,1600 | 0,1600 | 0,1600 | 0,1600 0,1600

50



CO”‘(:rigt/rSC'O” 4,9989 | 9,9979 | 19,9957 | 24,9947 | 29,9936 [39,0915| 49,0894 |149,9681| 249,9468
Sxy (mg/L) | 0,9464 | 0,9464 | 0,9464 | 0,9464 | 0,9464 | 0,9464 | 0,9464 | 0,9464 0,9464
n 35 35 35 35 35 35 35 35 35
Hee (Mg/L) | 0,1602 | 0,1607 | 0,1631 | 0,1647 | 0,1672 | 0,1730 | 0,1782 | 0,2936 0,4250
Elaborado por: Johanna Céceres
Incertidumbre por resolucion del equipo (Kresol)
__ resolucion del equipo
Uresot = 243
Ec.38
0,001 abs
Uresol =

2V3
Uresor = 0,0003 abs

Tabla 22. Incertidumbre por resolucion del equipo (Myesor)

0,0010
0,0003

Resolucion (abs)

MResol (abs)

Elaborado por: Johanna Caceres

Incertidumbre por reproducibilidad (pg)

La desviacion estandar de reproducibilidad se calculé previamente en 4.4
(Precision), (ver tabla 11).

Célculo demostrativo: Nivel 1 (4,9989 mg/L)

— SR
Ur = \/_ﬁ

_ 0,2336
Ur = 24

Ur = 0,0477 mg/L

Tabla 23. Incertidumbre por reproducibilidad (ug)

Concentracién N S MR
(mg/L) ® (mg/L)
5 24 0,2336 0,0477
10 25 0,4013 0,0803
20 24 0,4706 0,0961
25 23 0,3563 0,0743
30 25 0,6154 0,1231
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Concentracién n Sk MR
(mg/L) (mg/L)
40 24 0,3715 0,0758
50 25 0,4426 0,0885
150 25 1,2483 0,2497
250 25 1,4708 0,2942

*Nota: n representa el nimero de observaciones totales por nivel, valor reducido mediante el test de
Grubbs.

Elaborado por: Johanna Céceres

Incertidumbre tipica combinada del método (Uver)

Calculo demostrativo: Nivel 1 (4,9989 mg/L)

Hmet = Conc * \/(C

2 2
IU’CC

2 I i
oncest> + (Lectu:::rlledia) + (YR)

Ec.39
0,1602 20,0003 abs\> 70,0477 2
e = 49909 |(LAS2 B’ 000U by 00477 meh
4,9989 mg/L, 0,008 abs 5,4646 me/L
Umer = 0,2522 mg/L
Tabla 24. Incertidumbre tipica combinada del método (Mwer)
fn?g/‘l’_‘;mrac'o” 4.9989(9,9979 (19,9957 (24,9947 (29,9936 39,9915 | 49,9894 | 149,9681 | 249,9468
Ur (mg/L) 0,0477| 0,0803 | 0,0961 | 0,0743 | 0,1231 | 0,0758 | 0,0885 | 0,2497 | 0,2942
X (mg/L) 5.4646 | 10,3541 | 20,1355 | 24.6165 | 29.6804 | 40,1048 | 50,2400 | 149,9059 | 250,0351
LResol (@bs) 0,0003| 0,0003 | 0,0003 | 0,0003 | 0,0003 | 0,0003 | 0,0003 | 0,0003 | 0,0003
Y (abs) 0,0080| 0,0280 | 0,0680 | 0,0870 | 0,1070 | 0,1500 | 0,1920 | 0,1090 | 0,0880
lce (mg/L) 0,1602| 0,1607 | 0,1631 | 0,1647 | 0,1672 | 0,1730 | 0,1782 | 0,2936 | 0,4250
uver (Mg/L)  |0,2522| 0,2063 | 0,2071 | 0,1993 | 0,2234 | 0,2038 | 0,2125 | 0,5543 | 0,9683

Elaborado por: Johanna Caceres

Aunque segun la GUM (2008), la incertidumbre tipica combinada puede ser

utilizada universalmente para expresar la incertidumbre de un resultado de

medida, se consider6 necesario, a partir de la misma, dar una incertidumbre

que defina, alrededor del resultado de medida, un intervalo dentro del cual

se encuentran gran parte de la distribucién de valores, por tal motivo se
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calculé la incertidumbre expandida, para lo cual se defini6 un factor de

cobertura.

Célculo del factor de cobertura k

Pese a que generalmente se acostumbra a utilizar valores constantes de k
es base a la asuncion de una determinada distribucion, no es correcto. Por lo
gue como se menciona en 3.3.3.1 (Etapas para el calculo de la
incertidumbre) se calculé un factor de cobertura k para cada nivel de
concentracion, mediante la Ec.30 que engloba todas las incertidumbres
involucradas en dicho nivel, trabajando con un enfoque real a un nivel de
confianza del 95,45%.

Célculo demostrativo: Nivel 1 (4,9989 mg/L)

4

_ Ky
Vel = i)
ZI:=1 vi
v = _ et *
eff — 4 (am 4 4 4
UBaidnza Updion H peta Ur HUec
iza_ | DROlin_ o UL 4 PR 4 CC
B 0,2522* mg/L
Verf = 0,0477* mg/L  0,1602* mg/L
24 33

Vosr = 200,7208 =~ 200

La GUM (2008) menciona que, si el valor de grados efectivos de libertad

(vefr) NO €s un nUmero entero, debe tomarse el nimero entero inferior mas

préximo.
k=t(1-a;v)
k = t(0,0455;200)

k=2,0126
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Tabla 25. Factor de cobertura (k)

Coné:rigia;cmn 49989 | 9.9979 | 19,9957 | 24,9947 | 29.9936 | 39,9915 | 49,0894 | 149 9681 | 2499468
uver (Mg/L) | 0,2522 | 0,2063 | 0,2071 | 0,1993 | 0,2234 | 0,2038 | 0,2125 | 05543 | 0,9683
Hee (Mg/L) 0,1602 | 0,1607 | 0,1631 | 0,1647 | 0,1672 | 0,1730 | 0,1782 | 0,2936 | 0,4250

Vee 33 33 33 33 33 33 33 33 33
MR (Mg/L) 0,0477 | 0,0803 | 0,0961 | 0,0743 | 0,1231 | 0,0758 | 0,0885 | 0,2497 | 0,2942
VuR 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Vi 200,7208 | 82,4862 | 73,7016 | 66,8762 | 74,9583 | 60,5484 | 61,5750 | 243,8764 | 676,0355
Vi 200 82 73 66 74 60 61 243 676
K 20126 | 2,0310 | 2,0348 | 2,0386 | 2,0344 | 2,0425 | 2,0418 | 2,0103 | 2,0037
Elaborado por: Johanna Caceres
Incertidumbre expandida del método (Uexp)
Para su calculo se utilizé la Ec.29.
Tabla 26. Incertidumbre expandida del método (Ugxp)
Concentracion HUMET K UExp % UExp
promedio (mg/L) (mg/L) (mg/L)
5,465 0,25 2,0126 0,51 9,3
10,354 0,21 2,0310 0,42 4,0
20,136 0,21 2.0348 0,42 2.1
24,617 0,20 2.0386 0,41 1,7
29,680 0,22 2.0344 0,45 1,5
40,105 0,20 2.0425 0,42 1,0
50,240 0,21 2.0418 0,43 0,86
149,906 0,55 2,0103 1,1 0,74
250,035 0,97 2.0037 1,9 0,78

*Nota: Segun la GUM (2008), la Uexp no debe darse con un nimero excesivo de cifras. Basta con

reportar el resultado con 2 cifras significativas.

Elaborado por: Johanna Caceres

Con el porcentaje de incertidumbre expandida y la concentracién promedio

se graficé la campana de Horwitz (Figura 7), en donde se obtuvo la ecuacion
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de incertidumbre del método [Ec.40], que permite obtener, por reemplazo, al
analizar cualquier muestra, el correspondiente porcentaje de incertidumbre
expandida. Por lo que cada muestra de concentracion conocida se reportard,

exactamente, con su respectiva incertidumbre.

%Ugxp = 15,971 Conc~63°

Ec.40

Por otro lado, lo 6ptimo seria tener un coeficiente de determinacion = 0,99,
sin embargo se obtuvo un r?= 0,8264 debido a que por efectos de dilucién
existe un desface en las concentraciones de 149,9 y 250 (ver Tabla 26) ya
qgue el %Uexp de 250 mg/L no sigue la tendencia del resto de valores.

15,0000
10,0000
%Uexp = 15,971 Conc 0639
2
. 50000 R?*=0,8264
=
=
80,0000 =1 =2
) 0,000 0,000 100,000 150,000 200,000 250,000 300,000
=
* -5,0000
-10,0000
-15,0000
Concentraciéon promedio (mg/L)

Figura 7. Campana de Horwitz experimental (9 niveles)

Elaborado por: Johanna Caceres

Sin embargo se observo que al retirar los niveles (8 y 9) que requirieron
dilucion y graficar los 7 niveles restantes, que entran dentro de la curva, el

coeficiente de determinacién asciende, de esta forma se observd el efecto

de la dilucion.
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15,0000

10,0000 y= 51,763X'1’057
R?=0,9944

5,0000

0,0000
0,000

-5,0000

60,000

% U expandida

-10,0000

-15,0000

Concentracién promedio (mg/L)

Figura 8. Campana de Horwitz experimental (7 niveles)

Elaborado por: Johanna Caceres

4.8 Corridade muestras adicionales

Con el objetivo de evaluar la utilidad del método en las matrices propuestas

se han corrido muestras de agua potable y agua purificada envasada.

Se evaluaron muestras de agua purificada “Tesalia” de un mismo lote, esta
tiene especificada una cantidad de sulfatos de 27 mg/L en la etiqueta, lo que
se puede tomar como un valor de referencia a pesar de que no se cuenta

con la certeza de la veracidad del dato reportado.

