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Resumen

La determinacion confiable de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) constituye
un elemento fundamental para el control operativo y ambiental de las aguas
residuales. Este estudio tuvo como propdsito implementar y verificar el método
colorimétrico de reflujo cerrado conforme a Standard Methods 5220 D y ASTM
D1252-06, garantizando su idoneidad bajo las condiciones especificas de un
laboratorio de control de procesos en Guayaquil, Ecuador. Se desarrollé una
investigacion aplicada de enfoque cuantitativo y experimental, evaluando
parametros de desempeio tales como selectividad, limites de deteccion y
cuantificacioén, linealidad, sensibilidad analitica, veracidad, precision, estimacion de
la incertidumbre y robustez mediante disefio factorial. Los resultados evidenciaron
comportamiento lineal adecuado dentro del intervalo de trabajo, cumplimiento de
criterios estadisticos de precision y recuperacion, y una incertidumbre expandida
acorde con los lineamientos de la guia EURACHEM vy la norma ISO/IEC 17025. El
estudio de robustez demostro estabilidad del método frente a pequefias variaciones
controladas en temperatura, tiempo de digestion y equipo utilizado. Finalmente, la
aplicacidon en el monitoreo real del afluente confirmo la confiabilidad metrologica del
procedimiento implementado, consolidando su uso rutinario y su potencial
presentacion ante procesos de acreditacion.

Palabras clave: Demanda Quimica de Oxigeno, verificacion de métodos,
incertidumbre de medicion, reflujo cerrado, control de calidad analitico.
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Abstract

The reliable determination of Chemical Oxygen Demand (COD) is essential for
operational control and environmental monitoring of wastewater treatment
processes. This study aimed to implement and verify the closed reflux colorimetric
method in accordance with Standard Methods 5220 D and ASTM D1252-06,
ensuring its suitability under the specific operating conditions of a process control
laboratory in Guayaquil, Ecuador. An applied, quantitative, and experimental
research approach was adopted to evaluate key analytical performance
parameters, including selectivity, limits of detection and quantification, linearity,
analytical sensitivity, trueness, precision, measurement uncertainty, and robustness
through a factorial design. The results demonstrated appropriate linear behavior
within the working range, compliance with statistical acceptance criteria for precision
and recovery, and expanded uncertainty values consistent with EURACHEM
guidelines and ISO/IEC 17025 requirements. The robust assessment confirmed
method stability under controlled variations in digestion temperature, reaction time,
and digestion equipment. Finally, the application of the verified method to real
influent monitoring confirmed its metrological reliability, supporting its routine
implementation and potential accreditation within the Ilaboratory quality
management system.

Keywords: Chemical Oxygen Demand, method verification, measurement
uncertainty, closed reflux, analytical quality control.
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ABREVIATURAS O SIGLAS

DQO: Demanda Quimica de Oxigeno.

DBO: Demanda Bioquimica de Oxigeno.

0O.D: Oxigeno disuelto

UV-VIS: Ultra violeta — visible.

L.O.D: Limite de deteccion.

L.O.Q: Limite de cuantificacion.

EURACHEM: Red de organizaciones europeas de quimica analitica. 66
S.M: Standard methods for the examination of water and wastewater.
S.A.E: Servicio de Acreditacion Ecuatoriano.

K.H.P: ftalato acido de potasio.

C.V(%): coeficiente de variacion.

RSD (%): Desviacion estandar relativa.

R?: Coeficiente de determinacion.

r: Coeficiente de correlacion.

%RE: Error relativo.

MRC: Material de Referencia Certificado.

Cl~*: Cloruros.

ANOVA: Analisis de varianza.

DOE: Diseno de experimento.

p-valor: probabilidad de que el estadistico estudiado F sea mayor al error tipo | de
5%.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCCION

La creciente presion de la preservacion sobre los recursos hidricos, derivada del
aumento de las actividades domesticas e industriales, ha intensificado la necesidad
de implementar sistemas confiables de monitoreo y control de la calidad del agua.
En particular, las aguas residuales constituyen una de las principales fuentes de
contaminacion de los cuerpos receptores cuando no son tratadas y evaluadas
adecuadamente, lo que genera impactos negativos sobre los ecosistemas
acuaticos, la salud publica y el cumplimiento de la normativa ambiental vigente
(Metcalf & Eddy et al., 2003).

Dentro de los parametros mas utilizados para la caracterizacion de la carga
organica de las aguas residuales se encuentra la Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO), la cual permite cuantificar la cantidad de materia organica e inorganica
susceptible de ser oxidad quimicamente. Este parametro es ampliamente
empleado en plantas de tratamiento y laboratorios de control ambiental debido a su
rapidez, reproducibilidad y utilidad para el control operativo de procesos, asi como
para la evaluacién del cumplimiento de limites regulatorios (American Public Health
Association (APHA), 2023).

Tradicionalmente, la determinacion de la DQO se ha realizado mediante el método
de reflujo abierto, el cual es considerado el método de referencia. No obstante, esta
técnica presenta desventajas operativas relacionadas con el uso de grandes
volumenes de reactivos peligrosos, mayor residuos y riesgos asociados a la
manipulacion de acidos concentrados. En respuesta a estas limitaciones, el método
colorimétrico de reflujo cerrado se ha desarrollado como una alternativa que
promete eficiencia, responsabilidad ambiental y resultados confiables mediante la
espectrofotometria UV-visible. (American Public Health Association (APHA), 2023).

Sin embargo, la adopcion de un método normalizado no garantiza por si misma la
confiabilidad de los resultados. De acuerdo con los lineamientos de la norma
ISO/IEC 17025:2018 del SAE, todo laboratorio que implemente un método debe

demostrar, mediante evidencia objetiva, que este funciona adecuadamente bajo
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sus condiciones especificas de operacion. En este contexto, la verificacion del
metodo se convierte en un requisito indispensable para asegurar la validez
metroldgica de los resultados, especialmente cuando estos son utilizados para la
toma de decisiones ambientales, operativas o regulatorias (Servicio de Acreditacion
Ecuatoriano, 2021).

El problema que aborda el presente trabajo radica en la necesidad de implementar
y verificar el método colorimétrico de reflujo cerrado para la determinaciéon de la
DQO en aguas residuales, garantizando que sus parametros de desempeno
analitico cumplan con los criterios establecidos por normas y guias técnicas
reconocidas. La ausencia de una verificacion adecuada puede conducir a
resultados inexactos o no trazables, afectando la confiabilidad del monitoreo de

procesos de tratamiento y el cumplimiento de la normativa ambiental.

La importancia de este estudio se fundamenta en su contribucion al fortalecimiento
de los sistemas de aseguramiento de la calidad analitica en el laboratorio de control
de procesos. Asimismo, su justificacion se apoya en antecedentes reportados en
la literatura técnica, donde diversos autores han demostrado la necesidad de validar
y verificar métodos analiticos para la determinacion de DQO, como requisito previo
para su aplicacion rutinaria y su presentacion ante organismos de acreditacion
(Gavi, 2021; Jacome, 2014; Zumba, 2018). De igual manera, la guia EURACHEM
establece los criterios técnicos y estadisticos para la evaluacién del desempefio de
métodos analiticos, enfatizando la estimacion como elemento clave de la
trazabilidad y confiabilidad de los resultados (EURACHEM, 2014).

Desde el punto de vista metodoldgico, el presente trabajo se desarrolla bajo un
enfoque de investigacion aplicada, de tipo cuantitativo y experimental. La estrategia
utiizada combina el andlisis documental de normas técnicas y guias
internacionales, como Standard Methods 5220 D, ASTM D1252-06 y EURACHEM
con la ejecucion de ensayos experimentales en laboratorio, disefiados para evaluar
de manera sistematica los parametros de desempefio del método bajo condiciones
controladas. De esta forma, se busca generar evidencia técnica que respalde la
implementaciéon del método colorimétrico de reflujo cerrado y su eventual
acreditacion conforme a los requisitos del Servicio de Acreditacion Ecuatoriano

(SAE).
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En conjunto, esta investigacion contribuye a garantizar la confiabilidad, trazabilidad
y calidad metroldgica de los resultados de DQO, promoviendo practicas analiticas
alineadas con estandares internacionales y con las exigencias actuales del control

ambiental y la gestion integral de laboratorios de quimica.

1.1 Antecedentes

La DQO es un parametro esencial en el andlisis de aguas residuales, es

utilizado universalmente para cuantificar la concentracién de materia organica
presente en una muestra. La confianza en los resultados obtenidos por los
laboratorios de control de procesos es fundamental para garantizar decisiones en

la gestion ambiental y operativa.

En primer lugar Rodriguez & Zapata (2023) realizaron una validacion del método
colorimétrico de reflujo cerrado para determinar la DQO en aguas residuales
domésticas. Evaluaron parametros como exactitud, precision, linealidad, limites de
deteccion y cuantificacién, cumplimiento con los criterios de aceptacion
establecidos por el organismo nacional de Nicaragua, obteniendo una
incertidumbre expandida de 0.97 mg 0,/L con un factor de cobertura k con un nivel

de 95 % de confianza.

Seguidamente Paucar (2022) llevé a cabo la validacion del método HACH 8000 en
el laboratorio ABGES, enfocandose en la determinacion de DQO en muestras de
agua potable, el método fue validado pero la autora afirma que los resultados no

son del todo confiables porque los equipos utilizados no se encontraban calibrados.

Por otra parte Zumba (2018) validé en nivel bajo, medio y alto el método de ensayo
para DQO en aguas, siguiendo procedimientos especificos del "Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater", y los resultados cumplieron con los
criterios de validacion establecidos, indicando que el método es valido y puede

presentarse para acreditacion ante el SAE.

A continuacion, Jacome (2014) realizé la validacion del método para la
determinacion de DQO en diferentes rangos de concentracion para el rango medio

de 100 mg/L a 1500 mg/L con una incertidumbre obtenida de 9% cuyos coeficientes
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de repetibilidad y reproducibilidad menores al 5%, los resultados demostraron que

el método cumple con los parametros de validacion establecidos.

Por ultimo, un trabajo muy importante de revisar es el de Gavi (2021) quien valido
el ensayo de DQO en aguas de consumo, natural, residual y lixiviado empleando la
metodologia 8000 HACH para un intervalo de trabajo de 100 a 1500 mg/L de DQO,
demostrando el cumplimiento de los criterios de aceptacion establecidos tales

como CVr y CV,. < 5%, sesgo < 10% y una incertidumbre U < 20%.

En efecto, estos estudios subrayan la importancia de desarrollar y ejecutar planes
de validacion para los métodos de DQO en laboratorios de control de procesos. La
implementacién de procedimientos validados no solo mejora la confianza en los
resultados, sino que también es esencial para obtener acreditaciones

internacionales, asegurando asi la fiabilidad en los resultados presentados.

1.2 Descripcion del problema

El incremento en la descarga de aguas residuales procedentes de actividades
domésticas e industriales ha generado la necesidad de realizar evaluaciones cada
vez mas rigurosas sobre su impacto ambiental. Entre los parametros fundamentales
para determinar la carga organica presente en estos efluentes se encuentra la
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), la cual cuantifica la cantidad de materia

organica susceptible de ser oxidada quimicamente.

Tradicionalmente, la determinacion de la DQO se ha efectuado mediante el método
de reflujo abierto, una técnica efectiva pero que demanda el uso de mayores
volumenes de reactivos peligrosos y una manipulacion mas compleja,
incrementando los riesgos para el personal y el ambiente. En respuesta a estas
limitaciones, la técnica colorimétrica de reflujo cerrado se presenta como una
alternativa mas segura, eficiente y ambientalmente responsable. Este método
reduce el consumo de reactivos, minimiza la exposicidn a compuestos téxicos y

agiliza el analisis al incorporar la lectura espectrofotométrica.

No obstante, para asegurar la confiabilidad de los resultados generados por esta

técnica, es imprescindible su implementacion y verificacion adecuada conforme a
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los lineamientos establecidos por el Servicio de Acreditacion Ecuatoriano (SAE),

ello implica la evaluacion de los parametros de desempefio.

La falta de una correcta aplicacion del método puede conducir a resultados
inexactos que afecten la toma de decisiones en procesos de tratamiento de aguas
y en el cumplimiento de la normativa ambiental vigente. Este problema repercute
directamente en laboratorios de monitoreo ambiental, operadores de plantas de
tratamiento y autoridades reguladoras, que dependen de datos analiticos para

proteger los cuerpos hidricos y garantizar la salud publica.

En consecuencia, la situacion descrita no se limita unicamente a la aplicacién de
una técnica analitica, sino que abarca la necesidad de asegurar su funcionamiento
con personal capacitado y recursos adecuados. De esta manera se plantea la
siguiente interrogante ;el método colorimétrico ASTM D1252-06 y Standard
Methods 5220D de reflujo cerrado es adecuado para la cuantificacion de la

demanda quimica de oxigeno en aguas residuales domésticas?

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Implementar y verificar el ensayo de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
mediante la técnica colorimétrica de reflujo cerrado en aguas residuales con el
propésito de garantizar la confiabilidad de los resultados y su aplicacion efectiva en

el control y monitoreo de la calidad del agua.

1.3.2 Objetivo Especificos

1. Establecer las condiciones Optimas de trabajo para la implementacion del
ensayo de DQO mediante la técnica colorimétrica de reflujo cerrado con la
metodologia ASTM D1252-06 y Standard Methods 5220D.

2. Determinar los parametros como selectividad, limite de deteccion (LOD) y
limite de cuantificacion (LOQ), intervalo de trabajo incluyendo linealidad,
sensibilidad analitica del método conforme a los requisitos del Servicio de

Acreditacion Ecuatoriana (SAE).
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3. Evaluar la veracidad y precision del método conforme a criterios establecido
en la guia EURACHEM.

4. Estimar la incertidumbre asociada a la medicion de DQO con el fin de
garantizar la trazabilidad y la confiabilidad de los resultados analiticos.

5. Realizar un estudio de robustez del método frente a influencias externas
como variaciones en la temperatura de digestion, tiempo de reaccion y
diferentes equipos de digestion para con el propésito de evaluar su
estabilidad bajo estos pequefias variaciones en las condiciones de trabajo.

6. Evaluar indicadores de desempefio del método para controles de rutina.

1.4 Hipotesis

La implementacion del método colorimétrico de reflujo cerrado para la
determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno en aguas residuales, bajo
condiciones controladas de operacion y mediante la verificacion de sus parametros

analiticos, permitira obtener resultados confiables, reproducibles y trazables.

1.5 Alcance

El presente proyecto se desarrollara en la ciudad de Guayaquil, Ecuador, en el
Laboratorio de Control de Procesos de una Ptar, y estard enfocado en la
implementacion y verificacion del método colorimétrico de reflujo cerrado para la

determinacion de la DQO en muestras de aguas residuales.

El estudio abarcara la evaluacion de los principales parametros de desempefio
analitico, incluyendo exactitud, precision, linealidad, limites de deteccion y
cuantificacién, estimacion de la incertidumbre y robustez. Ademas, se documentara
el procedimiento verificado con base en los resultados obtenidos, y finalmente el
monitoreo del afluente de una planta de lodos activados para produccion de agua

de servicio durante el mes de Noviembre.

El proyecto tendra una duracion estimada de seis meses, comprendidos entre julio
y diciembre de 2025, periodo durante el cual se llevaran a cabo las etapas de
implementacion, pruebas experimentales, analisis de datos y documentacion

técnica.
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CAPITULO 2
2. MARCO TEORICO

2.1Calidad del Agua y Aguas residuales
2.1.1 Concepto de calidad del agua

La calidad del agua se define como el conjunto de caracteristicas fisicas, quimicas
y biolégicas que determinan su idoneidad para un uso determinado. Segun (Metcalf
& Eddy et al., 2003) la calidad del agua depende de las condiciones naturales y de

las actividades humanas que alteran su composicion.

En el contexto del tratamiento de aguas residuales, la calidad se evalua mediante
parametros que indican el grado de contaminacion y la necesidad de depuracion.
(Metcalf & Eddy et al., 2003) clasifican los parametros de calidad del agua en tres

grupos principales:

o Parametros fisicos: temperatura, color, olor, sabor, turbidez y sodlidos

(suspendidos, disueltos, totales y sedimentables).

o Parametros quimicos: pH, oxigeno disuelto (OD), demanda bioquimica de
oxigeno (DBO), demanda quimica de oxigeno (DQO), nutrientes (nitrégeno

y fésforo) y presencia de sustancias toxicas.

o Parametros bioldgicos: bacterias, virus, protozoos y otros organismos

indicadores de contaminacion fecal.
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2.1.2 Origen y clasificacion de aguas residuales

Las aguas residuales son aquellas que resultan del uso del agua en actividades
domésticas, industriales o comerciales, y que contienen sustancias disueltas o

suspendidas que alteran sus propiedades naturales (Metcalf & Eddy et al., 2003).

Su composicion depende del origen y del tipo de uso que se haya dado al agua,
por lo que su tratamiento requiere una caracterizacion previa. Segun (Metcalf &
Eddy etal.,, 2003) las aguas residuales se clasifican segun su origen en las

siguientes categorias:

1. Aguas residuales domésticas o sanitarias: procedentes de viviendas,
instituciones y establecimientos publicos. Contienen materia organica
biodegradable, grasas, detergentes, microorganismos patégenos y sélidos
suspendidos.

2. Aguas residuales industriales: generadas por los procesos productivos,
con caracteristicas variables segun el tipo de industria; pueden incluir
metales pesados, solventes y compuestos organicos persistentes (Metcalf &
Eddy et al., 2003).

3. Aguas residuales agricolas: provienen del uso de fertilizantes, pesticidas

y del drenaje de suelos de cultivo (Metcalf & Eddy et al., 2003).

2.1.3 Impactos ambientales de las descargas sin tratamiento

El vertido de aguas residuales sin tratamiento genera efectos negativos sobre el
medio ambiente, la salud publica y los ecosistemas acuaticos (Metcalf & Eddy et al.,
2003). destacan que la magnitud del impacto depende de la cantidad y del tipo de
contaminantes vertidos, asi como de la capacidad de autodepuracion del cuerpo

receptor.

Entre los principales impactos ambientales mencionados por los autores se

encuentran:

1. Degradacién de la calidad del agua: el vertido directo de materia organica

incrementa la DBO vy reduce el oxigeno disuelto, provocando condiciones
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anaerobias y la muerte de organismos acuaticos (Metcalf & Eddy et al.,
2003).

2. Eutrofizacion: el exceso de nutrientes, especialmente nitrégeno y fésforo,
estimula el crecimiento excesivo de algas y macrdfitos, alterando el equilibrio

ecoldgico y afectando la vida acuatica (Metcalf & Eddy et al., 2003).

3. Toxicidad y bioacumulaciéon: compuestos como los metales pesados y
sustancias organicas persistentes pueden acumularse en los organismos
acuaticos y transmitirse a lo largo de la cadena trofica (Metcalf & Eddy et al.,
2003).

4. Propagacion de enfermedades: los microorganismos patégenos presentes
en aguas residuales no tratadas pueden contaminar fuentes de agua potable
y causar brotes de enfermedades infecciosas (Metcalf & Eddy et al., 2003).

2.2 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
2.2.1 Definicion de DQO

La DQO es un parametro utilizado para estimar la cantidad total de materia organica
presente en una muestra de agua residual, mediante la determinacion del oxigeno
equivalente necesario para su oxidacion quimica. Este indicador incluye no solo la
fraccion biodegradable de la materia organica, sino también aquellos compuestos
organicos y algunos inorganicos que pueden ser oxidados quimicamente, lo que
permite obtener una medida global de la carga contaminante del agua (Ramalho,
1983).

Debido a que la DQO se basa en un proceso quimico y no bioldgico, su
determinacion es rapida y reproducible, lo que la convierte en una herramienta
empleada ampliamente dentro del control operativo de las plantas de tratamiento,
caracterizacion de aguas residuales y la evaluacion de descargas. (R. R. Jairo,
2010)

2.2.2 Fundamento quimico del ensayo

El ensayo de DQO se fundamenta en la oxidacion de la materia organica presente

en el agua residual mediante un agente oxidante fuerte, comunmente el dicromato
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de potasio, en un medio fuertemente acido. Durante el proceso, los compuestos
organicos son oxidados hasta productos finales estables, principalmente diéxido de
carbono y agua, mientras que el cromo hexavalente (Cr*®) es reducido a como
trivalente (Cr*3). La cantidad de oxidante consumido es directamente proporcional

a la concentracion de materia organica presente en la muestra (Ramalho, 1983).

Para asegurar una oxidacion eficiente, el ensayo se realiza generalmente bajo
condiciones de reflujo y a temperatura elevada, utilizando acido sulfurico como
medio de reaccion. El sulfato de plata actia como catalizador, facilitando la
oxidacion de compuestos organicos de dificil degradacién, mientras que el sulfato
de mercurio se emplea para eliminar la interferencia causada por los cloruros. Una
vez completada de la digestién, la determinacion del dicromato remanente,
mediante titulacion o métodos colorimétricos, permite calcular la DQO expresada
como oxigeno equivalente, consolidando asi un método robusto y ampliamente
aceptado para la evaluacion de la contaminacién organica en aguas residuales (R.
R. Jairo, 2010)

2.2.3 Importancia de la DQO en plantas de tratamiento y
monitoreo ambiental

La DQO es un parametro clave en el disefio, operacion y control de las plantas de
tratamiento de aguas residuales, asi como en el monitoreo de la calidad ambiental
de los cuerpos receptores. Segun (Metcalf & Eddy et al., 2003), la DQO se utiliza

para:
1. Evaluar la carga contaminante afluente
2. Controlar la eficiencia del tratamiento:
3. Monitorear cuerpos receptores:

Ademas, su determinacion rapida la convierte en una herramienta esencial para la
toma de decisiones operativas y para la vigilancia ambiental continua de vertidos

industriales y municipales.
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2.3 Métodos para la determinacién de la DQO

2.3.1 Método de reflujo abierto (convencional)

Desarrollado segun el Standard Methods 5220 B, este procedimiento implica la
digestion de la muestra durante dos horas con exceso de dicromato, acido sulfurico
concentrado, sulfato de mercurio (eliminar la interferencia del cloruro) y sulfato de
plata como catalizador. La reaccion se realiza bajo reflujo para evitar pérdidas por
evaporacion, y el exceso de oxidante se titula posteriormente con sulfato ferroso
amoniacal de acuerdo con la reaccion (2.1)

+ 6Fe?t + 14H* - 2Cr®" + 6Fe3t + 7H,0 (2.1)

Aunque preciso, este método presenta desventajas: requiere manipulacién de
acidos concentrados, genera grandes volumenes de residuos peligrosos y es lento
(American Public Health Association (APHA), 2023).

2.3.2 Método de reflujo cerrado (colorimétrico)

El método de reflujo cerrado fue desarrollado como una alternativa mas segura,
rapida y ambientalmente sostenible. Este método también utiliza dicromato de
potasio como oxidante, pero la digestion se realiza dentro de tubos sellados o viales
herméticos de vidrio, que contienen todos los reactivos premezclados (Metcalf &
Eddy et al., 2003).
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2.3.3 Comparacion entre ambos métodos

Tabla 2.1 Caracteristicas operaciones entre métodos

Reflujo cerrado

Caracteristica Reflujo Abierto
(colorimétrico)
) Alto riesgo por vapores Bajo riesgo, sistema
Seguridad o )
acidos y mercurio sellado
Tiempo 4 — 6 h en total 2-3 h en total
Residuos Generados Altos (Cr®*,Hg?*,acidos) Muy bajos

. Bajo por muestra pero alto
Costo Operativo . ) Moderado
en la gestion de residuos

] Alta (generalmente un
) Alta es el método de . »
Exactitud ) coeficiente de correlacion r
referencia

> 0.98)

Baja por la generacién .
Alta minima impacto

Sostenibilidad excesiva de residuos )
. ambiental
toxicos
) ) Sistema de reflujo y equipo Termo reactor y
Equipos requeridos ] N ]
de titulacion espectrofotometro

Nota: Adaptado del (American Public Health Association (APHA), 2023)

2.4Técnica Colorimétrica con reflujo cerrado
2.4.1 Principio de reaccion y desarrollo de color
El método colorimétrico de DQO por reflujo cerrado se fundamenta en la oxidacion
quimica de la materia organica mediante dicromato de potasio (K,Cr,0O-) en medio
fuertemente acido (H,SO,), dentro de viales herméticamente sellados. Durante la
digestion, el ion dicromato (Cr,0,%7) actua como oxidante, reduciéndose a ion
cromo (lI1) (Cr**) a medida que oxida los compuestos organicos presentes en la
muestra (American Public Health Association (APHA), 2023).

La ecuacion simplificada que representa la reaccion quimica esta dada por la

ecuacion 2.2

Materia organica + +H* - CO, + H,0 + Cr3* (2.2)

El ion Cr3** formado tiene un color verde intenso, cuya intensidad es proporcional a

la cantidad de materia organica oxidada. Por tanto, la absorbancia de la solucién
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medida a una longitud de onda caracteristica (A = 600 nm) se relaciona
directamente con la concentracion de oxigeno quimicamente demandado
(American Public Health Association (APHA), 2023)

Este principio analitico se fundamenta en la Ley de Bouguer Beer-Lambert, la cual
establece que la absorbancia (A) es proporcional a la concentracion (c) del analito,
la longitud del trayecto 6ptico (b) y el coeficiente de absorcion molar (g) del

compuesto medido como lo indica la ecuacién 2.3

A = ¢ebc (2.3)

Segun (Skoog etal., 2016), esta relacibn constituye la base de la
espectrofotometria cuantitativa moderna, permitiendo que la intensidad del color
(absorbancia) sea utilizada para calcular la concentracion de un componente

quimico en solucién.

En el caso del ensayo de DQO, la absorbancia del ion Cr** se mide mediante un
espectrofotdmetro UV-Vis calibrado previamente con soluciones patron de ftalato
acido de potasio (KHP), un compuesto organico estable y de pureza conocida
(American Public Health Association (APHA), 2023). De esta manera, el
instrumento usa la senal analitica absorbancia para convertirla en miligramos de
oxigeno por litro (mg O,/L) mediante la curva de calibracion lineal obtenida bajo las

mismas condiciones de digestion.

2.4.2 Equipos y materiales utilizados

El método de DQO colorimétrica requiere equipamiento especializado que
garantice precision, repetibilidad y seguridad. Los principales equipos y materiales
son los siguientes:

1. Termorreactor o bloque digestor: dispositivo que mantiene los viales
sellados a 150 °C durante 2 h, asegurando la oxidacion completa de la
materia organica (American Public Health Association (APHA), 2023)).

2. Espectrofotometro UV-Vis: equipo utilizado para medir la absorbancia del

ion Cr®* a una longitud de onda determinada (~600 nm) (Skoog et al., 2016).
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3. Viales premezclados o sellados: tubos de vidrio que contienen volumenes
precisos de acido sulfurico, dicromato y catalizadores. Al ser herméticos,
reducen la exposicion a vapores y minimizan errores de manipulacion
(American Public Health Association (APHA), 2023).

4. Soluciones patrén de ftalato acido de potasio (KHP): se utilizan para la
curva de calibracién y para verificar la exactitud del método, ya que el KHP
tiene una demanda quimica de oxigeno conocida (1 mg KHP =1.171 mg O.,)
(American Public Health Association (APHA), 2023).

El conjunto de estos instrumentos asegura un analisis confiable, seguro vy
estandarizado en concordancia con los protocolos internacionales de calidad

analitica.

2.4.3 Ventajas operativas y ambientales

El método de reflujo cerrado ofrece ventajas significativas frente al método
convencional en términos de operatividad, seguridad y sostenibilidad ambiental.
Segun (American Public Health Association (APHA), 2023), el uso de viales
sellados reduce drasticamente el contacto del analista con &cido sulfurico
concentrado y cromo hexavalente (Cr®*), ambos altamente corrosivos y toxicos.
Esto disminuye el riesgo de inhalacion de vapores acidos y quemaduras quimicas,

promoviendo un entorno de trabajo mas seguro.

Asimismo, el volumen de reactivos por muestra es mucho menor que en el método
abierto, lo que reduce hasta en un 90 % la generacion de residuos peligrosos
(American Public Health Association (APHA), 2023). Estos residuos, confinados
dentro de los viales, pueden gestionarse como desechos cerrados, minimizando la

exposicion del personal y del ambiente.

Desde el punto de vista analitico, (Skoog et al., 2016) destaca que el método
colorimétrico permite mediciones mas rapidas y reproducibles, al eliminar pasos de

titulacion manual y al aplicar principios espectrofotométricos con alta sensibilidad.

En consecuencia, este enfoque representa un avance hacia un analisis verde:
e Menor consumo de reactivos peligrosos.

e Reduccion de emisiones y residuos peligrosos.
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e Seguridad para el personal de laboratorio.

e Optimizacion en el tiempo y recursos.