Tabla 27. Corrida de muestra de agua purificada envasada

Concentracién observada (mg/L)
Concentracion | niaq | pja2 | Dia3 | Dia4 | Dia5s
(mg/L)

27,3 27,2 26,4 26,6 26,6

27,0 27,4 26,9 27,1 26,6

27 26,8 26,9 27,1 26,8 27,1

27,0 27,4 26,9 27,1 27,1

26,8 27,2 26,9 27,3 26,6

Elaborado por: Johanna Caceres
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Las lecturas se realizaron en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad,
de donde se obtuvo una concentracién media de 27 mg de SO,%/L. Como se
observa en la Tabla 25 y se corrobora estadisticamente (ver ANEXO D,
llustraciébn D- 13), no existe diferencia significativa en el conjunto de
concentraciones observadas. De esta manera, se ratifica que la precision

gue ofrece el método es aceptable.

Adicionalmente se corrieron muestras de agua potable (ver Tabla 28) de
diversas fuentes obteniéndose datos variables pero considerablemente
menores al limite maximo permisible por lo que el método es funcional para

el analisis de este tipo de agua.

Tabla 28. Corrida de muestras de agua potable

Muestra | Concentracion observada
(mg/L)
<LoQ
9,3
9,9
10,7
9,3
11,0
< LoQ

< LoQ

9,5

10 10,2
Elaborado por: Johanna Caceres

OO N0~ WIN P
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Tabla 29. Resultados de la validaciéon

Aplicable a agua potable y agua purificada

Matriz

envasada
Linealidad/Funcién r’ = 0,9961
respuesta m=0,0041
Limite de deteccién 1,5 mg/L

Limite de cuantificacion | 4,9 mg/L

Precision

Repetibilidad %CV, = 3,9%
Reproducibilidad %CVgr =4,3%
Exactitud 100 + 6%

Incertidumbre del método | 9:3% (P=95,45%)

Intervalo de trabajo 4,9 - 250 mg/L

Elaborado por: Johanna Céaceres
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e Se evalu6 el desempefio del método de cuantificacion de sulfatos por
turbidimetria, en el laboratorio de control y andlisis de alimentos
“‘LACONAL” de la Universidad Técnica de Ambato, el cual demostro;
linealidad, precision y exactitud al ser aplicado en matrices de agua
potable y agua purificada envasada en un rango de concentraciones
de 4,9 a 250 mg/L que cubre el limite maximo permisible establecido
por el Texto Unificado de Legislacion Ambiental Secundaria (TULAS).

e Se establecieron y aplicaron los parametros de validacion en base al
tipo de método a validar, como son; linealidad, sensibilidad, limites de
deteccion y cuantificacion, precision, exactitud e incertidumbre,
obteniéndose como resultados de los mismos un coeficiente de
determinacion (r?) de 0,9961, pendiente (m) de 0,0041, limites de 1,5
(LoD) y 4,9 mg/L (LoQ), coeficiente de variacion por repetibilidad de
3,9%, coeficiente de variacion por reproducibilidad de 4,3%, un
porcentaje de recuperacion de 100 + 6% y una incertidumbre

expandida porcentual del método de 9,3% (p=95,45%).

e Se determind que, el método desarrollado cumple con las
especificaciones del método de referencia establecido en el
procedimiento 4500 E de Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater ya que a pesar de tener modificaciones, estas
fueron evaluadas y adaptadas a las condiciones rutinarias de trabajo

mediante la validacién por lo que el método es funcional.
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Se elabor6 el analisis estadistico utilizando pruebas t de Student que
evidenciaron una correlacién lineal significativa al evaluar la linealidad
y en cuanto a exactitud, demostraron que no existe diferencia entre el
valor obtenido de la experiencia analitica y el valor del MRC por lo
gue el porcentaje de recuperacion (%R) es bueno. Ademas se aplic
el analisis simple de varianza (ANOVA), que demostré que el método
de ensayo cumple con los parametros tanto de repetibilidad como de
reproducibilidad en las condiciones de trabajo y en el intervalo de
concentraciones de 5 a 250 mg/L, con un nivel de confianza del 95%
debido a que no existen diferencias estadisticamente significativas

entre tratamientos y dentro de estos.

Se realizo el informe de declaracion del método validado en donde se
identificd que el estudio cumple con todos los objetivos de validacion
planteados inicialmente por lo que se rechaza la hipétesis alternativa
y se acepta que el método de determinacion de sulfatos desarrollado
internamente cumple con los objetivos de validacion como indicativo
de calidad del mismo y queda validado en el rango de 4,9 a 250 mg/L
de sulfatos en matrices de agua; potable y purificada envasada, por lo
que el Laboratorio de Control y Andlisis de Alimentos “LACONAL”
podra contar con este dentro de los alcances de acreditacion

posteriores, asegurando la validez técnica de sus resultados.

5.2. Recomendaciones

Cuando se realicen curvas de calibracién, seguir minuciosamente el
procedimiento de preparacion y lectura de estandares en los puntos
de concentracion mas bajos (5y 10 mg/L) ya que son los mas criticos.
Con la finalidad de evaluar la exactitud en las mediciones, utilizar un
estandar de control interno donde la concentracion observada debe
estar dentro del = 6% del valor real; caso contrario rechazar la medida

y repetir la lectura y/o preparacion del estandar de control.
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Para evaluar la precision, leer duplicados de muestras aleatoriamente
y verificar que el valor entre ambas lecturas debera estar entre el +
3,9%, caso contrario rechazar las mediciones y repetir el proceso.
Para verificar el pesaje de cantidades pequefias como 0,1479 g,
necesario para la preparacion de las soluciones madre, se
recomienda adquirir pesas patrén de 0,1 g aproximadamente.

Utilizar para el calculo de la incertidumbre expandida (%Uexp) de la
concentracion de cada muestra, exclusivamente, la ecuacién de
incertidumbre del método %Ugyp = 15,971 Conc™%63%,

Utilizar los factores de dilucibn empleados en la validacién. De
concentraciones entre 50 y 150 aplicar dilucion 5 vy de
concentraciones entre 151 y 250 aplica dilucion 10.

Realizar anualmente programas de mantenimiento de equipos Yy
calibracion del material volumétrico para la obtencién de resultados
satisfactorios.

Desarrollar ensayos de intercomparacion para verificar el desempefio

del método.
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ANEXO A
TERMINOLOGIA
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Analito

Sustancia (quimica, fisica o biolégica) buscada o determinada en una

muestra, que debe ser recuperada, detectada o cuantificada por el método.
Datos aberrantes

También llamados valores atipicos y corresponden a observaciones que son
numéricamente distantes del resto de los datos, haciendo que el conjunto
pierda uniformidad.

Evaluacion tipo A de la incertidumbre

Esta basada en un analisis estadistico de la dispersion de los resultados de
mediciones individuales. Este tipo de incertidumbre suele estar asociada a la
variabilidad de los resultados debido a errores aleatorios. La repetibilidad, la
reproducibilidad y la estimacién de la linealidad son incertidumbres tipo A.

Evaluacion tipo B de la incertidumbre

Se trata de incertidumbres que no pueden ser calculadas de forma
experimental. Entonces se supone una distribuciéon sobre la base de la
experiencia o la informacién externa disponible, ya que no se cuenta con
informacion sobre la posible variabilidad de la magnitud dada para hacer un
analisis estadistico. La tolerancia del material volumétrico y los certificados

de calibracion o de pureza de reactivos son ejemplos de este.
Espectrofotometro

Es un equipo sofisticado que utiliza las propiedades de la luz y su interaccion
con otras sustancias para analizarlas. Asi, permite determinar la

concentracién de una sustancia en solucion.
Estandar

Es una preparacion que contiene una concentracién conocida de un

elemento especifico o sustancia.
Factor de cobertura

Factor numérico utilizado como multiplicador de la incertidumbre tipica

combinada (uc) para obtener la incertidumbre expandida (U).
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Interferencia

Modificacién de la funcion de respuesta del método producida por la

presencia de otras sustancias distintas al analito problema.
Intervalo de trabajo

El intervalo de trabajo de un método es el intervalo de concentracién en el
gue puede obtenerse una exactitud y precision adecuada al objetivo del
método.

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, los factores limitantes son los valores del limite de deteccion
y/o cuantificacion. En el extremo superior del intervalo de concentracion, las
limitaciones seran impuestas por varios efectos que dependen del sistema

de respuesta del instrumento.
Ley de Beer

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite
determinar la concentracibn de un compuesto en solucién. Al hablar de
espectrofotometria es necesario tener en cuenta la Ley de Beer-Lambert que
indica cuantitativamente la forma en que el grado de atenuacion depende de
la concentracion de las moléculas absorbentes y de la longitud del trayecto
en que ocurre la absorcién. Cuando la luz atraviesa un medio donde se
encuentra un analito absorbente, disminuye su intensidad como
consecuencia de la excitacion del analito. Cuanto mayor sea la longitud del
trayecto de la luz existiran mas moleculas absorbentes y por lo tanto mayor

sera la atenuacion.
Material de Referencia Certificado (MRC)

Material de Referencia, acompafiado de un Certificado, en el cual uno 0 mas
valores de sus propiedades estan certificados por un procedimiento que

establece su trazabilidad a una realizacién exacta de la unidad en la que se
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expresan los valores de la propiedad, y para la cual, cada valor certificado se

acompafia de una incertidumbre con la indicacion del nivel de confianza.
Método normalizado

Método apropiado para el ensayo dentro de su alcance, publicado por
organismos de normalizacion internacional, nacional o regional (ISO, EN,
NM, ASTM, BS, DIN, IRAM, etc.) o por organizaciones reconocidas en
diferentes ambitos ( AOAC, FIL-IDF, EPA, USP etc.)

Mensurando

Componente (elemento, compuesto oion) de interés analitico de

una muestra.
Resolucion

En los equipos digitales, se considera como resolucion el digito menos

significativo que pueda ser claramente leido por el operador.
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ANEXO B
METODO DE REFERENCIA
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llustracion B- 1 Método turbidimétrico para la determinacion de sulfatos
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llustracién C- 1 Certificado de calibracién Balanza OHAUS

%2 METREXLAB ...