2.5Verificacion y Validacion de Métodos Analiticos
2.5.1 Diferencia entre implementacién, verificacion y validacion
La Implementaciéon de un método analitico de acuerdo a los criterios del Servicio
de Acreditacion Ecuatoriano (2021) es poner en uso un método en el laboratorio:
documentarlo, entrenar al personal, instalar/calibrar equipos, definir el intervalo de

trabajo y comenzar a aplicarlo bajo control.

La definicion de verificacion de acuerdo al Centro Espariol de Metrologia (2012) es
aportar evidencia objetiva de que un elemento satisface los requisitos

especificados.

Por otra parte una verificacion en la que se confirma que los requisitos
especificados son adecuados para el uso previsto; es decir, demuestra idoneidad

para el proposito.

Finalmente la EURACHEM (2014) indica que cuando un laboratorio adopta un
meétodo ya normalizado, el trabajo basico de validacion suele existir, pero se debe

verificar que funciona en sus condiciones en el laboratorio.

2.5.2 Requisitos del Servicio de Acreditacion Ecuatoriano (SAE)

El documento oficial del SAE (CR GAO01 RO07) aclara cémo cumplir ISO/IEC

17025:2018 en seleccion y verificacion de métodos

El SAE exige mantener métodos bajo control conforme a criterios de aseguramiento
y, segun el tipo de ensayo, evaluar caracteristicas de desempefo (LOD, LOQ,
intervalo/linealidad, veracidad, precision, incertidumbre, robustez). el laboratorio
debe verificar que el método cumple los requisitos de desempefo bajo sus

condiciones y conservar registros.
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2.6 Parametros de desempeno a evaluar

2.6.1 Selectividad

La selectividad evalua la capacidad del método para medir el analito de interés sin
interferencias significativas de otras sustancias presentes en la matriz, tales como
impurezas, productos de degradacion o componentes del solvente. Un método
selectivo permite distinguir la sefal del analito frente a sefiales de interferentes.
Durante la verificacion, puede comprobarse mediante la comparacion de espectros,
cromatogramas o sefiales analiticas entre muestras fortificadas, muestras en
blanco y muestras reales (EURACHEM, 2014).

2.6.2 Limite de deteccidon

El limite de deteccidon representa la minima cantidad de analito que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada con precision adecuada. Se

expresa en la misma unidad que la concentracion del analito.

Segun Eurachem, puede determinarse experimentalmente a partir de la desviacién
estandar de la respuesta del blanco (s';) y la pendiente de la curva de calibracion
(m), aplicando la ecuacion 2.4

LoD =20 (2.4)

m

Para determinar la desviacion estandar del blanco seguiremos el diagrama de flujo
de acuerdo con la figura 2.1. Este parametro es crucial para asegurar que el método

posee la sensibilidad necesaria para el propésito analitico.
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ny &5 el mimero de observaciones de blaneco promediadas cuande se caleula la comreccion del blance de acuerdo
al procedmiento de medicion.

Figura 2.1 Calculo de la desviacidon estandar del blanco
2.6.3 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion es la concentracion mas baja del analito que puede ser
cuantificada con una precision y exactitud aceptables. Se calcula de forma similar
al LOD, pero aplicando un factor de 10, y la desviacion estandar del blanco es el
mismo que se obtiene de acuerdo con la figura 2.1. Este parametro define el punto

minimo del rango de trabajo valido del método.

—10 o
LOQ =10 —*(2.5)
2.6.4 Rango de trabajo o intervalo lineal

Define el intervalo de concentraciones en el cual el método produce resultados
confiables con adecuada precision, veracidad y linealidad. Debe abarcar desde el
LOQ hasta el valor maximo en que el detector o el instrumento mantienen respuesta

lineal. Durante la verificacion, se construye una curva de calibracion y se evalua la
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correlacion lineal (r = 0,995), asi como otros parametros estadisticos (EURACHEM,
2014)

2.6.5 Linealidad

La linealidad mide qué tan proporcional es la respuesta instrumental con respecto
a la concentracion del analito. Se evalua generalmente mediante una regresion

lineal de los datos de calibracion.

Ademas del coeficiente de correlacion (r), Eurachem sugiere revisar el intercepto,
la pendiente y la distribucion de los residuos. Una buena linealidad implica que el
meétodo responde de forma predecible dentro del rango de interés analitico
(EURACHEM, 2014)

2.6.6 Sensibilidad Analitica

Es la variacion de la respuesta de un equipo instrumental ante un cambio en la
entrada es decir matematicamente se expresa con la ecuacion 2.6 y es la pendiente
de la curva de calibracidon que relaciona la sefial del equipo (absorbancia) con la

concentracion (mg/L).

__ Ay (sefial del equipo)

(2.6)

Ax (concentracion

2.6.7 Veracidad
2.6.7.1 Evaluacion del Sesgo
El sesgo (bias) se calcula como la diferencia entre el valor promedio de los
resultados obtenidos por el método en verificacion y el valor de referencia aceptado.
Puede expresarse en valor absoluto, relativo o en recuperacion, segun las unidades
del analito, como se logra apreciar en la ecuacion 2.7 y 2.8 respectivamente.
Sesgo (b) =X — Xer  (2.7)
Sesgo relativo, b (%) = % x 100 (2.8)
donde:
o X= promedio de los resultados experimentales,

e X,+= valor verdadero o valor certificado del material de referencia.
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Fuentes comunes de sesgo

o Errores sistematicos en el instrumento.

e Reactivos contaminados o degradados.

o Pérdidas de analito durante la preparacion de la muestra.

¢ Procedimientos no estandarizados o condiciones mal controladas.

2.6.8 Precision

La precision describe el grado de dispersion de los resultados entre mediciones
repetidas bajo condiciones definidas. Cuanto menor sea la variabilidad entre los

valores obtenidos, mayor sera la precision del método.

La precision refleja errores aleatorios, no sistematicos; por tanto, un método puede
ser muy preciso aunque no sea veraz (es decir, todas las mediciones muy juntas,
pero alejadas del valor verdadero) (EURACHEM, 2014).

2.6.8.1 Evaluacion de la precision

La precisién se cuantifica mediante la desviacién estandar (s) o el coeficiente de

variacion (CV o RSD %) como indica la ecuacion 2.9
RSD (%) = ;:x 100  (2.9)

donde:
o s= desviacion estandar de los resultados,
o X= media aritmética.
La Guia Eurachem distingue tres niveles de precision segun las condiciones de

repeticion:
a) Repetibilidad

Corresponde a la variabilidad bajo condiciones idénticas: mismo analista, mismo
equipo, mismo dia y mismas condiciones ambientales. Evalua la estabilidad a corto
plazo del método. Generalmente se realizan entre 6 y 10 réplicas para determinar
el RSD.
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b) Precision intermedia

Evalua la variabilidad dentro del mismo laboratorio, pero considerando cambios
deliberados: diferentes dias, operadores, equipos o lotes de reactivos.
Permite estimar la estabilidad del método en el tiempo y su reproducibilidad

operacional interna.
c) Reproducibilidad

Representa la variacion obtenida cuando el método se aplica en diferentes
laboratorios, bajo condiciones nominalmente equivalentes. Se determina en
estudios Inter laboratorio y es clave en la validacion colaborativa de métodos

normalizados.

2.6.8.2 Limites de precision

La desviacion estandar obtenida del estudio de precision, s, (repetibilidad) y sg
(reproducibilidad) o s, (precision intermedia), permite al analista con un nivel de
confianza del 95 % definir si la diferencia entre resultados por duplicado de una

misma muestra obtenida en conficiones establecidas es o no significativo.

El limite de repetividad (r) se calcula con la ecuacion 2.10
r=28 X s, (2.10)

Y el de reproducibilidad (R) se calcula igual que la ecuacion 2.10 sustituyendo s,
por s (EURACHEM, 2014).

2.6.9 Guia Internacional para validacion/verificacion
(EURACHEM)

La guia se organiza en capitulos que abordan las etapas del proceso de validacién,
desde la planificacién hasta la evaluacion de resultados, y presenta de manera
practica el uso de tablas, ecuaciones y criterios de aceptacion. Estas herramientas
permiten documentar de forma cuantitativa la idoneidad metrolégica de un método
analitico, ya sea nuevo, modificado o adoptado de fuentes normativas existentes
(EURACHEM, 2014).

El enfoque tedrico de Eurachem se basa en la metodologia estadistica aplicada,

donde las tablas y ecuaciones proporcionan los medios para estimar, evaluar y
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comparar las principales caracteristicas de desempefio de un meétodo: precision,
exactitud, linealidad, sensibilidad, limites de deteccion (LOD), limites de
cuantificacién (LOQ), entre otros (EURACHEM, 2014)

e Uso teodrico de las tablas

Las tablas de la guia EURACHEM no son meramente ilustrativas; sirven como
formatos de trabajo estandarizados para recopilar, analizar y reportar datos de
validacion.

En ellas se especifica:

o El parametro evaluado.
e El procedimiento de calculo.
e Los criterios de aceptacion recomendados.

o« Las fuentes de incertidumbre relevantes.

El laboratorio utiliza estas tablas como plantillas metodoldgicas, que luego adapta
a su propio sistema de gestidon. De este modo, se garantiza la trazabilidad

estadistica y la comparabilidad entre laboratorios.

Por ejemplo, para la evaluacion de linealidad, EURACHEM sugiere tablas que
recogen los valores de concentracidon, respuesta instrumental, residuales y
coeficientes de regresion, junto con su analisis de varianza y desviaciones respecto

al modelo teodrico.

e Uso teodrico de las ecuaciones

Las ecuaciones presentadas en EURACHEM constituyen el fundamento para
calcular los parametros de desempefo. Cada ecuacion esta acompafada de su
explicacion estadistica y de las condiciones en las que su aplicacion es valida.
Algunos ejemplos teoricos de aplicacion incluyen:

o Ecuacion de regresion lineal: para evaluar la relacion entre concentracion y
sefial (principio de Ila Ley de Beer-Lambert en métodos
espectrofotométricos).

e Ecuaciones para LODy LOQ: derivadas de la desviacién estandar del blanco

o de niveles bajos del analito.
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e Calculo de precision: mediante la varianza y el coeficiente de variacion

(%RSD) en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad.

Estas ecuaciones permiten cuantificar el comportamiento sistematico y aleatorio del

método, brindando evidencia objetiva de su desempefio estadistico.

e Criterios de aceptacion

La guia EURACHEM propone que los criterios de aceptacion se establezcan a
priori, antes de iniciar los ensayos experimentales, para asegurar la objetividad y
evitar sesgos. Dichos criterios dependen del tipo de matriz, concentracion

esperada, nivel de riesgo y requisitos del cliente o normativa.

Ejemplos tipicos de criterios incluyen:
e Linealidad: coeficiente de determinacién (R?) = 0,995.
¢ Repetibilidad: RSD < 5 % para concentraciones medias.

e Recuperacion: 90-110 % para estandares de control.

EURACHEM enfatiza que los criterios deben ser realistas y basados en el uso
previsto, y no en valores absolutos. El propdsito es demostrar que el método cumple
con los requisitos de desempeno para su aplicacion analitica, no necesariamente

que alcance la perfeccion metrologica.

2.7 Estimacion de la Incertidumbre de la medicion
2.7.1 Introduccion

La incertidumbre de la medicion constituye un parametro esencial en la evaluacion
de la calidad de los resultados analiticos. De acuerdo con la Guia Eurachem (2025),
la incertidumbre representa un intervalo dentro del cual se espera que se encuentre
el valor verdadero del mensurando, con una probabilidad o nivel de confianza

determinado.

Este concepto no pretende eliminar los errores, sino cuantificar la magnitud de las
posibles desviaciones generadas por las diversas fuentes de variabilidad del
proceso analitico, como el muestreo, la calibracién, la instrumentacion, las

condiciones ambientales o la intervencion del analista (EURACHEM, 2014).
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2.7.2 Fundamento tedrico

Eurachem adopta los principios del Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurement (GUM, JCGM 100:2008), el cual define la incertidumbre como una
estimacion cuantitativa de la dispersion de los valores que podrian razonablemente
atribuirse a un mensurando. (EURACHEM/CITAC, 2012)

El proceso de estimacidon de la incertidumbre se estructura en tres etapas

principales:
1. Especificar el mensurando.
2. ldentificacién de las fuentes de incertidumbre.
3. Cuantificacidon los componentes de la incertidumbre.
4. Calcular la incertidumbre combinada.

2.7.3 Especificar el mensurando

En el marco de la estimacion de la incertidumbre, la definicion del mensurando debe
formularse de manera clara, precisa y sin ambigliedades, indicando exactamente
qué se pretende medir. Asimismo, es necesario establecer una expresion
cuantitativa que relacione el valor del mensurando con los distintos parametros de
los que depende, los cuales pueden incluir otros mensurados, variables no medidas

directamente o constantes fisicas.

Toda esta informacion debe encontrarse documentada en el Procedimiento
Normalizado de Trabajo (PNT) correspondiente, garantizando la trazabilidad y la
coherencia del proceso de mediciéon (EURACHEM/CITAC, 2012) .

2.7.4 ldentificacion de fuentes de incertidumbre

El primer paso consiste en reconocer todas las fuentes relevantes que pueden

contribuir a la variabilidad del resultado final. Entre las mas habituales se incluyen:

o Muestreo: representatividad, homogeneidad y conservacion de la muestra.

e Preparacion de la muestra: errores en pesadas, diluciones o pérdidas del
analito.

« Instrumentacion: calibracién, deriva, estabilidad o resolucion del detector.
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e Curva de calibracion: pendiente, intercepto y ajuste del modelo.
o Factores ambientales: temperatura, presion y humedad.

o Repetibilidad: variabilidad bajo condiciones idénticas.

Eurachem recomienda organizar esta informacion mediante un diagrama de causa-
efecto (Ishikawa), con el fin de visualizar las etapas criticas del proceso y priorizar
los factores dominantes (EURACHEM/CITAC, 2012).

2.7.5 Cuantificacion de los componentes

Cada fuente identificada debe expresarse como una incertidumbre estandar, que
representa su contribucion a la variabilidad del resultado. Estas pueden obtenerse

por dos vias:

e Tipo A: derivadas de datos experimentales mediante analisis estadistico
(por ejemplo, desviacién estandar de repeticiones), como se muestra a

continuacion

u(x;) = %) (2.11)

Donde s es la desviacion estandar de las n repeticiones.

e Tipo B: basadas en informacién no estadistica, como certificados de

calibracion, especificaciones del fabricante o referencias bibliograficas.

2.7.51 Distribucién rectangular (uniforme)

Se aplica cuando solo se conocen limites (+ a) y no hay evidencia de que un valor
dentro del intervalo se mas probable que otro; por ejemplo, tolerancias del
fabricante o certificados que entregan limites sin aclarar nivel de confianza. Si el
valor verdadero puede estar entre x —a y x + a rango total es 2a, entonces la
incertidumbre estandar esta descrita por la ecuaciéon 2.12 (EURACHEM/CITAC,
2012).

u(x) = ﬁ (2.12)

2.7.5.2 Incertidumbre debida al patrén o instrumento calibrado
La incertidumbre tipica se obtiene dividiendo la incertidumbre expandida dada en

el certificado de calibracion del patrén por el factor de cobertura indicado k
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(»)
u(p) == (2.13)
2.7.53 Incertidumbre de la curva de calibracion
Eurachem indica que, en practica rutinaria, la contribucion dominante suele venir
de la variabilidad en y (tanto en los puntos de calibraciéon como en la lectura de la

muestra), y propone estimar la incertidumbre de x,.., debida a esa variabilidad

usando la desviacion estandar residual del ajuste (EURACHEM/CITAC, 2012).

La incertidumbre estandar de la concentracion estimada por la curva debida a la

variacion aleatoria en y se expresa como:

SXX

2
S red X
u(Xprea,¥) :Ej%“L%*M (2.14)

Donde:

2
?:1(3/j_(bo +b1xj)
n-2

e S: desviacidon estandar residual del ajuste, S = \/Z (2.15)

e b,: pendiente de la curva,

e p:numero de mediciones (réplicas) realizadas para la muestra (para obtener

yobs),
e n: numero total de mediciones usadas para construir la curva,

e Xx: concentracion promedio de los patrones

* Sxx = 27]?'=1(xj - f)z (2.16)

2.7.6 Combinacion de componentes

La incertidumbre combinada (u.) se obtiene integrando las contribuciones

individuales de cada fuente mediante la propagacién de la varianza:

uc,rel(y) = Zi=1(%)2 (2.17)

donde:
e u;/y: incertidumbre estandar relativa de cada componente (adimensional),
e u.(y): incertidumbre combinada relativa del mensurando,

e n:numero total de fuentes de incertidumbre consideradas.
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La incertidumbre combinada absoluta u.(y) puede obtenerse posteriormente
multiplicando la incertidumbre combinada relativa por el valor del mensurando,
segun la relacion 2.13

u ) =y uere(y) (2.18)

En la mayoria de los métodos analiticos se asume que las variables son
independientes; por tanto, los términos de covarianza pueden omitirse salvo que

exista evidencia de correlacién entre fuentes (EURACHEM/CITAC, 2012).

2.7.7 Incertidumbre expandida

La incertidumbre expandida (U) define el rango dentro del cual se espera encontrar
el valor verdadero con un nivel de confianza determinado. Se calcula multiplicando
la incertidumbre combinada por un factor de cobertura (k) como se expresa en la
ecuacion 2.19 (EURACHEM/CITAC, 2012).

U=k-u (2.19)

Eurachem recomienda emplear k = 2, equivalente a un nivel de confianza del 95 %.
El resultado final debe reportarse de la siguiente forma
C=x1U (2.20)
2.8Estudio de Robustez del método
2.8.1 Definicion de robustez

La robustez se define como esa habilidad que tiene el método analitico para
mantener sus caracteristicas de desempefio ante cual pequenas sean estas de
variaciones intencionales durante la ejecucién de este. La guia Eurachem sefiala
que evaluar este aspecto permite al laboratorio identificar cuales factores son
criticos de monitorear y asegurar para que el método produzca resultados
confiables (EURACHEM, 2014)

2.8.2 Factores para evaluar del método

1.- Temperatura de digestion. — El método colorimétrico de DQO de reflujo
cerrado del S.M especifica claramente una temperatura de 150 + 2 °C, es
decir permite establecer levemente una variacion + 2°C, esto nos permitira

ver la eficiencia de la oxidacion quimica del ion dicromatico a ion crémico.
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2.- Tiempo de reaccion. — El método define un tiempo de digestion muy
claro de 2 horas, pero ensayar tiempos ligeramente mayores o menores
ayudara a estudiar si la formacion del cromoéforo depende del tiempo total

de oxidacion.

3.- Diferentes marcas de digestores. - Esto permitira evaluar si un equipo
de diferente marca, variacion instrumental, disefo, uniformidad térmica

afecta al desempefio del método.

2.8.3 Analisis factorial 23

2.8.3.1 Fundamento del analisis factorial en estudios de
robustez.

En los estudios de robustez de métodos analiticos no se busca optimizar una
respuesta, sino evaluar la sensibilidad del método frente a pequenas variaciones
deliberadas en las condiciones operativas. Para este propédsito, la guia
EURACHEM recomienda el uso de disefio factoriales, ya que permiten analizar
simultaneamente varios factores y sus posibles interacciones con un numero

reducido de experimentos, manteniendo un alto poder explicativo.

El disefio factorial completo 2* es uno de los mas utilizados cuando cada factor se
evalua en dos niveles, denominados nivel bajo (-1) y nivel alto(+1). En particular, el
disefio factorial 23 evalla tres factores, cada uno en dos niveles, dando lugar a
ocho combinaciones experimentales. Este enfoque resulta especialmente

adecuado para estudios de robustez (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008)
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2.8.3.2 Representaciéon conceptual del disefo factorial 23.

be abe

Factor B

(D

i Factor A
Figura 2.2 Representacion geométrica de un disefio factorial 23. Cada vértice del

cubo corresponde a una combinaciéon unica de los niveles bajo (-1) y alto(+1) de los
tres factores.

+1 o

2.8.3.3 Matriz experimental del disefio 23.
Un disefio factorial 23 completo consta de ocho corridas experimentales, que
corresponden a todas las combinaciones posibles de los niveles de los factores A,
ByC:

Tabla 2.2 Disefio experimental con dos niveles (-1) y (+1) para cada factor

Corrida A B C

1 -1 -1 -1
+1 -1 -1
-1 +1 -1
+1 +1 -1
-1 -1 +1
+1 -1 +1
-1 +1 +1

0| N[ O O | W N

+1 +1 +1

Nota: Adoptado del (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008)

Cada corrida representa un conjunto especifico de condiciones bajo las cuales se

mide la variable de respuesta (mg DQO/L). Para mejorar la estimacién de la
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variabilidad experimental, estas corridas pueden realizarse con réplicas, lo que
permite posteriormente aplicar analisis de varianza (Montgomery et al., 2006).
2.8.3.4 Modelo estadistico del disefio factorial 23.
El modelo matematico que describe un disefio factorial 23 puede expresarse como:
Y =80+ BsA+ BgB + BcC + Bag AB + L4cAC + BpcBC + BagcABC + € (2.21)

Donde:
e Y: variable de respuesta (mg DQO/L),

e [,: media general,

e B4.Bg, Bc: efectos principales,

o Bug.Bac, Psc: interacciones dobles,
e Bapc: interaccion triple,

e ¢&: error experimental

Este modelo permite cuantificar no solo el efecto individual de cada factor, sino
también cdmo el efecto de un factor depende del nivel de otro, lo cual es esencial

en estudios de robustez (Montgomery et al., 2006).

2.8.3.5 Efectos principales e interacciones.

2.8.3.5.1 Efectos principales

Un efecto principal mide el cambio promedio en la respuesta cuando un factor pasa
de su nivel bajo (-1) a su nivel alto (+1), manteniendo constantes los demas

factores. Matematicamente m el efecto principal de un factor A se calcula como:

Ey =Y, — Y, (222)

Donde Y,, y Y,, representan los promedios de la respuesta en los niveles alto y

bajo del factor, respectivamente (Montgomery et al., 2006).

2.8.3.5.2 Interacciones

Una interaccion ocurre cuando el efecto de un factor depende del nivel de otro. Por
ejemplo, una interaccién AB indica que el efecto de la temperatura de digestién
depende del tiempo de digestion. La deteccién de interacciones es una de las
principales ventajas del disefio factorial frente a los estudios de un factor a la vez

(Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008)
77



2.8.3.6 Interpretacion en el contexto de robustez del

método.

Desde el punto de vista de la robustez, el disefio factorial 23 permite:

1. Identificar cuales factores deben ser estrictamente controlados.
2. Detectar combinaciones de factores que puedan comprometer el
desempeino del método.
3. Confirmar que pequehas variaciones operativas no afectan
significativamente la medicién de DQO.
Si ningun efecto principal ni interaccion resulta significativo, el método se considera
robusto dentro del intervalo de variacion estudiado. Por el contrario, la presencia de
efectos significativo indica la necesidad de reforzar el control de dichas variables

en el procedimiento normalizado de trabajo (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar,

2008).

2.9 Implementacion de los resultados de la verificacion para controles
de rutina.

Conforme a lo que senala la ISO 17025, el laboratorio debera tener un
procedimiento para monitorear la validez de los resultados y debe incluir técnicas
estadisticas para detectar tendencias. Ademas, la guia de Eurachem sefala que
‘los datos de validacion deben servir también para disefar el control de calidad
interno” (es decir, en rutina) (EURACHEM, 2014)

2.9.1 Control de BLANCO (ZERO de equipo)

El vial que se usa para encerar el equipo llamado ZERO puede ser usado una ya
otra vez para diferentes mediciones usando un mismo lote de viales, pero se debe
medir la absorbancia del vial en blanco a lo largo del tiempo y prepare un nuevo
vial de blanco (ZERO) cuando la absorbancia cambie en 0.01 unidades de
absorbancia (American Public Health Association (APHA), 2023)

2.9.2 Uso del limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ)

Los parametros LOD y LOQ son fundamentales en el control de rutina ya que

delimitan el rango operacional del método.

78



En rutina, debe incluirse la ejecucion del blanco de método con cada lote o cada

dia de analisis, segun se haya definido Esto garantiza que el resultado final de la

medicion de la muestra tenga como componente de error la contribucién del blanco

adecuadamente controlada, y no se liberen valores sesgados por contaminaciéon o

senal de fondo elevada.

De acuerdo al valor de la muestra versus los valores de L.O.Dy L.O.Q se debera

de tomar las siguientes acciones

1.

Resultado < L.O.D

El analito no puede diferenciarse de forma fiable, y la posibilidad de que lo
que se midid sea solamente ruido. En el reporte se debe indicar como “<
LOD” o no detectado.

Resultado entre L.O.Dy L.O.Q

En este rango el analito puede detectarse pero no puede cuantificarse con
precision y exactitud del método. Se debe reportar como <L.0.Q
Resultado > LOQ

Se puede reportar el valor cuantitativo normal como indica la ecuacion 2.14,
pero se debe de asegurar que el método en ese rango cumple con los

criterios de precision y demas requisitos de la verificacion/validacion.

Cuando se hace un blanco de método este representa la respuesta del método en

ausencia del analito y es importante controlar que ese valor sea siempre < L.O.Q,

si el resultado supera al L.O.Q esto implica que:

1. Hay contaminacion significativa en los reactivos, materiales o equipo.

2. El método esta fuera de control.

3. Todos los resultados del lote quedan comprometidos porque no puede

distinguirse cuanto del valor reportado de la muestra es el analito real y cual

es producto de la contaminacion.
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2.9.2.1 Acciones inmediatas cuando el blanco > L.0.Q

a) No reportar los resultados del lote: se debera de detener la emision de
resultados asociados a ese lote y tratar esta desviacion como un trabajo no
conforme.

b) Investigar la causa: evaluar las posibles fuentes de contaminacion, en este
caso podia usar un diagrama de Ishikawa, la técnica de los 5 porques, entre
otras técnicas.

c) Repetir el blanco y las muestras: Se debera preparar un nuevo blanco de
método y si el nuevo blanco esta en control, repetir las muestras. Si vuelve
a dar > L.0.Q se debera detener el método y realizar una limpieza completa
o mantenimiento del instrumento.

d) Registrar y documentar: De acuerdo a la ISO 17025 numeral 7.10.3 indica
que se debe conservar los registros cuando existan no conformidades y las

acciones correctivas tomadas para solucionarlas.

2.9.3 Control de precision y veracidad

El control de precision mide la variabilidad del método a corto y largo plazo.
En DQO, esta variabilidad puede provenir del sistema de digestion, la temperatura,

el tiempo de reflujo o lectura espectrofotométrica.
¢, Cémo se controla?

1. Repeticion de muestras duplicadas

2. Calculo del %RPD (Relative Percent Difference) entre duplicados:

IC1 -Gy

RPD = 12722 x 100 (2.15)

2

Donde C,y C,son las concentraciones obtenidas (mg O,/L).

Los limites de repetibilidad y reproducibilidad obtenidos en la verificacion nos
ayudaran a establecer valores maximos de aceptacion donde se aceptara el
duplicado si el RPD (%) < CV%.s,- En cada nivel se obtuvo el r y R

respectivamente son los limites de repetibilidad y reproducibilidad, se dividira para
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ese limite para el valor nominal correspondiente al nivel estudiado y de esa forma

se obtendra el coeficiente de variacion (%) maximo.

La veracidad (o exactitud) se evalua comparando los resultados del laboratorio con
un material de referencia certificado (MRC) o una solucién patréon conocida, este
valor debe estar dentro de los limites del % recuperacion de cada nivel obtenido en

el estudio.

2.9.4 Uso de la incertidumbre

El uso de la incertidumbre en los reportes de rutina tiene tres fines principales:
1. Aportar trazabilidad metrologica al resultado.
2. Demostrar competencia técnica
3. Respaldar decisiones regulatorias.
La ISO 17025 numeral 7.8.6.1 exige declarar la regla de decision usada, Por tanto:
e Six + U > Limite: resultado inseguro o no conforme.
e Six —U > Limite: resultado claramente no conforme.

e Six + U < Limite: resultado conforme con confianza = 95 %.

81



CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

3.1Enfoque de la investigacién

3.1.1 Tipo de investigacion

El presente proyecto se clasifica como una investigacion del tipo aplicada, debido
a que su meta es implementar y verificar el método colorimétrico de reflujo cerrado
para la cuantificacion de la DQO en aguas residuales. La finalidad del estudio es
aportar una solucion técnicamente confiable fortaleciendo los procesos de control

de calidad del agua.

El trabajo también incorpora un componente documental, ya que requiere del
analisis de normas técnicas, libros y guias de validacién, entre ellas el Standard

Methods, la guia Eurachem que fundamentan la verificacion del método.

Asimismo, constituye una investigacion de laboratorio, pues la obtencion de los
resultados se efectuara bajo condiciones controladas, siguiendo procedimiento
analiticos estandarizados y utilizando equipos especificos como digestores de

reflujo cerrado y sistemas espectrofotométricos.