/////' EQUIPOS TECNICOS Y SERVICIO ESPECIALIZADO
INFORME DE MANTENIMIENTO Y AJUSTES DE CALIBRACION Ay
EQUIPO: BALANZA ANALITICA CODIGO: 06-FQ =
Compaiii METREXLAB CIA LTDA Bal. Marca: OHAUS
Cliente: LABORATORIO LACONAL DE LA UTA Model AR2140
Direccion: Av Col ia y Chile - Ambato Serie: 11261225032813P
Contacto: Ing Gladis Risuefio Max: 220 g
d= 0,0001 g
Ni . LACONAL-061 o= 0.001 g
Fecha de emision del informe: 15 Septiembre del 2014 Ubicacion: Area de Balanzas
Temperatura Ambiente: 21 +/-2°C HR: 45+/-5 %
PRUEBAS METROLOGICAS
Excentricidad
[__CargaEnsayo | Posicion [ Lectura | Desviacion Centro |
Unidad [ ® [ @ I @ I ® 1
50,0000 Centro 50,0000
50,0000 Fondo Izquierdo 50,0000 0,0000
50,0000 Fondo Derccha 50,0000 0,0000
50,0000 Frente Derecha 49,9999 0,0001
50,0000 Frente Izquierda 50,0000 0.0000
50.0000 Centro 50,0001 0.0001
Cumple Tolerancias |Error Excentricidad | 0.0001](g)
SI-X- NO -~ |Eror Miximo Permitido+/- | 0.0003](2)
Lineatidad
-X- Absol |__ Valor Nominal [ Lectura | Desviacion j
-- Diferencial | Tara | Tara+Referencia | Desv. Referencia__|
Unidades [ ) [ ) [ ) ]
1 0,5000 0,5000 0.0000
2 1.0000 1,0000 0.0000
3 5,0000 5,0000 0,0000
4 10,0000 10.0001 0.0001
5 20,0000 20,0001 0,0001
6 50,0000 49.9999 -0,0001
7 100,0000 99,9997 -0,0003
8 200,0000 200.0001 0,0001
Cumple Tolerancias [Error Linealidad o 0,0002}(g)
SI -X- NO - [Emor Miximo Permitido +/- | 0.0002}(s)
[Desviacién Standard [ 0,00014](e)
Repetibilidad
Ne| Vacio ¥ Carga | Carga-vacio |
Unidad [ ® I ® I @® ]
1 0,0000 99,9999 99,9999
2 0,0000 99.9999 99,9999
3 0,0000 99.9999 99,9999
4 0.0000 99.9998 99,9998
5 0.0000 99.9998 99.9998
Cumple Tolerancias  [Desviacion Standard | 0,00005}(g)
SL-X- NO - [ErorMixime Permitido+ (- | 0.0001(w)
B Pagina Nimero: | de 2
Ref: LACONAL-0614-06.FQ-0509

Av. Eloy Alfaro N44-349 y Rio Coca (Diagonal Tv.)
Telf: (593-2) 3340991

Telefax: (593-2) 3341010

Cel: 0999442186

E-mail: sertec@metrexiab.com

Quito - Ecuador
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//// EQUIPOS TECNICOS Y SERVICIO ESPECIALIZADO

%%/ METREXLAB cums
7

Sensibilidad
[ Carga de Ensayo Lectura Desviacion ]
1 200.0000 | 200,0001 | 0.0001]
Cumple Tolerancias [Error Miiximo Permitido +/- | 0,0003]g)
SI -X- NO --

ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE COMBINADA DE LOS ENSAYOS DE MEDICION

| u cal=] 0.00023] ()
La incertidumb binada ha sido d il Jo todos los factores que influyen sobre el resultado medido. Los factores a considerarse
son repetibilidad bilidad, no linealidad, carga da, i idumbre de las pesas patron y resolucion de la balanza.

7

k = Factor de cobertura (probabilidad de cobertura de 95,45%)

cal = Incertidumbre tipica de calibracién

U = Incertidumbre expandida de Ia medicion U = Mk (k=2)

DECLARACION DE CONFORMIDAD

De acuerdo a los resultados obtenidos y tolerancias estimadas el equipo se encuentra trabajando:

CORRECTAMENTE: _X_ USO CONDICIONADO: __ EN TOLERANCIAS: X_ FUERA DE TOLERANCIAS: __

PROCEDIMIENTO DEL TRABAJO REALIZADO

Se realiza revision y ver ion previa para inar el estado inicial de la balanza.

Se realiza mantenimiento preventivo, limpieza y revision de las partes mecanicas y/o electronicas de la balanza

Se realizan ajustes de calibracion siguiendo el procedimiento dado por los fabricantes o por experiencia adquirida.

Se realiza la verificacion para obtener los datos suficientes para llenar el Informe Técnico de Mantenimiento y Calibracion.

La verificacion consiste en pruebas de carga excéntrica, linealidad, repetibilidad, ibilidad, calculos de la desviacion estandar de linealidad
y repetibilidad, estimacion de la incertidumb binada de calibracion. El procedimiento seguido esta acorde a las directrices dadas en la
publicacion "BALANZAS EN LA GESTION DE LA CALIDAD" de METTLER TOLEDO de Suiza.

IDENTIFICACION DE LAS PESAS PATRON UTILIZADAS

Juego de Pesas No B149512904 Certificado No.: LPC-M-3013-392 Clase: F1
Juego de Pesas No B132196801 Certificado No.: LPC-M-E-2013-048 Clase: E2
El presente Reporte Técnico fue realizado utilizando pesas con trazabilidad al SI a través de patrones nacionales
del INEN.

TIPO DE TRABAJO REALIZADO
AJUSTES _X_ MANTENIMIENTO _X_ REPARACION INSTALACION ____ VERIFICACION _X_

OBSERVACIONES Y RECOMENDACIONES

Se realiza mantenimiento ajustes de calibracion y verificacion.
Funcionalmente la balanza se encuentra trabajando correctamente y dentro de tolerancias.
Se adjunta el certificado de calibracion de las masas utilizadas para las pruebas de verificacion.

FECHA DE REVISION: 05-Junio-2014 PROXIMA REVISION;
RESPONSABLE: Ing. Andrés Méndez B. FIRMA:
Av. Eloy Alfaro N44-349 y Rio Coca (Diagonal Tv.)  JJeox Nivero:2.de2
Telf: (593-2) 3340991 RACLACONAE fol4:00-E0/1209

Telefax: (593-2) 3341010

Cel: 0999442186

E-mail: sertec@metrexiab.com
Quito - Ecuador
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llustracién C- 2 Certificado de calidad de balon de aforo de 1000 mL (1)

Qualitatszertifikat/Certificate of Performance

Certificat de qualité/Certificado de calidad

Messkolben, Volumetric Flask, Fioles Jaugees, Matraces Aforados

Ausstellungsdatum/Date of issue:
/Fecha de

01-Jul-2005

Priifmittel/Testing devices/Instruments de contréle/Instrumentos

300300-4, 2000g/0,001

Die Kalibrierung erfolgt alle 3 Monate./The calibration is effected every 3 months./

Le calibrage est effectué tous les 3 mois./El calibrado se efectua cada tres meses.
800033-1, F1

ich ights/Poids/Peso:

Contréle duel/Control individual

Diese Angaben sind Endprifwerte bezogen auf 20 °C. Die Prifung erfolgte gema8 ISO
4787. Die verwendeten Normale sind an die Normale der PTB angeschlossen

These final test values refer to 20° C. The test was effected according to ISO 4787. The used
standards are connected with the standards of the PTB (German Federal Institute of Physics and
Metrology)

Les valeurs finales se référent 2 20° C. Le test a été effectué selon ISO 4787. Les étalons
utilisés sont liés aux étalons du PTB (Institut Fédéral Physico-Technique Allemand).

Estos valores de control final se refieren a 20° C. El control se efectué de acuerdo con ISO
4787. Los patrones utilizados son ligados a los patrones del PTB (Organismo oficial alemén de
calibrado y standards)

9975 53 5/0305/1

BLAUBRAND, AW NS29/32
/ 3 Priifer/Operator:
Volume nominal/Volumen nominal: 1000.0 ml Vérificateur/Comprobador:
Toleranz nach/Tolerance: + 0.6000 ml
Tolérance/Tolerancia: DIN EN ISO 1042 Date de déli
Serien-Nr./Serial-no.: 04.02 06
Numéro de série/Numero de serie: de medicién:
i B 3 Waage/Balance:
Volumen, 1000.0695 ml Balance/Balanza:
Volume mesuré/Volumen medido:
Messunsicherheit/Uncertainty of measurement: * 0.2000 ml
A itude de idad de medici
= : 71732
ung/Individual control 288729 Thermometer/Thermometer:

(2007, DKD11801, Nr.G1-389)
351000-3, 0-30°C/0,1°C

Thermométre/Termémetro: (2008, EA Werth., Nr.3119)

i

BRAND

9001-14001
CERTIFIED

BRAND GMBH + CO KG
Postfach/P.O. Box 1155
97861 Wertheim/Main
Germany
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llustracién C- 3 Certificado de calidad de balon de aforo de 1000 mL (2)

Qualitatszertifikat/Certificate of Performance

Certificat de qualité/Certificado de calidad

Messkolben, Volumetric Flask, Fioles Jaugees, Matraces Aforados

BLAUBRAND, AW NS29/32 Cat.-No. 937234
Nennvblumen/Nomina| volume: Priifer/Operator:
Volume nominal/Volumen nominal: 1000.0 ml Vérificateur/Comprobador: K\%
Toleranz nach/Tolerance: £ 0.6000 ml Ausstellungsdatum/Date of issue: 01-Jul-2
Tolérance/Tolerancia: DIN EN ISO 1042 Date de déli /Fecha de ici -Jul-2005
Serien-Nr./Serial-no.: 04.02 04 Prifmittel/Testing devices/Instruments de contréle/Instrumentos
Numéro de série/Nimero de serie: de medicién:
a 4 tape/Eiace: 300300-4, 2000g/0,001
Gemessenes Volumen/Measured volume: 1000.0093 ml Balance/Balanza:

Volume mesuré/Volumen medido:
Messunsicherheit/Uncertainty of measurement: £ 0.2000 ml
Incertitude de mesurage/Inseguridad de medicion: [ 800033-1, F1
Gewichte/Weights/Poids/Peso: (2007, DKD11801, Nr.G1-389)