En cuanto a su enfoque, la investigacion se considera cuantitativa-experimental, en
el sentido de que se basa en la generacion y analisis de datos numéricos obtenidos
mediante procedimientos repetibles. El estudio experimental se orienta a evaluar
sistematicamente los parametros analiticos del método —como linealidad,
precision, exactitud, limite de deteccion, limite de cuantificacion y estabilidad— a
través de ensayos diseflados para medir el rendimiento del procedimiento bajo

condiciones definidas y replicables.

Esta aproximacién permite obtener evidencia objetiva que respalde la confiabilidad
del método para su implementacion en el laboratorio. Respecto al nivel de
conocimiento, el estudio se situa en un nivel descriptivo-explicativo. Es descriptivo
porque detalla su desempefio en términos de precision, exactitud, linealidad,

robustez y otros parametros de verificacion.
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3.1.2 Diseno de investigacion

El disefio en este estudio es de tipo experimental, ya que para el proceso de
implementar y verificacion el método colorimétrico de reflujo cerrado para la
determinacion de la DQO requiere la manipulacion controlada de condiciones
analiticas con el fin de evaluar su efecto sobre el desempefo del procedimiento

analitico.

La eleccion de este tipo de disefio se justifica porque los objetivos del estudio tanto
general como especificos exigen generar evidencia cuantitativa y objetiva sobre el
comportamiento del método. Para ello, es necesario ejecutar pruebas estadisticas
planificadas que permiten analizar la respuesta del método y contrastarla con los
criterios establecidos en el Standard Methods, Eurachem y las exigencias del SAE.

Este disefio experimental también permite verificar parametros como veracidad,
precision, sensibilidad, limites operativos, incertidumbre y robustez, los cuales solo
pueden evaluarse mediante ensayos formales, control de condiciones vy
comparandolos frente a criterios establecidos. Asi, el uso de ese disefio es
coherente con la necesidad de garantizar que el método implementado cumpla con

los requisitos de validez metroldgica para su aplicacion rutinaria en un laboratorio.

Asimismo, el enfoque experimental se ajusta al quinto objetivo especifico, que
considera la evaluaciéon de la robustez del método frente a pequefias variaciones
controladas, su analisis es posible unicamente dentro de un disefio estadistico
experimental. En conjunto, el disefio seleccionado demuestra ser el mas adecuado
para responder al problema de la investigacion y asegurar que la implementacion
del método de DQO sea confiable, reproducible y alineado con estandares

internacionales.

3.2Metodologia

3.2.1 Variables

3.2.1.1 Variable independiente
Concentracion tedrica de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), expresada en

mg/L.
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3.2.1.2 Variable dependiente

Resultados obtenidos de la medicién de la concentracion de DQO, expresados en

mg/L, determinados mediante la técnica colorimétrica de reflujo cerrado.

3.2.2 Diseio experimental
El disefio experimental se establecié con el objetivo de evaluar el desempefio

analitico del método colorimétrico de reflujo cerrado para la determinacion de la
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), de acuerdo con los lineamientos
establecidos por el Servicio de Acreditacion Ecuatoriano (SAE), la norma NTE INEN
ISO/IEC 17025:2018 y las guias EURACHEM aplicables a la validacién y

verificacion de métodos analiticos.

El disefio se basa en ensayos planificados para cada parametro de desempefio que

de acuerdo a los criterios del SAE, son los siguientes:

o Selectividad

e LODyL.O.Q

¢ Intervalo de trabajo

e Linealidad

e Sensibilidad analitica

e Veracidad: sesgo

e Precision (repetibilidad y precision intermedia)

e Robustez

Cada parametro constituye un conjunto experimental independiente, disefiado

conforme a lo establecido en el Standard Methods y la guia Eurachem.

3.2.3 Recoleccion de datos
3.2.3.1 Métodos y técnicas

En esta seccién se describen los procedimientos analiticos y técnicas empleadas
para obtener los datos necesarios en el proceso de verificacion del método. La
recoleccion de informacién se llevé a cabo mediante la ejecucion de pruebas
experimentales especificas, disefiadas para evaluar cada uno de los parametros de

desempeno establecidos.
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Técnica para la determinacién de la DQO.

Este apartado tiene objetivo asegurar que el procedimiento colorimétrico de reflujo
cerrado para la cuantificaciéon de DQO funcione correctamente antes de iniciar la
etapa de verificaciéon formal. En esta etapa de la implementacion se llevé a cabo
utilizando viales premezclados Hach de rango alto, espectrofotometro UV-VIS y un
termo reactor Hach DRB200 como equipos principales (American Public Health
Association (APHA), 2023), las acciones desarrolladas fueron:

a. Preparacion del patréon primario (KHP): se adquirio ftalato acido de potasio
(KHP) con pureza certificada, utilizado como patrén primario reconocido para
DQO conforme lo indica Standard Methods 5220 D y la ASTM D1252 — 06
(reapproved 2020). Se preparé una solucibn madre a concentracion
conocida y a partir de esta solucion preparar las diferentes concentraciones
de los puntos de calibracion de la curva.

b. Uso de viales premezclados Hach (High Range): Se emplearon viales
sellados con reactivos pre dosificados, los cuales contienen todos los
componentes necesarios para la digestion, y reaccion colorimétrica. Este
sistema cerrado garantiza:

= Seguridad en la manipulacion,
= Consistencia quimica entre ensayos.
c. Preparacion y verificacion del espectrofotometro:
= Se enciende, estabiliza y configura el espectrofotometro asignado al
analisis de DQO.
= Se verificacion los parametros esenciales: seleccion correcta de la
longitud de onda especificada por el método para DQO HR.
= Revision del ZERO y comprobacion de la estabilidad del detector.
El equipo fue programado en el modo correspondiente para lectura de
DQO HR.
d. Implementacion del procedimiento analitico
= Se tomd una muestra del ingreso de la Ptar segun los lineamientos
del Standard Methods para la coleccion y preservacion.
= Se homogeneiza y se aflade un volumen exacto de 2 mL de muestra,
estandares y/o blanco reactivo con una micropipeta a los viales

codificados con el tipo de muestra.
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= Se mezcla adecuadamente mediante agitacion manual, y se
colocaron los viales en el digestor a 150°C durante 2 horas, siguiendo

el método oficial de DQO en reflujo cerrado.

Luego enfriar a temperatura ambiente, se procedid a leer directamente la

absorbancia en el espectrofotometro.

A continuacion, en la figura 3.1 se presenta un diagrama de flujo estandarizado del
meétodo analitico para la cuantificacion de DQO mediante la digestién de reflujo
cerrado y posterior lectura colorimétrica, siguiendo los lineamientos del (American
Public Health Association (APHA), 2023; ASTM International, 2020)
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[ Tomade ‘\)
\  Muestra y
\ /

Recoleccion
minimo 100 mL
de muestra en
frascos de
vidrio

Agregar 200 ulL de
acido sulfarico en
100 mL y conservar
en refrigeracién de 2
a 6°C y dura 28 dias
la muestra bajo estas
condiciones

——»| decurvade

Preparacion

calibracién

Triturar ligeramente y
luego secar KHP a peso
constante a 110°C.

I T

Pesar una solucion
stock de 1500 mg/L de
DQO disolviendo 1.275
g de KHP en un matraz
de 1L y esta solucion

es estable en
refigeracion y en un
contendeor de vidrio
por hasta 3 meses.

b

Preparar 8 puntos de
concentraciones 20,
50, 200, 500, 750,
1000 ppm a partir de la
solucion stock

s

y drgestién

Colocar en un vaso precipicado una
cantidad homogenea de muestra,
estandar y agitar con un agitador

magnetico en un plancha de agitacion

}

Encender el reactor DRB 200 y
precalentarlo a 150°C

v

tomando 0,666; 1,67;
6,67; 16,67; 25y 33,33
mL en un matraz de 50
mL para obtener cada
concentracion
respectivamente.

Figura 3.1 Diagrama de la cuantificacion de DQO de acuerdo al SM-5220 D y ASTM D1252-06-2020

Preparacion de muestray
estandares: Retire la tapa del vial,
sostenga el vial en un angulo de 45°y
con una punta limpia agregue 2 mL de

la muestra o estandar al vial.

l

Preparacion del blanco: Retire la
tapa del vial, sostenga el vial en un
angulo de 45° y con una punta limpia
agregue 2 mL de agua tipo I.

|
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Lectura
colorimétrica
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para mezclar. Los viales se
calientan mucho durante la mezcla.

Encender el equipo, esperar que
realice sus pruebas internas de
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absorbancia eligiendo una longitud de
onda de 600 nm.

v

l
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DRB200 precalentado. Cierre la tapa.

Caliente los viales durante 2 horas.

Limpiar el vial de la muestra blanco.
Insertar el blanco dentro del
portaceldas del equipo y pulsar cero,
el display mostrara 0.000 abs

}

|

Apague el reactor. Deje que los
viales se enfrien en el reactor
durante aproximadamente 20

minutos a 120 °C o menos.

Limpie la celda de muestra preparada.
Introduza la muestra preparada en el
porta celdas.

.

Invierta cada vial varias veces
mientras aun esté caliente.
Coloque los viales en una gradilla
para tubos para que se enfrien a
temperatura ambiente.

Pulse "LEER", y los resultados se

Conversion del
resultado de abs a
mg/L de DQO

Grafique la absorbancia frente a
la concentracion de DQO en
mg/L, para la calibracion de

rango alto esta correlacion tiene

una pendiente positiva.

}

Compare la absorbancia del
instrumento con la curva estandar
para determinar la concentracion

de DQO de los estandares y las
muestras. Aplique el factor de
dolucién cuando sea necesario.

mostraran en abs.
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Determinaciéon de parametros de evaluacion

Selectividad

Interferencias: Se evalud la capacidad del método para identificar el cromoéforo
(ion cromico,Cr3*) que surge de la reaccion de oxidacion del patron primario KHP

con el dicromato de potasio (K,Cr,0,).

Se analizaron muestras sin matriz organica anadida (blancos), muestra fortificada
con el KHP y muestras con KHP pero con el interferente de cloruros afiadido en
varios niveles, verificando que la senal colorimétrica corresponda unicamente al

analito objetivo.

Efecto matriz: En esta prueba se tomé una muestra de efluente de la Ptar y se
procedio con la construccidon de la curva de calibracion por adicion de estandar,

para evaluar las pendientes.
Aplicacién

Selectividad cualitativa: Se registraron espectros de absorciéon dentro del rango
de 550 a 670 nm de longitud de onda con el estandar de KHP “E500” mg/L de
DQO, blanco y estandar + interferente, estos barridos espectrales se hicieron por
duplicados. Las mediciones se realizaron en el espectrofotometro Hach DR 6000,
utilizando una resolucidn espectral de 1 nm. Los espectros obtenidos fueron
comparados visualmente y mediante el criterio matematico de la similitud del
coseno de acuerdo con la ecuacion 3.1, para verificar que la sefial analitica del

analito no presentara interferencias espectrales relevantes.

n P
LotV (3 1)
\/Z?i=1xz2 Jz?i=1yi2

Selectividad cuantitativa: Para evaluar la influencia de potenciales interferentes,

Similitud de coseno = cos (0) =

se afiadieron niveles crecientes de cloruros: 500 — 1000 — 1500 y 2000 mg/L a
soluciones fortificadas con el analito a concentraciones de 50 — 100 — 500 y 1500
mg/L DQO. Cada combinacion analito + interferente se analizé por duplicado,
permitiendo determinar el efecto sobre la recuperacion ecuacién 3.2y la precision

con la ecuacion 3.3
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OR = Tmedida y 100 (3.2)

tedrica
Donde:
¢  Cheaida: cOncentracion de DQO obtenida experimentalmente en presencia
del interferente (mg/L)
o Cieorica. CONcentracion tedrica o normal de DQO adicionada a la muestra
(mgl/L).
CV(%) == x 100 (3.3)
Donde:
e s:desviacion estandar de las mediciones replicadas (mg/L).

e X: valor promedio de la concentracién de DQO medida (mg/L).

Efecto matriz: Se aplicé un disefio de curvas paralelas (curva general vs. curva
por adicion de matriz), evaluado mediante el estadistico R con la ecuacién 3.4.
Las mediciones se realizaron en 8 puntos por duplicado por punto. Esta técnica

permitié determinar si la matriz alteraba la pendiente.

R = 21.c4D (3 4
by cn

Para construir el intervalo de confianza al 90% (IC90) del cociente, se aplico la

transformacion logaritmica natural:
In(R) = In (”ﬂ) (3.5)
by cn

El error estandar de In (R) se estimo por propagacion de los errores estandar de

ambas pendiente:

bi,cap bicn

SE(n(R)) = j(sE(bl,CAD))Z N <sE<b1,CN))2 (3.6)

El IC90 en escala logaritmica se calculé como:
In (R) + to95,SE(In(R)) (3.7)
y se transformd nuevamente a la escala original mediante la funciéon exponencial

para obtener el IC90 de R.
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Criterios de aceptacion

Selectividad - interferencia (cualitativa): Se comparan espectros de muestra
pura con KHP y KHP — cloruros y se consideran espectralmente iguales si en los

dos espectros la similitud espectral basada en el coseno es > 0.95.

Selectividad - interferencia (cuantitativa): El % de recuperacién debera ser 100
+ 10 % y el CV% <5 (EURACHEM, 2014)

Selectividad — efecto matriz: Para evaluar si existe efecto matriz significativo en
la determinacion de DQO mediante el método colorimétrico de reflujo cerrado, se
compararan las pendientes de la curva de calibracién normal (C.N) y la curva
obtenida por adicién estandar (C.A.D). Se calcula el cociente entre pendientes Ry
su intervalo de confianza al 90% (1C90). El IC90 se considera libre de efecto matriz
si el IC90 del cociente de pendientes se encuentra dentro del intervalo técnico de
equivalencia de 0,90 a 1,10 (Miller & Miller, 2010)

Limite de Deteccién (L.O.D)

Se realiz6 un estudio de blanco para calcular siguiendo los lineamientos de la guia
Eurachem el L.O.D. ElI LOD teorico se calculé utilizando condiciones de
repetibilidad y precision intermedia con un total de 10 mediciones del blanco de
muestra durante 3 dias. Luego se procedié a calcular la desviacion estandar del
blanco, posteriormente se aplico la ecuacion 3.8 que indica la guia Eurachem para
la obtener el LOD tedrico.

!
3xs,

L.0.D¢eorico = (3.8)

pendiente
Posteriormente se confirma el L.O.D de manera experimental verificando que la

sefial fuese coherente con los criterios de aceptacion definidos.
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Aplicacion experimental

Para aceptar el limite de deteccion experimental se realizaron 7 mediciones de
blanco fortificado, préximo al nivel de L.OD tedrico, del método se aplicaron 3
criterios técnicos que forman base de la ISO 11885, 8466-1, recomendaciones del
EPA (40 CFR) y la funcién de Horwitz son: precision aceptable y las recuperaciones

estén dentro de los criterios de aceptacion (Horwitz & Albert, 2006).