Die Kalibrierung erfolgt alle 3 Monate./The calibration is effected every 3 months./
Le calibrage est effectué tous les 3 mois./El calibrado se efectua cada tres meses.

s 71732 o o
ng/Individual control 288729 Thermometer/Thermometer: 351000-3, 0-30°C/0,1°C
viduel/C ol individual Thermometre/Termémetro: (2008, EA Werth., Nr.3119)
Diese Angaben sind Endprifwerte bezogen auf 20 °C. Die Prifung erfolgte gemas ISO s
4787. Die verwendeten Normale sind an die Normale der PTB angeschlossen
These final test values refer to 20° C. The test was effected according to 1SO 4787. The used S i
standards are connected with the standards of the PTB (German Federal Institute of Physics and |
Metrology) | 2001-14001
| CERTIFIED

Les valeurs finales se référent a 20° C. Le test a été effectué selon ISO 4787. Les étalons

&| utiisés sont liés aux étalons du PTB (institut Fédéral Physico-Technique Alemand)

8| Estos valores de control final se refieren a 20° C. El control se efectus de acuerdo con IS0 | BRAND GMBH + CO KG

| 4787. Los patrones uiizados son igados alos patrones del PT8 (Organismo ofical aemén de | Postfach/P.0. Box 1155

| caliorado y stenderds), | 97861 Wertheim/Main BRAND
g Germany

2 %
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llustracidn C- 4 Certificado de calidad de balén de aforo de 100 mL

Qualitatszertifikat - Certificate of Performance

Certificat de qualité - Certificado de calidad

BLAUBRAND®

Volumenmessgerite - Volumetric Instruments
Appareils de volumétrie - Materiel volumétrico

BLAU
BRAND,

H

Diese Angaben sind Endpriifwerte bezogen auf 20 °C. Die Prifung erfolgte gemas
|SO 4787. Die verwendeten Normale sind an die Normale der PTB angeschlossen.

These final test values refer to 20 °C. The test was effected according to ISO 4787.
The used standards are connected with the standards of the PTB (German Federal

Chargenpriifung - Batch control
Contréle du lot - Control del lote

Institute of Physics and Metrology).

Ces valeurs finales se référent a 20 °C. Le test a été effectué selon ISO 4787. Les
étalons utilisés sont liés aux étalons du PTB (Institut Fédéral Physico-Technique

Allemand).

Estos valores de control final se refieren a 20 °C. El control se efectué de acuerdo
con ISO 4787. Los patrones utilizados son ligados a los patrones del PTB (Organismo

oficial aleman de calibrado y standards).

9001-14001
CERTIFIED

BRAND GMBH + CO KG
Postfach/P.O. Box 1155
97861 Wertheim/Main

Germany

9965 53 - 5/0105/3

BRAND
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Messkolben, Volumetric Flask, Fioles Jaugees,

Matraces Aforados
BLAUBRAND, A NS12/21
37249
Best.-Nr./Cat. No./Réf./Ref.:
Nennvolumen/Nominal volume: ~ 100.0 mi
N Volume nominal/Volumen nominal:
Toleranz/Tolerance: + 0.1000 mI
Tolérance/Tolerancia: ~ DIN EN ISO 1042
Chargen-Nr./Batch No.:
Numéro du lot/Nimero del lote: .
Mittelwert/Mean value:
Valeur moyenne/Valor medio: 100.0048 mi
Ecart typefDesviacién standard: & 0ene m
Prifmittel - Testing devices
Instruments de contréle - Instrumentos de medicién
Waage/Balance:  300300-3, 2000g/0,001
Balance/Balanza:

Die Kalibrierung erfolgt alle 3 Monate./The calibration is effected every 3 months.
Le calibrage est effectué tous les 3 mois./El calibrado se efectua cada tres meses.
8

Gewichte/Weights:
Poids/Peso:

Thermometer/Thermometer:
Thermométre/Termémetro:

67468 281040

(2007, DKD11801, Nr.G1-389)

351000-3, 0-30°C/0,1°C
(2008, EA Werth., Nr.3119)

Prifer/Operator:
Vérificateur/Comprobador:

Ausstellungsdatum/Date of issue:
Date de délivrance/Fecha de exposicion:

R\QQQ'L\'\J

21-Mrz-2005




Qualitatszertifikat - Certificate of Performance

Certificat de qualité - Certificado de calidad

ng - Batch control
- Control del lote

Diese Angaben sind Endprifwerte bezogen auf 20 °C. Die Prifung erfolgte gemaB ISO 4787
Die verwendeten Normale sind an die Normale der PTB angeschlossen.

These final test values refer to 20 °C. The test was effected according to 1SO 4787. The used
standards are connected with the standards of the PTB (German Federal Institute of Physics
and Metrology).

Les valeurs finales se référent a 20 °C. Le test a été effectué selon ISO 4787. Les étalons
utilisés sont liés aux étalons du PTB (Institut Fédéral Physico-Technique Allemand).

Estos valores de control final se refieren a 20 °C. El control se efectus de acuerdo con
1SO 4787. Los patrones utilizados son ligados a los patrones del PTB (Organismo oficial alemén
de calibrado y standards).

np——
S

CERTIFIED

BRAND GMBH + CO KG
Postfach/P.O. Box 1155
97861 Wertheim/Main
Germany

BRAND

9966 53 - 5/0104/2
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llustracion C- 5 Certificado de calidad de pipeta aforada de 5 mL

Volipipette, Volum. Pipettes, Pipettes Jaugees,
Pipetas Aforadas
BLAUBRAND, AS

29707
Best.-Nr./Cat. No./Réf./Ref.:
Nennvolumen/Nominal volume: 5.0 mi
Volume nominal/Volumen nominal:
Toleranz/Tolerance: ~ * 0.0150 ml
Tolérance/Tolerancia:  DIN 12691
Chargen-Nr./Batch No.:
Numéro du lot/Namero del lote: - 04-03
Mittelwert/Mean value:
Valeur moyenne/Valor medio: 5.0011 mi
d iation: 40,0030 ml

Ecart typeTDasviacién standard:

Prifmittel - Testing devices
de ala. I tos de medicié

Waage/Balance:
Balance/Balanza:
Die Kalibrierung erfolgt alle 3 Monate./The calibration is effected every- 3 months.
Le calibrage est effectué tous les 3 mois./El calibrado se efectua cada tres meses.

800033-1, F1
(2007, DKD11801, Nr.G1-389)

300400-4, 162g/0,0001

Gewichte/Weights:
Poids/Peso:

351000-3, 0-30°C/0,1°C
(2008, EA Werth., Nr.3119)

Thermometer/Thermometer:
Thermométre/Termémetro:

Priifer/Operator:
Vérificateur/Comprobador:

g

Ausstellungsdatum/Date of issue:

Date de délivrance/Fecha de exposicién: 06-Apr-2004

T 55033 264892



llustracion C- 6 Certificado de calidad de pipeta aforada de 10 mL

Qualitatszertifikat - Certificate of Performance

Certificat de qualité - Certificado de calidad

Diese Angaben sind Endpriifwerte bezogen auf 20 °C. Die Priifung erfolgte gema8 ISO 4787,
Die verwendeten Normale sind an die Normale der PTB angeschlossen:

These final test values refer to 20 °C. The test was effected according to ISO 4787. The used
with the of the PTB (German Federal Institute of Physics

are
and Metrology).

Les valeurs finales se réferent 4 20 °C. Le test a été effectué selon ISO 4787. Les étalons
utilisés sont liés aux étalons du PTB (Institut Fédéral Physico-Technique Allemand).

Estos valores de control final se refieren a 20 °C. El control se efectué de acuerdo con
I1SO 4787. Los patrones utilizados son ligados a los patrones del PTB (Organismo oficial aleman
de calibrado y standards).

900114001

CERTIFIED

BRAND GMBH + CO KG
Postfach/P.O. Box 1155
97861 Wertheim/Main
Germany

BRAND

9955 53 - 5/0604/2

80

Vollpipette, Volum. Pipettes, Pipettes Jaugees,

Pipetas Aforadas
BLAUBRAND, AS
29712
Best.-Nr./Cat. No./Réf./Ref.:
Nennvolumen/Nominal volume: 490 ml
Volume nominal/Volumen nominal: &
Toleranz/Tolerance: * 0.0200 mi
Tolérance/Tolerancia: DIN 12691
Chargen-Nr./Batch No.:
Numéro du lot/Nimero del lote: 04.06
; Mittelwert/Mean value:
9.9994 mi

Valeur moyenne/Valor medio:

ml

Ecart tprDesviacién standi

Prifmittel - Testing devices
Instruments de contréle - Instrumentos de medicién
Waage/Balance:

300400-4, 1629/0,0001
Balance/Balanza:

Die Kalibrierung erfolgt alle 3 Monate./The calibration is effected every 3 months.
Le calibrage est effectué tous les 3 mois./El calibrado se efectua cada tres meses.

800033-1, F1

Gewichte/Weights:
Poids/Peso: (2007, DKD11801, Nr.G1-389)
Thermometer/Thermometer: ~351000-3, 0-30°C/0,1°C
Thermométre/Termémetro: (2008, EA Werth., Nr.3119)
Prifer/Operator: c \&J
Vérificateur/Comprobador: \Qw
Ausstellungsdatum/Date of issue:
usstellungsdatum/Date of issu 01-Juk2004

Date de délivrance/Fecha de exposicion:

57894 268736



llustracion C- 7 Certificado de calibraciéon de pipeta aforada de 25 mL

\ \ Pagina 2 de 2
\ \ ;
Certificado No.: LPC-V-2013-136
INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION Focha do Calibracién: 2013.02-22
LABORATORIO DE PRUEBAS DE CALIBRACION {LPC) CONDICIONES AMBIENTALES DEL ENSAYO
LABORATORIO DE VOLU
MEN . TEMPERATURA: (2122) *C
CERTIFICADO DE CALIBRACION (OMEDAD REL: (501101
HUMEDAD REL.: (50 2 10) %
Certificado No LPCV-2013.10 Pigina | de 2
Pecha de Calltwacion: 2011-02.22 METODO UTILIZADO: LPC PC 14, Py i para calibracién de frascos volumétricos método
gravimétrico, balanza clectronica; basado en el Handbook 145 del NBS, Handbook for the Quality
Assurance of Mctrological Measurement.
Instremento: IPETA AFORADA INCERTIDUMBRE DE : La incer pandida de medida informada se ha obtenido
Marea: 1VA 1tipl do la incertid and de medida por ¢l factor de cobertura K=2 que, para una
Modelo o T e distribucién normal corresponde a una bilidad de cobertura de aproximadamente el 95%; y, se le
c s :S estimé de acuerdo al documento "Guide l; the Expression of the Uncertainty in Measurement” de la iSO.
w“m CL-V-13-190 EQUIPO UTILIZADO: Balanza Mettler Toledo XP504, capacidad 520g, resolucion 0,1mg; certificado: LPCI-
Berte: xooooooooe: ’ PyM-2012-001
Capacidad: 25 o PATRON UTILIZADO Agua des i d Cond d del agua: 0,051 pus
ESTADO DE RECEPCION DEL INSTRUMENTO
Otservaciones: wooooooooo: Marcas de escala visibles Conforme
Adhesivo No: 114
Libre de idas al recipi Conforme
No presenta roturas ni rajaduras Conforme
l:lxl;;u.(uvo dlt:{\nlunam de Normalisacitn, INEN, realied en of Laborstorio de Volumen ded LIC | o Nota:
Calibrecvin msrumento arriba deacrito, utilisando patrones de roferoncia trasabies a la unidad de
masa  del Sistema Imernacions! de Unidades 81, a travew de Jos patrones naclonales de mass RESULTADOS OBTENIDOS
periencGentes al Laborutorio de Mrochas de Calibeacion del INEN.
ERROR
La calitrackin fuc realizada bajo us Sistema de Gestion de la Calidad confeerse con la NTE [INEN VOLUMEN NOMINAL VOLUMEN MEDIDO ERROR 1so ) om
180/IEC 170252006 ey
Clase A Clase B
Los I';bull.dol de In calibracion y s incertidumbre se CAPONen 0 1an PARIAS siguienien y son e de () (o) {m) (2m) {2mi) (i)
Me Goowmento y se refieren al momento y condicones en ¢ realad la calibencio
4 5 LTSl i e 25 25,030 0,030 0,03 0,06 0,008
Esie laboratorio no se responsabiliza de los pefjuicos que paeda ocasicner of uso Inadecundo det
Estrumenso calitwado.
Kl transpoete del instramento haclo y desde of Laborasoio s resporaataicad del iente a0
El usiario esth obligads a 1ener of instrumento recalibrods e (=t crvalios apro o g 0.060 "1 """""""""""""" T
0,040 - <
B} prescnte certificeds de calibraciin certifice s valores oteemidos cxpresndon como Jon resuladon de % ERROR
laa calibraciones y no constituye un centificado de aptitud pora o uso dcb Patrden, Inmrumsento o equipo. é 0,020 1 e==mlSQUASEA
::!v‘-? documomio no significn certificaciin e eadidad y o debe ser utilieado con fines publicitasion. g 0,000 — . B
rohiblda su reproduccido parcial, s reproduccidn  total deberd hacerse con La sutorizacion escrits de '] s 10 15 20 25 30 seenens
In Direcckin Oemeral del INEN pete & 0020 s g e S e Sasee
? g -0040 - u
g
0,060 +
( 0,080 -
2 o
y /O £y R
Fin Manuel Salasar
" del Lab rio de Vol
i o Lahtats Mh N o v A
D e —— s C 0 laas ool r 74«1%/;/‘“‘- {
e - Po! P po
Técnico de Lab. . Patricio Salazar Responsable dei Lab. . Fis Manuel Salazar
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llustracion C- 8 Certificado de anélisis del reactivo (Estandares)

Certificate of Analysis

Certificate of Ana'ysis l 1.06647.0000 Sodium sulfate anhydrous 99,99 Suprapur®

1.06647.0000 .
Sodium sulfate anhydrous 99.99 Suprapur® Baich BOOIMAT

. Malhun Momesl

Batch B0939447 e e s L]
s Soasvoand P b prisdicasd] aictiorasily i @ il wilhind & wgeatin
Spec. Values Balch Values

Purity imetallich 20000 % 2 99.00 -

Assay (acidimeiric) =995 % 87 £

Chlaride (C1) =5 ppm <5 B

Total nitrogen (N} 55 ppm <2 pom

A (Aluminium) =005 ppm =001 ppm

Ba (Barium) =50 ppm <05 ppm

B (Blsmuth) =0.005 pem =0.005 pom

Ca (Calcium) =010 pem <0.05 ppm

©d (Cadmium) =0.005 ppm =0.005 ppm

Ce (Cerium) = 0.008 ppm < 0.002 ppm

Co (Cobalt) = 0.005 ppm <0002 ppm

Cr {Ghromium) =0.010 ppm = 0.008 ppm

Cs (Gesum) =5 ppm <2 ppm

Cu [Copper) 50,005 ppm <0005 ppm

Eu (Europium} =0.005 ppm <0.002 pom

Fe (Iron} 20050 ppm <0010 pom

K (Potassium) 55 ppm <1 pem

La iLanthanum) £ 0.005 pom =< 0.005 e

L (Lithiumy =01 ppm <01 ppm

bg {Magnesium) =005 ppm 0.0 ppm

Mn (Manganese) =0.010 ppm =0.002 ppm

NI {Nickel) = 0008 ppm <0008 ppm

Po (Lead) = 0005 ppm <0005 ppm

Rb (Rubidium} =10 ppm <02 ppm

Sc (Seandium) 20005 ppm <0005 ppm

Sm (Samarium} 50,005 ppm <0.005 pom

S (Strontium] =010 ppm =0m pom

Ti (Thalleum] %0005 ppm <0005 pem

¥ (Yitrium) = 0.006 pom < 0.006 pom

¥ (YHlerbium) =0.005 ppm = 0.002 ppm

Zn (Zing) = 0.020 ppm <0.008 pem

Date of release (DD.MM.YYYY) 28.05.2013

Minimum shell lile (DD.MM.YYYY) 31.05.2018

Morck KOaA, Frankfurior Sirsls 250, B4793 Darmsindl [Germany]: +48 6151 T20 Puge 2 of 2

Merck KGaA, Frankfurter StraBie 250, 64293 Darmstadt (Germany): +43 6151 72-0 Page 1 of 2 - A Merck WGk,

EMD Millipore Corporation - A division of Merck KGaA, Darmstadt. Germany 290 Conood Rosd. BEesoa M8, 01829, LISA Phong: (978 7154331
280 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (676) 715-4321 A PEOGTI 8 ¥ TRt Tam 8 B I D
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llustracién C- 9 Certificado de anédlisis del reactivo (MRC)

Certificate of Analysis

1.06649.0000 Sodium sulfate anhydrous for analysis EMSURE® ACS,1S0,Reag. Ph Eur

Batch AMO5S20749

Spec. Values Batch Walues
Assay (alkalimatric) =96.0 % 1001 *
Agaay (alkalimelric, caloulated on dred OB.5-101.0 % 1001 %
substance)
Idenlily passes sl passes leat
Appaaranca of solution passes test passes tast
Insalubhe mtter =0.01 % = 0.01 k)
Acidity or lkalinity passes test passes test
pH-value (5 % water; 26 “C) 62-80 6.0
Chioride (Cl) = 0.001 % = 0001 %
Phosphate (POs) = 0.0 e = D.001 k]
Tatal nitragen [N} = 0.0005 W < 0.0005 k]
Heavy melals (as Pl) =0.0005 % < 0.0005 %
As (Arsanic) = 00,0007 % = 0,000 ]
Ca |Caleium) = 0.006 % = 0.005 %
Fe (iron) = 0.0005 % = 0.0005 %
K (Potassium) =0.002 % < 0,002 k]
Mg (Magnesiumm) = 0.0 % < 0.001 %
Loss on drying (130 °C} =05 % =0S %
Lass en ignifion (800 *C) =05 £ 06 k]

Comespords 1o ACS, 150, Reag. Ph Eur

Drate of redease (D0 MM YYYY) 25032013
Minimum shell e (DDUMK.YYYY) 31.03.2018

D Malthias Ohim

Responsibke abaratory manager quality contnol

This document has been produced electronically and is vald without a signaure.

Merck KGaA, Frankfurter Stralle 250, 64203 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Milllpore Corporatien - A division of Merck KGas, Darmstadt, Garmany

280 Concord Rioad, Billenca, Ma 01821, USA, Phong. (978) T15-4321

SALSA BRODCOO01BSI0 V. A58 Diwie; 2500 2013
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llustracién C- 10 Certificado del material de referencia (25 mg/L)

[

LACONAL
Laboratorio de Control y Anilisis de Al

Certificado de Analisis

Material de Referencia Certificado

Sulfatos en aguas claras

Lote de reactivo

Fecha realizacién reactivo
Vida Gtil minima reactivo
Solvente (matriz)

Peligro

Almacenamiento y manejo
Fecha de certificacion

Certificado por

Analito

AM0520749

25 Marzo, 2013
31, Marzo, 2018
Aguas claras

N/A

Al ambiente

25 Octubre, 2015

Quimico Lander Pérez - Director

Unidades Valor certificado

Sulfatos (SO,*)

Quimico Lander Pérez

Director

25+0,79

mg/L
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llustraciéon C- 11 Certificado del material de referencia (200 mg/L)

Latouar
LACONAL
Laboratorio de Control y Anilisis de Alimentos

Certificado de Analisis
Material de Referencia Certificado

Sulfatos en aguas claras

Lote de reactivo AMO0520749

Fecha realizacién reactivo 25 Marzo, 2013
Vida atil minima reactivo 31, Marzo, 2018
Solvente (matriz) Aguas claras

Peligro N/A
Almacenamiento y manejo Al ambiente

Fecha de certificacion 26 Octubre, 2015

Certificado por Quimico Lander Pérez - Director
Analito Unidades Valor certificado k
Sulfatos (SO4%) mg/L 200 + 5,61 2

/ |
i |

Quimico Lander Pérez

RATORIO DE CONJi{0L
DE ALIMENIOG
AL - UTA
DIRECTOR

Ditector I| S
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ANEXO D
ANALISIS DE DATOS
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llustracion D- 1 Prueba t de Student para la correlacién lineal de las
curvas de calibracién