Criterio de aceptacion

» Coherencia estadistica entre valor experimental y tedrico, (|Xx—
LODteoricol <2s
» RSD < 20% para el nivel cercano al L.O.D

= Recuperacion aceptable: 80-120%

Limite de Cuantificacion (L.0.Q)

El LOQ se calculd utilizando condiciones de repetibilidad y precisién intermedia con
un total de 10 mediciones del blanco de muestra durante 3 dias. Luego se procedid
a calcular la desviacion estandar del blanco, posteriormente se aplico la ecuacion
2.17 que indica la guia Eurachem para la obtener el LOQ tedrico.

10 * s,
pendiente

L.0.Qteorico = (3.9)

Posteriormente se confirma el L.O.D de manera experimental verificando que la

sefal fuese coherente con los criterios de aceptacion.

Aplicacion experimental

Para aceptar el limite de cuantificacién experimental se realizaron 7 mediciones de
blanco fortificado, se acepta cuando se mantiene dentro del intervalo operativo
recomendado por el fabricante y por Standard Methods. El L.O.Q experimental se
considera verificado y aceptado cuando se cumplen los criterios de aceptacion
(American Public Health Association (APHA), 2023).
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Criterio de aceptacion

e Precision aceptable : RSD < 20%
e Recuperacion aceptable: 80-120 %

e Confirmacion de relacion practica L.O.Q > 3 x MDL

Intervalo de trabajo e intervalo lineal

El intervalo de trabajo y la linealidad del método se evaluaran mediante una
inspeccién visual del grafico, con el apoyo de estadisticas y un grafico de residuales
de una regresion lineal, ademas la evaluacion del intervalo de trabajo se sustentara
con datos de estudios de precisidn y sesgo, con concentraciones que cubran todo

el intervalo de trabajo del método.

La linealidad del método se verific6 mediante la construccion de 1 curva de
calibracion con 8 niveles de concentracion preparados a partir del patrén primario
KHP de 1500 mg/L. Cada nivel se analizé en por duplicado, por 3 dias distintos,
para evaluar estabilidad de la respuesta. Las absorbancias se registraron en el
espectrofotdmetro Hach DR 6000. Posteriormente, se aplicd un ajuste por regresion

lineal a la ecuacién descrita por la expresion 3.10 para cada curva

y=mx+b (3.10)

Seguido de un analisis estadistico para cada una.
e Evaluacién de residuos,
e Analisis de homocedasticidad,
e Correlacion entre variables (R?),

« Verificacion de significancia de la pendiente,

Esta técnica permitié verificar si la relacion entre concentracion y respuesta

instrumental se mantenia proporcional en el rango de trabajo.
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Criterio de aceptacion

Linealidad

Se evalla segun criterios de aceptacion utilizados internacionalmente R? > 0.995,
pendiente significativamente #0, residuos aleatorios sin tendencia y errores
relativos |%RE| < 20 para niveles de 20-50 mg/L, |%RE| < 15 para niveles medios
de 50 -200 mg/L y |%RE| < 10 para niveles > 200 mg/L (International Organization
for Standardization, 2021).

Intervalo de trabajo

La evaluacion del intervalo de trabajo se realizé mediante estudios de repetibilidad,
precision intermedia y exactitud, aplicando ensayos de adicion estandar sobre una
matriz real de agua residual tratada, representativa de las condiciones rutinarias de
analisis. Los estudios se desarrollaron en los niveles de 100, 300, 700 y 1500 mg/L
de DQO.

Se establecieron como criterios de aceptacion un coeficiente de variacion relativo
de <10 % para la repetibilidad, <15 % para la precision intermedia y recuperaciones
comprendidas entre 80 % y 120 %. Los resultados obtenidos demostraron un
comportamiento metrologico satisfactorio en todos los niveles evaluados,
cumpliendo simultdneamente los criterios definidos conforme a la guia
(EURACHEM, 2014)

En consecuencia, se establece como intervalo de trabajo del método el rango
comprendido entre 100 y 1500 mg/L de DQO, dentro del cual el método presenta
una precision y exactitud adecuadas para su uso previsto, garantizando la
confiabilidad de los resultados analiticos reportados bajo condiciones normales de

operacion del laboratorio.
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Veracidad (sesgo)

Se trabajo con un MRC tipo muestra, donde se hicieron varias repeticiones y se
evalud segun los criterios que especifica la Eurachem y el certificado de analisis del
MRC.

Analisis mediante un MRC
Se realizaron 10 mediciones independientes del MRC con valor certificado de 142

+ 4 mg/L, trabajando bajo condiciones de repetibilidad.

Criterios de aceptacion para la evaluacién del sesgo

Las mediciones obtenidas fueron analizadas con la estadistica siguiente:
e La media y cada repeticion debe encontraste dentro del intervalo declarado
(138-146 mg/L)
e Recuperacién aceptable entre 90-110% para la media y cada repeticion.
e Analisis del sesgo relativo

e Prueba t para evaluar si existia sesgo estadisticamente significativo, t.,; <

tcrit

Precision (Repetibilidad y precision intermedia)

La determinacion simultanea de estos dos componentes fue realizada mediante un
disefio en el cual se hicieron adiciones de concentracion conocida de DQO dentro
del intervalo de trabajo con el patron primario KHP a una muestra de agua residual
que previamente fue preservada con H,S0, aun pH < 2y caracterizada para obtener
su DQO nativa.

Después del estudio de precision se procedid a evaluarlo con las técnicas
estadisticas de ANOVA para posteriormente obtener la desviacion estandar de
repetibilidad y de precision intermedia.
e Repetibilidad: Para cada nivel (100,300,700, 1500 mg/L) se realizaron 6
repeticiones bajo condiciones estrictas de repetibilidad (mismo analista,

equipo, dia, reactivos, soluciones, condiciones ambientales).
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e Precision intermedia: Se repiti6 el ensayo en tres dias consecutivos,
manteniendo el mismo analista y equipo obteniéndose un total de 18

mediciones por nivel.
Criterios de aceptacion

Para la evaluacion de la precision se establecieron criterios diferenciados para
repetibilidad y precisiéon intermedia, siguiendo las recomendaciones de la ISO 5725-
2:2019, Eurachem vy el modelo de Horwitz para métodos ambientales
((EURACHEM, 2014; Horwitz & Albert, 2006; International Organization for
Standardization, 2019)
1. En nivel bajo cerca de limite inferior operativo (100 mg/L) se aceptd un
%RSD, <4, %RSD,; < 8, % recuperacion 84-116.
2. En niveles medios como 300 mg/L se considera aceptable %RSD, < 3,39,
%RSD,; < 6,78, % recuperacion 89,8-110,2 y para 700 mg/L un %RSD, <
2,98, %RSD,; < 5,97, % recuperacion 91,0-109,0.
3. En niveles altos como 1500 mg/L se adoptd un criterio de %RSD, < 2,66,
%RSD,; < 5,32, % recuperacion 94,7-105,3.
Bajo estos criterios el método presenta un precision adecuada para su uso en el

analisis rutinario de DQO.

Robustez operacional

La robustez del método se evalué modificando ligeramente variables criticas del

procedimiento. Se utilizé un disefio factorial 23 , en el cual se variaron los factores:
e Factor 1: temperatura de digestion en los niveles: (-1) 148 y (+1) 150°C
e Factor 2: equipo de digestion: (-1) Hach y (+1) Merck

e Factor 3: tiempo de digestiéon: (-1) 1 h45 miny (+1) 2 h 15 min.

Cada combinacién se analizé por duplicado.
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Criterio de aceptacion

Los efectos principales e interacciones se evaluaron mediante analisis
comparativo o ANOVA, verificando que:
e Se compara efectos principales e interacciones

e Se considera que el método es robusto si: no existe impacto significativo
(p=0.005) de cada factor e interaccion sobre el valor de DQO.

Declaraciéon: Se considera que el método es robusto si: no existe impacto

significativo (p=0.005) de cada factor e interaccion sobre el valor de DQO.

Incertidumbre

Para la identificacién de los factores de incertidumbre se emplea el diagrama de
Ishikawa presentando en la Figura 3.2. Posteriormente se utilizé el modelo
matematico de incertidumbre basado en la guia Eurachem obteniendo la

incertidumbre combinada y expandida del método.

KHP: Pureza del KHP, Calilbracion de la

- balanza , Resolucion de la balanza,
EQUIPO DE Resolucion repetibilidad del pesado
LABORATORIO Calibracién a 150 °C
$ Preparacién Patrén Volumen final 1000 mL: Incertidumbre. del
» Primariec KHP matraz, efecto de la temperatura (22 °C)
Resoluc\ovn Micropipeta Termo Reactor
Calibracion de10mL Hach DRB 200
Muestreo Residuos
Exactitud de longitud de de onda Tf
Reproducibilidad de longitud de onda Espectrofotométro Incertidumbre Curva de calibracién
Resolucion de longitud de onda - UV-VIS DR 6000 debida al muestreo
Exactitud
DETERMINACION DE DQO EN
AGUAS RESIDUALES

/ DOMESTICAS, mg/L

Incertidumbre del estudio de | Precisién Presisién Intermedia
precision xp]’cd = (,“uba - b())/bl

Incertidumbre del estudio de
sesgo

|:Sesgo

MANO DE OBRA

Figura 3.2 Diagrama de Ishikawa para la determinacion de la Incertidumbre del
método
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Criterio de aceptacion

Se planeta como criterio de aceptacion los siguientes criterios:
1. Para un intervalo de 100-300 una U,.;, (%) < 20%
2. Para > 300 — 1500 una U,.;, (%) < 10%

3.2.3.2 Recursos

1. Equipos de laboratorio
= Espectrofotometro UV-VIS Hach DR 6000
= Termorreactor DRB 200 Hach
= Termorreactor TR 300 Spectroquant
= Micropipeta de 1-10 mL sartorius
= Micropipeta de 100 a 1000 uL sartorius
= Plancha de agitacion marca Joan Lab
= Termohigrometro marca IsoLab.
= Autoclave marca Biobase
= Balanza analitica marca AND
2. Materiales de laboratorio
= Puntas esterilizadas para micropipeta de 10 mL sartorius y de 1000
uL.
= Matraces aforados de 50 marca pyrex, 100, 250, 1000 mL marca
Brand
= Barras de agitacion
= Vasos precipitados de 50 mL
= Espatula
=  Gradillas
» Frascos de vidrio de 100, 500 y 1000 mL marca Youtility

3. Reactivos
= Patrén primario KHP con pureza del 99.95% marca Fisher chemical

= Patrén primario de NaCl 99.5% marca Loba chemie.
= Viales marca Hach rango alto para DQO
* MRC Demand — WP 142 + 4 mg/L
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= Agua Tipo |
4. Soluciones
e 20, 50, 200, 300, 500, 750 y 1000 mg/L a partir de la solucion stock
de 1500 mg/L de DQO tedrica.
e 300, 700 y 1500 mg/L a partir de la solucion stock de 2000 mg/L de
DQO tedrica.
e 100 mg/L a partir de solucién stock de 500 mg/L de DQO tedrica.
e Solucién stock de 10000 mg/L de cloruros.
5. Insumos
= Guantes de nitrilo
= Gafas de seguridad
=  Mandil
= (Cabina extractora
6. Software

= Excel

Preparacién de soluciones patrén y MRC

La obtencidon de datos confiables requirio la preparacién y el uso de estandares de
referencia, entre los cuales se incluyeron
a) Preparacion de la solucion stock de 1500 mg/L de DQO: Previamente se
seca una cantidad de KHP en la estufa a peso constante a 110°C, luego se
pesa gravimétricamente en una balanza analitica 1.275 g, se disuelve con
agua tipo | en un matraz clase A de volumen de aforo de 1 L, esta solucién
sera usada para la construccion de la curva estandar.
= Preparacion de 20 mg/L: Tomar una alicuota de la solucion madre
de 666 uL y aforar en un volumen de 50 mL.
* Preparacion de 50 mg/L: Tomar una alicuota de la solucién madre
de 666 uL y aforar en un volumen de 50 mL.
= Preparacion de 200 mg/L: Tomar una alicuota de la solucién madre
de 666 uL y aforar en un volumen de 50 mL.
= Preparacion de 500 mg/L: Tomar una alicuota de la solucién madre

de 666 uL y aforar en un volumen de 50 mL.
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b)

d)

= Preparacion de 750 mg/L: Tomar una alicuota de la solucion madre
de 666 uL y aforar en un volumen de 50 mL.
= Preparacion de 1000 mg/L: Tomar una alicuota de la solucion
madre de 666 uL y aforar en un volumen de 50 mL.
Preparacién de la soluciéon stock de 2000 mg/L de DQO: Previamente se
seca una cantidad de KHP en la estufa a peso constante a 110°C, luego se
pesa gravimétricamente en una balanza analitica 1.70 g, se disuelve con
agua tipo | en un matraz clase A de volumen de aforo de 1 L.
e Preparacion de 300 mg/L: Tomar una alicuota de la solucién madre
de 7,5 mL y aforar en un volumen de 50 mL.
e Preparacion de 700 mg/L: Tomar una alicuota de la solucién madre
de 17,5 mL y aforar en un volumen de 50 mL.
e Preparacion de 1500 mg/L: Tomar una alicuota de la solucion
madre de 37,5 mL y aforar en un volumen de 50 mL.
Preparacién de la solucién stock de 500 mg/L de DQO: Previamente se
seca una cantidad de KHP en la estufa a peso constante a 110°C, luego se
pesa gravimétricamente en una balanza analitica 425 mg, se disuelve con
agua tipo | en un matraz clase A de volumen de aforo de 1 L.
e Preparacion de 100 mg/L: Tomar una alicuota de la solucién madre
de 10 mL y aforar en un volumen de 50 mL.
Preparaciéon de la solucion stock de 10000 mg/L de cloruros:
Previamente se seca una cantidad de NaCl grado reactivo en la estufa a
peso constante a 140°C, luego se pesa gravimétricamente en una balanza
analitica 1.648 g, se disuelve con agua tipo | en un matraz clase A de
volumen de aforo de 100 mL.
e Preparacion de 500 mg/L Cl~': Tomar una alicuota de la solucién
madre de 2,5 mL y aforar en un volumen de 50 mL.
e Preparacion de 1000 mg/L Cl~': Tomar una alicuota de la solucién
madre de 5 mL y aforar en un volumen de 50 mL.
e Preparacién de 1500 mg/L Cl~': Tomar una alicuota de la solucién
madre de 7,5 mL y aforar en un volumen de 50 mL.
e Preparaciéon de 2000 mg/L CI~: Tomar una alicuota de la solucién

madre de 10 mL y aforar en un volumen de 50 mL.
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e) MRC de 142 + 4 mg/L: Para preparar la solucién, se llené parcialmente un
matraz aforado de 1 L con agua de grado reactivo, de la ampolla QC1130-
20 mL se transfiri6 10 mL al matraz, luego se llené el matraz aforado con
agua de grado reactivo, se mezclé bien y finalmente la muestra ya estuvo
esta lista para su analisis inmediato, si el ensayo no se dara dentro de 2
horas se debera preservar una porcion del MRC utilizando 0,2 ml de acido
sulfurico concentrado por cada 100 mL hasta llevarlo a un pH < 2. Esta
alicuota debe almacenarse a 4 °C y analizarse dentro del tiempo maximo de

conservacion de 28 dias.