Ho LA CORRELACION LINEAL NO ES SIGNIFICATIVA
Ha LA CORRELACION LINEAL ES SIGNIFICATIVA
Abs (420 nm)
Niveles Conc {mg/L) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia 5
1 5 0,012 0,005 0,010 0,008 0,008
2 10 0,028 0,025 0,028 0,031 0,028
3 20 0,062 0,068 0,068 0,065 0,064
4 25 0,084 0,082 0,087 0,086 0,086
5 30 0,102 0,100 0,113 0,107 0,113
] 40 0,150 0,146 0,150 0,147 0,153
7 30 0,196 0,150 0,197 0,156 0,154
0,250
0,200
-E 0,150
'E —— Curvas Integradas
-]
'E 0,100 — Lineal (Curvas Integradas)
Abs=0,0041Conc - 0,0147
R?=0,9961
0,050 / g
0,000
1] 10 20 30 40 50 60
Concentracion (mg/L)
ryn—2
#niveles n 7 95% confianza tear = Vi-r2
coef. Corre r 0,998 2 colas, v=5
coef. Det rl 0,996 t critico 2,571 tcalculado 35,874

CONCLUSION:  EL t calculado es mayor que el t critico por lo que se rechaza la Ho y se acepta que la
correlacion lineal es significativa con la probabilidad calculada
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llustracion D- 2 Prueba t de Student para exactitud en la determinacién
de sulfatos

Ho Mo existe diferencia significativa entre el valor leido y el valor del MRC
Ha Existe diferencia significativa entre el valor leido y el MRC
MRC: 25 mg/L
f“ Lectura promedio [mg/L) 25,1
S Desviacion estandar de las lectura 0,685
_ Vn n Numero de lecturas 25
Lot = 4, —H 5 u Concentracion del MRC {mg/L) 25
95%, v=24
tcalculado 0,769 t critico| 2,06

teale <t crit Acepto Ho
COMCLUSION: No existe diferencia significativa entre el valor obtenido de la

experiencia analitica y el valor de referencia por lo que
la veracidad es aceptable

MRC: 200 mg/L
f“ Lectura promedio (mg/L) 199,1
S Desviacion estandar de las lectura 3,503
_ Vn n Numero de lecturas 25
toar = X, — 1 < u Concentracidn del MRC {mg/L) 200
95%, v=24
tcalculado 1,243 t critico| 2,06

teale <t crit Acepto Ho
CONCLUSION: No existe diferencia significativa entre el valor obtenido de la

experiencia analitica y el valor de referencia por lo que
la veracidad es aceptable
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llustracion D- 3 ANOVA de los 9 niveles
hoja de calculo Excel

de concentracion mediante

Concentacion 5 mgiL
Suma de Fromedio de los Walar critico
Origen de las variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Frobabilidad paraF
Entre grupos [Tratamientos] 0360873686 4 0030213321 1,977 0,133 2,595
Dentro de los grupos [error] 0.86E324673 13 0,04562 7603
Total 1227804259 23
Concentacion 10 mgiL
Suma de Fromedio de los Walor critico
Origen de las variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Frobabilidad paraF
Entre grupos [Tratamientos] 017306825 4 00432 7E456 0,263 0,23 2. 866
Dentro de los grupos [error] ooy b 1y 11 20 OAE106E22EE
Total 3, 39447114 24
Concentacion 20 mglL
Suma de Fromedio de los alar critico
Origen de las variaciones cuadrados Girados de libertad cuadrados F Frobabilidad paraF
Entre grupos [Tratamientos] 0448561025 4 0,112140256 0,506 0,731850258 2,895
Dentro de los grupos [error] 4, 206362053 13 0221413068
Total 4 BERE23084 23
Concentacion 25 mglL
Suma de Fromedio de los Walar critico
Origen de las variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Frobabilidad paraF
Entre grupos [Tratamientos) 0,153338137 4 0033534547 0314 0365042337 2.928
Dentro de los grupos [error] 2,.28002147E 13 0126373415
Total 2444859664 22
Concentacion 30 mglL
Suma de Fromedio de los Walor critica
Origen de las variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Frobabilidad paraF
Entre grupos [Tratamientos) 0576431439 4 0144107875 0,381 0319872451 2866
Dentro de los grupos [error] TET4249254 20 03787124563
Total 81506530752 24
Concentacion 40 mglL
Suma de Fromedio de los alar critico
Origen de las variaciones cuadrados Girados de libertad cuadrados F Frobabilidad paraF
Entre grupos [Tratamientos] 0,335035494 4 0,083752874 0,607  0EE2479173 2,895
Dentro de los grupos [error] Z.EZ13960E25 13 0137397323
Total 295699612 23
Concentacion 50 mglL
Suma de Fromedio de los Walar critico
Origen de las variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Frobabilidad paraF
Entre grupos [Tratamientos] 0467505727 4 0 1egge932 0,597  0EE3197512 2. 866
Oentro de los grupos [error] 3917391527 20 0195339576
Total 4, 386047204 4
Concentacion 150 mgiL
Suma de Fromedio de los Walor critica
Origen de las variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Frobabilidad paraF
Entre grupos [Tratamientos) 10,310534 534 4 2877712084 1.978 01368752439 2866
Dentro de los grupos [error] 26, 0E333986 20 13023466993
Total 36, 3301252 24
Concentacion 250 mglL
Suma de Fromedio de los Walor critico
Origen de las variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Frobabilidad paraF
Entre grupos [Tratamientos) 1650332527 4 41259714649 2467 0072033056 2866
Dentro de los grupos [error] 3345429748 20 1LE72714874
Total 49,95812336 24
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llustracion D- 4 ANOVA del nivel 1 (5 mg/L) mediante paquete
estadistico Infostat
Analisis de la wvarianza

Variable N Rf R®f Aj CV
Columnal 24 0,29 0,14 3,91

Conadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,36 4 0,09 1,97 00,1401
Tratamientos 0,36 4 0,09 1,57 00,1401
Error 0,87 19 0,05
Total 1,23 23

llustracion D- 5 ANOVA del nivel 2 (10 mg/L) mediante paquete
estadistico Infostat

Analisis de la varianza

Variable N R® R®* Aj CV
Columnal 25 0,05 0,00 3,89

Cuonadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CHM F p—valor
Modelo. 0,17 4 0,049 0,27 00,8941
Tratamientos 0,17 4 0,09 0,27 00,8941
Error 3,249 20 0,16
Total 3,41 24

llustracion D- 6 ANOVA del nivel 3 (20 mg/L) mediante paquete
estadistico Infostat

Analisis de la varianza

Variable N R* R® Ry CW
Columnal 24 0,10 0,00 2,34

Cuoadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl OCM F p-valor
Meodelo. 0,45 4 0,11 0,51 0O,7282
Tratamienteos 0,45 4 0,11 0,51 0,7282
Error 4,21 19 0,22
Total 4,67 23

llustracion D- 7 ANOVA del nivel 4 (25 mg/L) mediante pagquete
estadistico Infostat

Anadlisis de la wvarianza

Variable N R* R* Bj CV
Columnal 23 0,06 0,00 1,45

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p—valor
Modelo. 0,16 4 0,04 0,31 0O,8686
Tratamientos 0,16 4 0,04 0,31 o,8686
Error 2,28 18 0,13
Total 2,494 22
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llustracion D- 8 ANOVA del nivel 5 (30 mg/L) mediante paquete
estadistico Infostat

Andlisis de la varianza

Variable N R* R* Aj CV
Columnal 25 0,07 0,00 2,07

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 0,58 4 0,14 0,38 0,8199
Tratamiento= 0,58 4 0,14 0,38 00,8199
Errox 7,59 20 0,38
Total 8,16 24

llustracion D- 9 ANOVA del nivel 6 (40 mg/L) mediante paquete
estadistico Infostat (40 mg/L)

Analisis de la varianza

Variable N Rf* R® Aj CV
Columnal 24 0,11 0,00 0,93

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IITI)

F.V. SC gl CM F p—valor
Modelo. 0,33 4 0,08 0,60 O,6663
Tratamientos 0,33 4 0,08 0,60 O,6663
Error 2,62 19 0,14
Total 2,95 23

llustracion D- 10 ANOVA del nivel 7 (50 mg/L) mediante paquete
estadistico Infostat

Analisis de la varianza

Variable N R: Rf A3y CV
Columnal 25 0,11 0,00 0,88

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,47 4 0,12 0,60 0,66592

Columnaz 0,47 4 0,12 0,60 0,66592

Exrxor 3,92 20 0,20

Total 4,39 24

llustracion D- 11 ANOVA del nivel 8 (150 mg/L) mediante paquete
estadistico Infostat

Analisis de la varianza

Variable N R* R* A3 CW
Columnal 25 0,28 0,14 0,76

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CM F p-valor

Modelo. 10,31 4 2,58 1,98 0,1369

Columna2 10,31 4 2,58 1,98 00,1369

Error 26,07 20 1,30

Total 36,38 24
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llustracion D- 12 ANOVA del nivel 9 (250 mg/L) mediante paquete

estadistico Infostat

Analisis de

Variable N

la varianza

R® R®* A3 CWV

Concentraciones 25

0,33 0,20 0,52

de la Varianza

(SC tipo III)

gl CM F p-valor

Cunadro de Analisis
5C
Modelo. 16,50
Tratamientos 16,50
Error 33,45
Total 49,896

4 4,13 2,47
4 4,13 2,47
20 1,67

24

0,0780
0,0780

llustracion D- 13 ANOVA de la muestra de agua purificada envasada

(Tesalia)

Concentacion 27 mg/L
Suma de Promedio de los Valor critico
Origen de las variaciones cuadrados Grados de libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos (Tratamientos) 0,65499424 4 0,16374856 2,729 0,058 2,866
Dentro de los grupos (error) 1,20027704 20 0,060013852
Total 1,85527128 24
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ANEXO E
DECLARACION DEL
METODO VALIDADO
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Cuadro E- 1 Hoja de Validacion del método

METODO TURBIDIMETRICO PARA DETERMINACION DE SULFATOS

Tipo de Método:

Cualitativo [] Cuantitativo X
Normalizado [ ]  Normalizado modificado X No normalizado 1 Nuevo ]
Analito: Sulfatos (SO,%) Responsable Validacion:
Unidades: mg/L Johanna Caceres
Matriz: Agua potable y agua purificada Fecha: 20/12/2015
envasada
Funcion respuesta del método
Pendiente (m) 0,004117
Desviacion estandar de la pendiente (sy) 0,000045
Intercepto (b) -0,014746
Desviacion estandar del intercepto (sp) 0,001324
Coeficiente de correlacion (r) 0,998063
Coeficiente de determinacion (r%) 0,996130
Limites
Valores Obtenidos Criterios de aceptacion
Limite de Deteccion le'lt'e de” Limite de Deteccion Limite de Cuantificacion
(LoD) Cuantificacion (LoD) (LoQ)
(LoQ)
1,5 mg/L 4,9 mg/L 2 mg/L 5 mg/L

Comentario: En comparacién con los criterios de aceptabilidad los valores obtenidos
experimentalmente cumplen con lo propuesto.

Intervalo de Trabajo Validado

4,9-250 mg/L
Exactitud
%R Obtenido Criterios de aceptacion
MRC 25 mg/L: 96% - 106% 90%-110%
MRC 200 mg/L: 97% - 103%

Comentario: En comparacion con el criterio de aceptabilidad, los porcentajes de recuperacion
obtenidos en ambos materiales de referencia estan dentro del rango.
El porcentaje de recuperacion que caracteriza al método es del MRC de 25 mg/L (100 + 6%).
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Precisién

Concentracion _\_/_alores Obtenidos _ Criteri_o_s_de aceptacion _
(mg/L) Repetibilidad Reproducibilidad | Repetibilidad Reproducibilidad
S %CV, Sk %CVg %CV, %CVR
5,465 0,214 | 3,909 0,234 4,274
10,354 0,401 3,876 0,401 3,876
20,136 0,471 2,337 0,471 2,337
24,617 0,356 1,448 0,356 1,448
29,680 0,615 2,073 0,615 2,073 <6,3 <8,4
40,105 0,371 0,926 0,371 0,926
50,240 0,443 0,881 0,443 0,881
149,906 1,142 0,762 1,248 0,833
250,035 1,293 0,517 1,471 0,588

Comentario: En comparacion con los criterios de aceptabilidad establecidos, los coeficientes
tanto de repetibilidad como de reproducibilidad del método, cumplen al ser aproximadamente la

mitad del valor propuesto.

Incertidumbre

Concentracion Valores Obtenidos Criterio de aceptacion
(mg/L) Uexp (mg/L) % Uexp % Ugexp
55 0,51 9,3
10,4 0,42 4,0
20,1 0,42 2,1
24,6 0,41 1,7
29,7 0,45 15 <20
40,1 0,42 1,0
50,2 0,43 0,86
149,9 1,1 0,74
250,0 1,9 0,78

La mayor incertidumbre porcentual expandida es de 9,29% y corresponde al nivel de
menor concentracion evaluado (5,5 mg/L).

Las incertibumbres se reportaran de acuerdo a la ecuacion
%Ugxp = 15,971 Conc™63°

*Nota: Segun la GUM (2008), la Uexp no debe darse con un nimero excesivo de cifras. Basta con reportar el resultado
con 2 cifras significativas.

Declaracion del método validado

“El método de determinacion de sulfatos por turbidimetria es aplicable para el andlisis del

analito SO4* en las matrices de agua potable y agua purificada envasada y queda validado en

el rango de 4,9 a 250 unidades de concentracion”.
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ANEXO F
MODELO DE INSTRUCTIVOS
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Instructivo F- 1 Instructivo de ensayo del método de sulfatos

LACONAL

LABORATORIO DE CONTROL Y ANALISIS DE ALIMENTOS

INSTRUCTIVO DE ENSAYO

SULFATOS (S0,%)

(4500 SO, E) Standard Methods

EDICION 01
Elaborado por: Tesista Revisado por: D. Técnico Aprobado / Autorizado por: D. de Calidad
Nombre: Johanna Céaceres Nombre: Ing. Gabriela Flores Nombre: Ing. Gladys Risuefio
Firma: Firma: Firma:
Fecha: 22/12/2015 Fecha: 22/12/2015 Fecha: 22/12/2015

DISTRIBUCION DE COPIAS CONTROLADAS

# COPIA RECIBE COPIA CARGO NOMBRE FECHA DE RECIBIDO FIRMA
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INSTRUCTIVO DE ENSAYO N.-

e
\-, SULFATOS (S04,

AR AGUAS POTABLE Y PURIFICADA ENVASADA,
LACONAL (4500 SO,” E) Standard Methods 22" ed.

Laboratorio de Control y Analisis de Alimentos

Edicién: 01 Péag.

1. PRINCIPIO

La espectrofotometria mide la disminucién de la cantidad de luz
transmitida a través de una suspension de particulas utilizando para ello
un espectrofotbmetro. Asi, este método se basa en la medida de la
turbidez producida por la reaccién de precipitacién del i6n sulfato en
medio acético con cloruro de bario con el cual forma coloides de sulfato
de bario de tamafo uniforme.

Ba2+(ac) + 8042- (ac) _— BaS0O, (s)

Estos deben mantenerse en suspension homogénea durante un periodo
de tiempo suficientemente largo como para medir la luz transmitida en
unidades de absorbancia, la cual es proporcional a la concentracion de
sulfatos presentes en el medio.

El contenido de sulfatos (SO4%) en una muestra problema se obtiene a
partir de wuna curva de calibracion, previamente realizada con
disoluciones patron, espectrofotometricamente a 420 nm.

2. OBJETIVO

Establecer las guias necesarias para la cuantificacion de sulfatos en
agua potable y agua purificada envasada

3. REFERENCIAS

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater. 22" Edition. Washington, APHA.
pp 4-179.

4. RANGO DE TRABAJO

De 4,9 a 250 mg SO4/L

5. EQUIPOS Y MATERIALES

a) Pipetas volumétricas de 5, 10 y 25 mL
b) Matraces Erlenmeyer de 125 mL
c) Balones aforados de 100 mL
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d) Balones aforados de 1000 mL

e) Probeta de 100 mL

f) Espatula

g) Varilla de agitacion

h) Picetas

i) Pera de succion

j) Celdas espectrofotométricas de cuarzo
k) Espectrofotometro Evolution 60S

l) Balanza OHAUS

m) Sulfato de sodio anhidro (Na;SO,)

n) Cloruro de magnesio (MgCl,.6H,0)

0) Acetato de sodio (CH3COONa. 3H,0)
p) Nitrato de potasio (KNO3)

q) Acido acético glacial 99% (CH3COOH)
r) Cloruro de Bario (BaCl,)

6. CONDICIONES AMBIENTALES

Se verifica y controla que las condiciones ambientales se encuentren
dentro de los rangos establecidos: Temperatura 20 £ 3°C y Humedad

relativa 50 + 10%.

De ser necesario, si dichos limites fuesen desbordados, se procede a
estabilizar las condiciones ambientales requeridas y mantenidas dentro

de ellos.

7. PREPARACION DE REACTIVOS
e Solucion Buffer: Disolver en 500 mL de agua destilada; 30
cloruro de magnesio (MgCl,.6H,O), 5 g de acetato de

(CH3COONa. 3H,0), 1 g nitrato de potasio (KNO3) y 20 mL de

la solucién se afora a 1000 mL.

Cuando se requiera realizar una nueva curva de calibracion se

LA MUESTRA).

99

g de
sodio
acido
acético glacial 99% (CH3COOH), una vez homogenizado el contenido,

debe
seqguir el siguiente procedimiento, de lo contrario, se utiliza la misma
curva y se realiza lo especificado en el apartado 8 (PREPARACION DE




.

LACONAL

Laboratorio de Control y Analisis de Alimentos

INSTRUCTIVO DE ENSAYO

N.-

SULFATOS (S04,
AGUAS POTABLE Y PURIFICADA ENVASADA,
(4500 SO,* E) Standard Methods 22" ed.

Edicion: 01

Péag.

e Estandar de sulfato de sodio anhidro (Na,SO,): Preparar una solucion
estandar de 100 mg/L. Para ello disolver 0.1479 g del reactivo en
agua destilada y llevar el volumen a 1000 mL en un matraz aforado.

e Curva de calibracion: Realizar la curva de calibracion mediante la
preparacion de disoluciones de 5, 10, 20, 25, 30, 40 y 50 mg/L a partir
de la solucion estandar de sulfato de sodio anhidro (NazSO,).

Nivel VOl;J cr:rjcr:édne a Volumen de aforo Concentracion de
Estandar (mL) (mt) Na;SO4(mg/L)
1 5 100 5
2 10 100 10
3 20 100 20
4 25 100 55
5 30 100 30
6 40 100 20
7 50 100 50

1. Nota: Previo a la corrida de estandares realizar un blanco con agua

destilada.

2. Nota: Tratar cada estdndar como a una muestra como Se menciona
en el apartado 9 (DETERMINACION).

8. PREPARACION DE LA MUESTRA

Las muestras no requieren un acondicionamiento previo, Unicamente
homogenizar y utilizar.
Si por algun motivo la muestra ha sido refrigerada, dejar que se
ambiente, homogenizar y utilizar

9. DETERMINACION

e Previo a la corrida de muestras realizar un blanco con agua destilada.
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Medir como a una muestra el estandar de control interno, cuya
concentracion observada debe estar dentro del + 6% del valor real (25
mg/L); caso contrario se rechazara la medida y se repetira la lectura
y/o preparacion del estdndar de control.

Tomar 100 mL de muestra (del estdndar de control interno o del
estandar, en caso de realizar la curva de calibracion), previamente
homogenizada, en un matraz erlenmeyer de 125 mL.

Agregar 20 mL de la solucion buffer y agitar por un intervalo de tiempo
de alrededor 10 segundos con la finalidad de estabilizar de manera
uniforme el contenido.