3.2.4 Analisis estadistico.

El analisis estadistico aplicado en este estudio se disefid¢ para garantizar que los
resultados obtenidos durante la verificacion del método colorimétrico de DQO
cumplan con los requisitos de validez metroldgica exigidos por estandares
internacionales como: Eurachem, ISO 5725, ISO 8466-1 y Standard Methods
5220D.

Para ello se emplearon técnicas de estadistica descriptiva e inferencial,

seleccionadas segun la naturaleza de cada parametro de desempeio evaluado.
3.2.41 Analisis descriptivo.
1. Medidas de tendencia central

= Media aritmética (X) para describir la sefal analitica promedio de

cada nivel evaluado.

2. Medidas de dispersion
= Desviacion estandar muestral: cuantifica la variabilidad de las
mediciones bajo condiciones de repetibilidad e intermedia.

no(x.— %

=% (3.12)
3. Representaciones graficas

= Diagramas de dispersion: Representa graficamente la relacion

entre una variable independiente y una variable de respuesta. Este

grafico permite una inspeccidén visual preliminar para identificar
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tendencias, patrones no lineales, valores atipicos y posibles
relaciones funcionales antes de aplicar modelos estadisticos formales
(Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008)

0,8000000000
0,7000000000
0,6000000000
0,5000000000

> 0,4000000000 y

0,3000000000 Prondstico para 'Y

0,2000000000
0,1000000000

0,0000000000
0 500 1000 1500 2000

Variable X 1

Figura 3.3 Diagrama de dispersion entre la variable independiente y la
respuesta analitica

Interpretacion

e Tendencia lineal implica relacion proporcional.

e Dispersion aleatoria es causada por ausencia de relacion.

e Curvaturas muestra la existencia de un posible modelo no

lineal.

Graficos de residuos: Los graficos de residuos muestran la
diferencia entre los valores observados y los valores estimados por el
modelo estadistico. Su analisis ayudara a validar los puestos de
linealidad, homocedasticidad e independencia de los errores

(Montgomery et al., 2006).
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Figura 3.4. Grafico de residuos del modelo de regresion lineal.

Interpretacion

e Residuos aleatorios implica un modelo adecuado.

e Forma de embudo muestra heterocedasticidad.

e Patrones curvos es causa de un modelo incorrecto.
Graficos de normalidad: Los graficos de normalidad, también
conocidos como graficos de probabilidad normal, permiten evaluar
visualmente si los residuos del modelo siguen una distribucion que es
el supuesto clave para aplicar ANOVA vy las pruebas de significancia
conocidas. Si los puntos se alinean aproximadamente sobre una
recta, se considera que la hipdtesis de normalidad es razonable
(Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008).

53



0,7 -

0,6 -

0,2 -

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Muestra percentil

Figura 3.5. Grafico de probabilidad normal de los residuos.
Interpretacion

¢ Alineacién recta expresa una normalidad aceptable.

e Desviaciones sistematicas implica una no normalidad.
Graficos de interaccion de factores: Se utilizan en disefios
factoriales para evaluar si el efecto de un factor depende del nivel de
otro. Estos graficas representan la respuesta promedio frente a un
factor.

Las lineas paralelas indican ausencia de interaccion; las lineas no

paralelas o que se cruzan evidencia interaccion significativa.

INTERACCION AC

152
151,5
151
150,5
150
149,5
149
148,5

148
148 150

Figura 3.6. Grafica de interacciéon entre los factores A y B.
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3.2.4.2 Analisis inferencial

El analisis inferencial se aplicO para sustentar estadisticamente la validez del

meétodo de DQO vy verificar que las diferencias observadas respondan a variabilidad

experimental. En particular se emplearon pruebas orientadas a:

0N =

Evaluar la relacion lineal entre respuesta e intensidad de sefial (regresion),
Contrastar sesgo frente a un valor de referencia. (t de Student),

Comparar medias entre condiciones (ANOVA), y

Verificar supuestos del modelo mediante analisis de residuos, pruebas

formales de normalidad y homogeneidad de varianzas.

Regresion lineal simple (curva de calibracién)

1. Modelo y estimacion de parametros

Se ajusto el modelo lineal

Yi = Bo + B1x; (3.13)
Donde y; es la respuesta instrumental (absorbancia), x; la concentracion
nominal, B, estimador de la ordenada, j3, estimador de la pendiente.
Para calcular el estimador de la pendiente y ordenada usaremos la

ecuacion 3.14 y 3.15 respectivamente

_ Qe x) X1 yi)

.S =1 X1
pr=5"= N (3.14)
XX nooa2_ (Zi=1 xl')
=11 n
n n
~ ~ . . ~ . x
Bo =7 - pix == =21 3.15)

. Error estandar de estimacion

Es el error que existe cuando se va a predecir y en funcion de x, primero
se calculara la suma de cuadrados del error con la ecuacién 3.15, luego
el cuadrado medio del error con la ecuacion 3.16 y finalmente con la

expresion 3.18 el error estandar de estimacion.
n n
~ A A 2
SCe= ) 0= 90> = ) (0 = Bo + BrxiD))” (316)
i=1 i=1

SCg
n—2

2

6 = CME (3.17)
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& =+CME (3.18)
3. Prueba de hipotesis
Para verificar si la pendiente es significativamente diferente de cero se
plantea la siguiente hipétesis nula y alternativa respectivamente: H,: 5; =
OyHu;:B,#0
Se rechaza H,, si el valor absoluto del estadistico calculado |t,| es mayor
que el correspondiente valor critico obtenido en la tabla de distribucion t-

Student, es decir, se rechaza H, si:

|to] > t(%'n_z) (3.19)

O si el valor — p < a (nivel de significancia) (3.20)
Para verificar si la ordenada es diferente de cero se plantea la siguiente
hipotesis nula y alternativa respectivamente: Hy: B, =0y Hy: Sy # 0, el

analisis estadistico es el mismo del parrafo anterior.

Tabla 3.1 Resumen de las pruebas de hipétesis sobre los estimadores de
pendiente y ordenada

Parametro | Estimacion Error estandar Estadistico Valor - p
Intercepcion B CME[1+(JE)2] S 2. | pltea > ltol
0 n S lemert + &0 e
n - Sy
[
. 5 CME
Pendiente B, S CME p(tea > ltol
XX S
XX

Nota: Obtenido de (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008)
En regresiéon lineal aplicado a la verificacion de métodos analiticos

cuantitativos lo que importa es que los estimadores de pendiente y
ordenada sean diferentes de 0 (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008).
4. Estimacion del intervalo de confianza para los estimadores de la
regresion lineal.
Se pueden estimar el intervalo para los estimadores con un nivel de
confianza del 95% o nivel de significancia a = 0.05, para f3; esta dado
con la ecuacion 3.17 y para 3, con la expresion 3.18 (Gutiérrez Pulido &
de la Vara Salazar, 2008).

56



(3.21)

~ ME
ﬁl i t a C
(7'”'2) Sxx
(x

Bottiz, o) \/CME EJF S_)Zl (3.22)

5. Coeficiente de determinacion, R?

Evalua la calidad del ajuste explicando la proporcion de la variabilidad en
los datos (Y) que es explicada por el modelo, su calculo se muestraen la
ecuacion 3.23 (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008).

SCr _ P15y
Syy  Lima(i —¥)?

6. Coeficiente de correlacion, r

R? =

(3.23)

Mide la intensidad de la relacién lineal entre la variable de respuesta y la
variable de entrada, es decir la sefial del equipo y la concentracidon
respectivamente. Se usa la expresion 3.24 para su calculo (Gutiérrez
Pulido & de la Vara Salazar, 2008).

S
r=——— (3.24)

SxxSyy

Prueba t de Student para un valor conocido.

Se utilizo para comparar la media experimental obtenida al analizar el MRC
vs su valor certificado
Hipdtesis evaluada H,: no existe sesgo significativo vs H,: existe sesgo
significativo.
teal = %
Vn

La comparacién se realizé considerando el valor critico con el tabulado. El

(3.25)

meétodo se aceptd como no sesgado cuando t ., <ty (gn — 1) = 2,260

(p > 0.05) (Miller & Miller, 2010).
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Analisis de Varianza

1. Deteccion de valores atipicos — Prueba de Grubbs
Antes de aplicar el andlisis de varianza, se evalud la posible existencia
de valores atipicos en los datos experimentales, ya que estos pueden
distorsionar significativamente las estimaciones de varianza y afectar
la validez del ANOVA.
Para cada nivel de concentracion y para cada dia de analisis, se
aplico la prueba de Grubbs, bajo la hipdtesis:
H,: no existen valores atipicos en el conjunto de datos,
H,: existe al menos un valor atipico.
El estadistico de prueba se calcul6 como:

g — x|

G (3.26)

Donde:
e x; es el valor sospechoso,
e i es la media muestral,
e s es la desviacion estandar.
Se considera atipico un valor si G > G,,;;(@ = 0.05,n = 6) = 1.887
O si el valor p < @ = 0.05.
En ausencia de valores atipicos, el conjunto de datos fue
considerados aptos para el analisis de varianza posterior (Miller &
Miller, 2010).
2. ANOVA de un factor
Para cada nivel de concentracién, se aplicé un ANOVA de una via donde:
e Factor: Dia de analisis (3 niveles: Dia 1, Dia 2, Dia 3),
e Variable de Respuesta: concentracion medida de DQO (mg/L).
El modelo estadistico se expresa como:
yij =u+1+¢g; (3.27)
Donde:
e y;; es laj-ésima medicion en el i-ésimo dia,
e 4 esla media global,
e 1; es el efecto del dia i,

e ¢&;; es el error aleatorio.
58



3. Hipétesis estadistica.

Para cada nivel de concentracion se constataron la hipotesis siguientes:
e Hy: uy = u, = pz (no existen diferencias significativas entre dias),
e H,: al menos una media difiere.

4. Descomposicion de la variabilidad.

La variabilidad total se descompuso en:

kK N
.2
SST = Zz(yi, ~5)° (3.28)
=1j=1

k

SSaa= ) M@= (329)

=1

kK N
12
SSE= > (v -7)" (330)
=1j=1

Cumpliéndose la siguiente ecuacion 3.31
SST = SS4iq + SSE (3.31)
5. Estadistico de prueba F de Fischer.

El estadistico de prueba se calcula como:

MS
Fop = W; (3.32)
Donde:
_ SSuia _ SSE
MS i, = 1 (3.33), MSE = N=K (3.34)
Con:
e k: 3 dias,

e N: 18 observaciones por nivel.

Si p(|F.q| < F.it) > 0.05 se concluye que no existe diferencias
estadisticamente significativas entre dias, validando la precision interdia
del método para ese nivel de concentracién. Dentro de la tabla 3.2
podemos ver el resumen de un ANOVA (Gutiérrez Pulido & de la Vara
Salazar, 2008).
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Tabla 3.2 Tabla de ANOVA para un Disefiio completamente aleatorizado

Suma de
Fuente GDL MS F Valor-p
cuadrados
Tratamiento SSaia k-1 MS4ia Fear PUFearl < Ferie)
Error SSE N—-K MSE
Total SST N -1
Nota: Adaptado de Analisis y disefio de experimentos Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar,
2008

6. Normalidad (Prueba de Shapiro-Wilk)
La Normalidad de los residuos del modelo se evalué mediante la prueba
estadistica de Shapiro-Wilk, contrastando la siguientes hipétesis:
e H,: los residuos siguen una distribucién normal,
e H,: los residuos no siguen una distribucion normal.
Para la prueba i) se ordenan los datos de menor a mayor. ii) del apéndice

« . n ..
A se obtienen los coeficientes aq, a,, ..., a;, donde k~5, iii) se calcula el

estadistico W definido con la ecuacién 3.35
2

(3.35)

Kk
1
W = (=152 [Z a;(Xn-i+1) — X
=1

Donde S? es la varianza muestral y por ultimo el valor calculado de W se
compara con el valor critico correspondiente o, de forma equivalente
podemos evaluar el valor-p asociado.

e Sip > 0.05: no se rechaza H, los datos tienen una distribucion

normal.

e Sip <0.05: se rechaza H,, se evidencia una no normalidad.
7. Homogeneidad de Varianza — Prueba de Levene modificada
(Brown & Forsythe)
En los modelos estadisticos paramétricos, particularmente en el ANOVA,
uno de los supuestos estructurales es la homogeneidad de varianzas y
homocedasticidad, la cual establece que las varianza poblacionales
asociadas a los distintos grupos o tratamientos evaluados deben ser
estadisticamente iguales. El incumplimiento de este supuesto puede

comprometer la validez del estadistico F, afectando el control del error
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tipo | y, en consecuencia, la confiabilidad de las inferencias realizadas
(Kutner et al., 2005).

Sea un conjunto de datos dividido en k grupos independientes, con
tamanos muestrales nq,n,,....,n,. La prueba de Levene (Brown —
Forsythe) tiene el siguiente contraste estadistico:
Hipétesis nula Hy: 02 = 02 = - = g7 (3.36)
Es decir, las varianzas poblacionales de todos los grupos son iguales,
por lo que se cumple el supuesto de homogeneidad de varianzas, versus
la hipotesis alternativa
H,:3i # j tal que o} # af (3.37)
Que indica que al menos una de las varianzas poblacionales difiere
significativamente, indicando heterogeneidad de varianzas.
Construccion del estadistico de prueba
Sea Y;; la j-ésima observacion del grupo i, con:
i=12..,k j=12..n; (3.38)

En la modificacién de Brown — Forsythe, cada observacion se trasforma
mediante la desviacion absoluta respecto a la mediana del grupo, Donde
Y; representa la mediana muestral del grupo i.