Agregar una punta de espatula de cristales de cloruro de bario
(BaCly). Para mayor seguridad pesar entre 0,3 y 0,5 g de reactivo.
Agitar de manera constante por aproximadamente 60 segundos.
Después de finalizada la agitacion colocar la solucion en la celda.
Lavar previamente la celda tres veces con agua destilada y
homogenizar con la muestra problema 3 veces.

Medir la absorbancia a 420 nm en el espectrofotometro. No es
aconsejable sobrepasar 5 £+ 0.5 minutos para leer la turbidez de la
muestra.

Si la muestra presenta turbidez medir la absorbancia de la muestra,
donde no se agregue cloruro de bario (blanco de muestra) de modo
que al realizar el procedimiento de determinacion de sulfatos,
Gnicamente se detectara la turbidez del analito (SO4).

10.CALCULOS Y EXPRESION DE RESULTADOS

La concentracion se obtiene directamente, mediante interpolacion de
la absorbancia, en la curva de calibracion.

Se debe tener en cuenta la realizacién de diluciones o correccion de
turbidez (si es que en un determinado caso la muestra inicialmente
presenta un aspecto turbio).

El resultado se expresa en mg de SO4* por litro de muestra (mg/L)

La incertidumbre del resultado se calcula de acuerdo a la ecuacion
obtenida a través del método:

%Ugyxp = 15,971 Conc™ 063
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11.INCERTIDUMBRE DEL METODO

Los valores de la incertidumbre expandida (U) del método son:
Nivel 1: 5,5 mg/L £ 9,3%
Nivel 2: 10,4 mg/L + 4,0%
Nivel 3: 20,1 mg/L + 2,1%
Nivel 4: 24,6 mg/L + 1,7%
Nivel 5: 29,7 mg/L + 1,5%
Nivel 6: 40,1 mg/L + 1,0%
Nivel 7: 50,2 mg/L + 0,86%
Nivel 8 (dilucion:5): 149,9 mg/L £ 0,74%
Nivel 9 (dilucion:10): 250,0 mg/L + 0,78%

12.NORMAS DE SEGURIDAD Y VERIFICACION DE EQUIPOS

e Verifique que la balanza se encuentre limpia, calibrada y verificada.
e Verifique que el material volumétrico se encuentre limpio.
e Ver también Instructivo general de seguridad del laboratorio 102-5.3

13.CONTROL DE CALIDAD

e EIl procedimiento general de control de calidad se encuentra descrito
en el procedimiento general “Aseguramiento de la calidad de los
resultados de los ensayos” PG22-5.9

e Curvas de calibracion: Las curvas de calibracion seran aceptadas
siempre que el coeficiente de determinacién (r) sea mayor que 0.99,
estas tendran una validez de aproximadamente 1 afio o cuando los
controles excedan las desviaciones estandar.

e Blanco del método: Se refiere a la matriz sin analito (agua destilada) a
la que se le proporciona un tratamiento similar al de una muestra. Su
valor sera menor al limite de deteccion del método, caso contrario se
rechazara la lectura y/o la preparacion del blanco. Se leera cada 20
muestras 0 menos para asegurar la confiabilidad de los resultados.

e Estandar de control interno: La solucion de control se sometera al
proceso normal por el que se analiza una muestra, donde la
concentracion observada debe estar dentro del + 6% del valor real (25
mg/L); caso contrario se rechazara la medida y se repetira la lectura
ylo preparacion del estandar de control. Se leerd una vez cada 20
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muestras o menos, lo que servird para determinar la exactitud del
método.

e Duplicado de muestra: Con la finalidad de medir la precision del
método se leera por duplicado una muestra aleatoria dentro de un lote
de 20 muestra o menos. El valor entre ambas lecturas debera estar
entre el £+ 3,9%, caso contrario se rechazaran las mediciones y se
repetira el proceso.

14. ANEXOS

Ver:

102-5.3 Instructivo de seguridad del laboratorio.

102-5.5 FQ-06 Instructivo de uso de Balanza OHAUS

P03-5.5 Plan de verificacion de equipos

P07-5.5 Programa de verificacion de equipos

P01-5.9 Plan de aseguramiento de la calidad de los resultados de
ensayo

P02-5.9 Programa de aseguramiento de la calidad de los resultados de
ensayo
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Instructivo F- 2 Uso del espectrofotometro EVOLUTION 60S

LACONAL

LABORATORIO DE CONTROL Y ANALISIS DE ALIMENTOS

INSTRUCTIVO

USO DE ESPECTROFOTOMETRO EVOLUTION 60S

EDICION 01
Elaborado por: Tesista Revisado por: D. Técnico Aprobado / Autorizado por: D. de Calidad
Nombre: Johanna Céaceres Nombre: Ing. Gabriela Flores Nombre: Ing. Gladys Risuefio
Firma: Firma: Firma:
Fecha: 22/12/2015 Fecha: 22/12/2015 Fecha: 22/12/2015

DISTRIBUCION DE COPIAS CONTROLADAS

# COPIA | RECIBE COPIA CARGO NOMBRE FECHA DE RECIBIDO FIRMA
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1. OBJETIVO

Establecer las guias necesarias para el correcto manejo del Espectrofotometro
Evolution 60S UV-VIS.

2. REFERENCIAS

Software Instructivo y detalles del equipo Evolution 60S by Thermo Scientific.

3. INFORMACION SOBRE EL EQUIPO

Marca: Thermos Scientific
Modelo: Evolution 60 S

No Serie: t2R1R214201
Fecha de recepcion: Octubre 2011

4. CARACTERISTICAS TECNICAS

Voltaje: 100-240 V
Frecuencia: 50 — 60 Hz
Consumo de energia: 1600 W 7A

5. PROPOSITO

El espectrofotdmetro UV-Visible Thermo Scientific Evolution 60S ofrece un
rendimiento y una flexibilidad excepcionales para aplicaciones ordinarias y de
investigacion. Especificamente se utilizara la aplicacion de curva estandar, que
permite realizar un experimento de analisis cuantitativo utilizando una curva de
calibracion de varios puntos para obtener la concentracion de un analito en
muestras de concentracion desconocida.

6. ACTIVIDADES
6.1 Encendido del equipo

= Revisar la conexién eléctrica.
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= Asegurese de que ninguna de las muestras se encuentra en la trayectoria de la luz
durante la inicializacion.

= La tapa del compartimiento de muestras debe permanecer cerrado durante la
inicializacion del equipo.

= Encienda el equipo (boton ubicado en la parte posterior izquierda).

= Después de que el equipo se ha encendido, este realiza sus autodiagndsticos:
chequea la rueda de filtros, busca el orden cero, calibra la rueda de filtros y busca
el pico de energia. Esta secuencia puede observarse en la pantalla.

» El instrumento est4 listo para usarse una vez que se ha completado con éxito su
secuencia de encendido.

6.2 Realizacion de curvas de calibracion

= Tras la inicializacién del equipo, en el menu principal, resalte la opcion “Curva
Estandar’ y pulse “ENTER”.

= Establezca los parametros de la curva estandar como son “Nombre de prueba”,
“Longitud de onda”, “Unidades” y “Numero de estandares. Presione el boton que
se encuentra por debajo de la opcién “Correr Estandares”.

= Inserte mediante el panel numérico la concentracion de cada estandar. Presione
“‘Enter”.

= Coloque el blanco en la posicion B del portaceldas y pulse el botdon que se
encuentra debajo de la opcion “Blanco”.

= Coloque cada uno de los estandares en la posicion B del portaceldas pulse el
botén que se encuentra por debajo de la opcidén “Recoger estandares”.

= Una vez recogidos todos los estandares se muestra la absorbancia de cada uno
de ellos, junto con la pendiente, el intercepto, el coeficiente de correlacion de la
curva estandar y el grafico.

= Si la curva estandar cumple con todos los requerimientos presione “Guardar
prueba” y esta se almacenara como “SmartStart”.

6.3 Cuantificacién de sulfatos

= Tras la inicializacion del equipo se observa un sencillo menu que contiene solo
pruebas “SmartStart”, estas corresponden a curvas de calibracién almacenadas.

= Seleccionar el “SmartStart” con el nombre LINS _C_JC (Se puede elegir cualquiera
de las 5 curvas almacenadas C1,C2,C3,C4 o C5).

=  Seleccione el boton que se encuentra por debajo de la opcién “Correr analisis”. El
equipo se prepara para la inmediata medicién

= Coloque el blanco en la posicion B del portaceldas.

= Presione el botdon que se encuentra debajo de la opcién “Blanco”.

= Cologque la muestra en la posicion 1 del portaceldas.

= Presione el botdon que se encuentra debajo de la opcién “Medir muestra”.
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6.4 Apagado del equipo

encuentra en la trayectoria de la luz.

7. ANEXOS

Ver P01-5.5 Plan de Limpieza de equipos

Ver P02-5.5 Plan de mantenimiento de equipos
Ver P05-5.5 Programa de limpieza de equipos
Ver P06-5.5 Programa de mantenimiento de equipos

Cargo:
Firma:

Fecha

Realizado por:

Revisado por:
Cargo:
Firma:

Fecha

Aprobado por:
Cargo:
Firma:

Fecha
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Una vez culminada la cuantificacion, asegurese de que ninguna de las muestras se

Apague el equipo presionando el boton ubicado en la parte posterior izquierda.
Retirar la conexion eléctrica.



ANEXO G
FOTOGRAFIAS
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llustracion G- 1 Estandares para curva de calibracion

llustracion G- 2 Turbidez de los estandares

llustracion G- 3 Estandares para corridas de muestras (sin dilucion)
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llustracién G- 4 Estandares para corridas de muestras (con dilucién)

llustraciéon G- 5 Materiales de Referencia Certificados

llustracion G- 6 Muestra de agua purificada envasada “Tesalia”
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llustracién G- 7 Espectrofotdmetro Evolution 60S

llustracion G- 8 Recta de calibracién 1 para la cuantificacion de sulfatos

llustracion G- 9 Recta de calibracidén 2 para la cuantificacion de sulfatos
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llustracion G- 10 Recta de calibracién 3 para la cuantificacion de
sulfatos

llustracion G- 11 Recta de calibracién 4 para la cuantificacion de
sulfatos

llustracion G- 12 Recta de calibracién 5 para la cuantificacion de
sulfatos
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