Zy=|v; - ¥ (3.39)
Esta transformacion elimina la dependencia directa de la distribuciéon
original de los datos y permite evaluar la dispersion relativa de cada
grupo de manera robusta.
Estadistico F de Levene (Brown — Forsythe)

Una vez obtenidos los valores de Z;;, se realiza un analisis de varianza

j
de un factor sobre dichos valores. El estadistico de prueba se define
como:

_ (N - k) . Zileni(z_i_ - Z_)Z

(k-1 P Z;li1(zij - Z_i-)z

w (3.40)

Donde:
e N: Zi-‘zl n; es el numero total de observaciones,

e Z,. Es la media de las observaciones absolutas del grupo i,
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e 7 .. es lamedia global de las desviaciones absolutas.

Bajo la hipdtesis nula, el estadistico W sigue una distribucion F de
Snedecor con los siguientes grados de libertad.

gli=k—-1 (3.37) g, =N—-k (3.41)
Con un nivel de significancia estadistica a = 0,05, que representa la
probabilidad maxima aceptable de cometer un error tipo |, es decir,
rechazar incorrectamente la hipotesis nula de igualdad de varianza.

Tabla 3.3 Regla de decisién

Criterio Decision

No existe evidencia estadisticamente
p=a significativa para afirmar que las

varianzas poblacionales son diferentes.

Existe evidencia estadisticamente

p<a significativa para afirmar que las

varianzas poblacionales son diferentes.

Nota: Adoptado de Applied linear statistical models por Kutner et al., 2005
8. Prueba de White

La prueba de White es un contraste estadistico para detectar
heterocedasticidad en un modelo de regresion.

e Heterocedasticidad: la varianza del error no es constante; cambia
con el nivel de la variable independiente (en tu caso, la
concentracion).

e Homocedasticidad: la varianza del error es constante
“Var(glx) = o?)

Sea el modelo de regresion lineal simple:
Vi = Bo+ Pixi+ & (3.42)
donde:
e y;es la variable respuesta,
e x;es la variable independiente,
e BoY f1son los parametros del modelo,
e ¢;es el término de error aleatorio.
Tras ajustar el modelo mediante minimos cuadrados ordinarios, se

obtienen los residuos estimados:
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e =y —¥ (343)
Hipotesis estadisticas
La prueba de White evalua las siguientes hipotesis:
e Hipdtesis nula (Hy): la varianza de los errores es constante
(homocedasticidad).
e Hipotesis alternativa (H,): la varianza de los errores no es
constante (heterocedasticidad).
Procedimiento estadistico
El procedimiento de la prueba de White se basa en la construccion de
una regresion auxiliar, en la cual el cuadrado de los residuos del modelo
original se expresa como funcion de las variables explicativas originales
y de sus transformaciones. Para un modelo de regresion lineal simple, la
forma general de la regresion auxiliar es:
ef = ay + a;x; + a,x? +u; (3.44)
donde:

e efrepresenta el cuadrado del residuo,

e «a,, a,a,S0N parametros auxiliares,

e u;es un término de error aleatorio.

La presencia de heterocedasticidad se evalua analizando si los
coeficientes asociados a las variables explicativas en la regresion
auxiliar son conjuntamente significativos.
Estadisticos de contraste
La prueba de White puede evaluarse mediante dos estadisticos
equivalentes:
a) Estadistico de Lagrange Multiplier (LM)
LM = n- RZ, (3.45)
donde:

e n es el numero de observaciones,

e RZ, es el coeficiente de determinacién de la regresion auxiliar.
Bajo la hipdtesis nula de homocedasticidad, el estadistico LMsigue
aproximadamente una distribucion y?con grados de libertad iguales al
numero de variables explicativas en la regresion auxiliar (excluyendo el
intercepto).
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b) Estadistico F
Como alternativa, especialmente util en muestras pequenas, se puede
emplear un contraste basado en el estadistico F, el cual permite evaluar
la significancia conjunta de los regresores en la ecuacién auxiliar.
Criterio de decision
El criterio de decisidon se establece comparando el valor p asociado a los
estadisticos LM o F con un nivel de significancia a, usualmente 0,05:
e Sip > a: no serechaza H,, concluyéndose homocedasticidad.
e Sip < a: serechaza H,, evidenciandose heterocedasticidad.
Ventajas de la prueba de White
La prueba de White presenta las siguientes ventajas relevantes en la
validacion de métodos analiticos:
e No requiere especificar una forma funcional particular de la
heterocedasticidad.
e Es aplicable directamente a modelos de regresion.
¢ No depende de la agrupacion de datos por niveles.
e Resulta adecuada para disefios experimentales con réplicas
limitadas por nivel.
ANOVA factorial 23

Con el fin de evaluar simultanéame el efecto de tres factores y su
posibles interacciones sobre la variable respuesta se emple6 un disefio

factorial 23 descrito en la seccion 2.8.3.

Una vez definido el modelo estadistico de diseno, se procedié a la
estimacion de los efectos principales y de interaccion mediante el

método de contrastes como se indica a continuacion.

Contraste A = [a+ ab + ac + abc — (1) — b — ¢ — bc] (3.46)
Contraste B=[b + ab + bc + abc — (1) —a — ¢ — ac] (3.47)
Contraste C = [c + ac + bc + abc — (1) —a — b — ab] (3.48)
Contraste AB = [ab— b — a + abc + (1) — bc — ac + ¢] (3.49)
Contraste AC = [(1) —a+ b —ab — c + ac — bc + abc] (3.50)

Contraste BC = [(1) +a— b —ab — c — ac + bc + abc] (3.51)
64



Contraste ABC = [abc — bc —ac+c—ab+ b+ a—(1)] (3.52)

Donde AB y C son los factores que estan estudiando y sea
a,b,ab,c,ac,bc y abc son los totales observados en cada uno de los
tratamientos, como se logra apreciar en la siguiente tabla 3.4

Tabla 3.4 Tabla de signos del disefio factorial 23

Total A B C AB AC BC ABC

1 - - - + + +

a + - - - - + +

b - + - - + - +
ab + + - + - - -

c - - + + - - +
ac + - + - + - -
bc - + + - - + -
abc + + + + + + +

Nota: Adaptado de Analisis y Disefio de Experimentos por Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar,
2008

Si se hacen n réplicas de cada tratamiento, los efectos de un disefio 23

se estiman dividiendo los constantes entre n2¥~1 de acuerdo con la
ecuacion 3.53

~ Contraste i
Efecto L= W (353)

La suma de cuadrados se obtiene por la ecuacion (3.54) y la suma total

de cuadrados por la (3.55)

2
(Contraste )
fect
SCefecto = nzke e (354)

0= 993 v -t 059

i=1j=11=1m=1

Para finalizar la suma de cuadrados del error se calcula por diferencia
entrela SCr, los efectos individuales y los efectos de interaccion

dobles vy triples (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008).

Con esta informacion se obtiene la tabla ANOVA descrita en la tabla 3.5

como se muestra a continuacion.
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Tabla 3.5 ANOVA para el disefio 23

FV SC GL CM Fy Valor-p
A SCy 1 CM, CMy/CMg | P(F > F,)
B SCp 1 CMpg CMg/CMy | P(F > F,)
Cc SCe¢ 1 CM, CM;/CMy | P(F >F,)
AB SCpp 1 CMyp | CMyg/CMg | P(F > Fy)
AC SCac 1 CMyc CMy-/CMg | P(F > F)
BC SCpe 1 CMp, CMgc/CMg | P(F > Fy)
ABC SCasc 1 CMygc | CMypc/CMg | P(F > Fy)
Error SCg 2’(n—1) CMg
Total SCr n2 -1

Nota: Adaptado de Andlisis y Disefio de Experimentos por Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar,
2008

Finalmente, los factores cuyos valores de p son inferiores a a = 0,05 se
consideran estadisticamente significativos y, por tanto, deben ser
analizados con mayor detalle para identificar las condiciones de
operaciéon que optimizan el desempeno del proceso y facilitan la
seleccidn del tratamiento mas adecuado. Un menor valor de p indica que
el efecto asociado ejerce una influencia mas relevante sobre la variable

de respuesta (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008).

Asimismo, es importante destacar que para estimar el cuadrado medio
del error se requiere un minimo de dos repeticiones (n > 2). En
consecuencia, se recomienda ejecutar el disefio experimental con al
menos dos réplicas, a fin de disponer de grados de libertad suficientes
para la estimacion adecuada del error experimental (Gutiérrez Pulido &
de la Vara Salazar, 2008).
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CAPITULO 4
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1Diseio del procedimiento especifico de ensayo.

El procedimiento describe de manera detallada la secuencia de actividades
necesarias para la ejecucion del ensayo de DQO mediante el método colorimétrico,
incorporando tanto las disposiciones establecidas en la norma de referencia como

aquellas propias del laboratorio. El procedimiento completo se presenta en el Anexo
A.

Asimismo, la descripcion del método incluye las medidas de seguridad, los
materiales, reactivos y equipos empleados en el ensayo, asi como la preparacion
de reactivos, la elaboracibn de la curva de calibracion, los calculos
correspondientes, el tratamiento de los resultados, los criterios de aceptacion y

rechazo, y las condiciones de almacenamiento y preservacion de las muestras.

El procedimiento final, sustentado en los resultados de la validacién del método,
define el intervalo de trabajo y los criterios de aceptacion y rechazo aplicables

dentro del aseguramiento de la calidad de los resultados.

4.2 Evaluacion de los criterios de calidad.

El pardmetro DQO fue verificado por el método ASTM D1252-06 y Standard
Methods 5220D, se evaluaron los parametros de selectividad, limite de deteccion,
limite de cuantificacién, linealidad, intervalo de trabajo, veracidad, precision,

robustez y calculo de la incertidumbre.

Los resultados obtenidos para cada parametro de desempefo se encuentran a

continuacion:
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4.2.1 Selectividad Cualitativa

0,26

0,24

0,22
0,2 E500 PL
E500 SL

0,18

0,16

ABSORBANCIA

0,14
0,12

0,1
0,08

0,06
400 450 500 550 600 650 700

LONGITUD DE ONDA, NM
Figura 4.1 Espectro de absorcion del estandar de 500 mg/L de DQO

En la Figura 4.1 se presentan los espectros de absorcién correspondientes a una
solucion estandar de DQO de 500 mg/L, preparada a partir de ftalato acido de
potasio (KHP) como patrén primario, utilizando dos lotes distintos de reactivos

digestores, identificados como PL y SL.

Los espectros obtenidos para ambos lotes muestran un comportamiento espectral
similar, caracterizado por una banda de absorcién bien definida en la region visible,
con un maximo de absorcién ubicado aproximadamente alrededor de 600 nm. La
forma de los espectros es coincidente en todo el intervalo de longitudes de onda
evaluado, sin evidenciar la presencia de picos adicionales, hombros o senales

anomalas que pudieran asociarse a interferencias espectrales.

Se observa una ligera diferencia en la intensidad de la absorbancia maxima entre
los lotes PL y SL; sin embargo, esta variacion no afecta la posicion del maximo de
absorcion ni la forma general del espectro. Dichas diferencias se consideran
atribuibles a variaciones normales entre lotes de reactivos, propias del proceso de
fabricacion, y no a cambios en la respuesta analitica del método.
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En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que el método produce una
respuesta espectral consistente y especifica para una concentracion de 500 mg/L
de DQO, independientemente del lote de reactivos empleado, confirmando la

selectividad del método bajo las condiciones evaluadas.

0,3

0,25

—e—E500
02 |—@—E500+ Cl 2000 ppm
E500 + Cl 1500 ppm

015 |—e—E500+Cl1000ppm

ABSORBANCIA

—@—E500 + Cl 500 ppm

0,1

0,05

450 500 550 600 650 700

Longitud de onda, nm

Figura 4.2 Comparacion de espectros de absorciéon entre E500 y E500 con
interferente de Cloruros

La selectividad del método fue evaluada mediante el analisis cualitativo de los
espectros de absorbancia del sistema E500 en ausencia y en presencia de cloruros
anadidos en concentraciones de 500, 1000, 1500 y 2000 mg/L.

Como se observa en la Figura 4.2, los espectros correspondientes al E500 sin
interferente y a las soluciones enriquecidas con cloruros presentan perfiles
espectrales altamente similares, caracterizados por un maximo de absorbancia

ubicado aproximadamente en la misma region espectral (~600 nm), sin
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desplazamientos significativos de longitud de onda ni aparicién de nuevas bandas

de absorcion.

La forma general de las curvas se mantiene constante en todo el intervalo espectral
evaluado, evidenciando que la presencia de cloruros no altera la sefial espectral
caracteristica del analito. Las variaciones observadas se limitan a cambios leves en
la intensidad de la absorbancia, atribuibles a efectos de matriz, sin afectar la

identidad espectral del sistema de medicion.

Estos resultados indican que, desde un punto de vista cualitativo, el método
presenta una adecuada selectividad frente a la interferencia de cloruros en el rango

de concentraciones estudiado.

En la tabla 4.1 se presentan los valores de similitud del coseno obtenidos al
comparar el espectro del estandar de 500 mg/L de DQO denotado como E500 sin
interferente con los espectros correspondientes a las soluciones enriquecidas con

cloruros en concentraciones de 500, 1000, 1500 y 2000 mg/L.

Los valores de similitud del coseno obtenidos oscilaron entre 0,9996 y 0,9997,
superando ampliamente el criterio de aceptacion establecido (= 0,95) para todas

las concentraciones evaluadas.

Estos resultados evidencian una elevada coincidencia espectral entre el sistema
E500 y las soluciones con cloruros anadidos, lo que indica que la presencia de
cloruros, incluso a concentraciones elevadas, no altera de manera significativa la
forma ni la estructura espectral de la senal analitica. En consecuencia, se confirma
que el método presenta una adecuada selectividad frente a la interferencia de

cloruros en el rango estudiado.
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Tabla 4.1 Similitud del coseno entre el espectro E500 y E500 con cloruros afnadidos.

] Similitud de o
Condicion evaluada Concentracion de CI~ (mg/L) Criterio( = 0.95)
Coseno
E500 vs E500 - Cl1- 500 0,9997 Cumple
E500 vs E500 - CI- 1000 0,9996 Cumple
E500 vs E500 - CI™ 1500 0,9997 Cumple
E500 vs E500 - Cl~ 2000 0,997 Cumple

Nota: Elaboracion propia

En la Figura 4.3 se presentan los espectros de absorbancia correspondientes al
estandar E500 mg/L DQO sin interferente y al E500 con la adicién de 5 mg/L de
sulfuros. Ambos espectros muestran perfiles altamente similares, con coincidencia
en la posicion del maximo de absorbancia y conservaciéon de la forma espectral
caracteristica, sin desplazamientos apreciables de longitud de onda ni aparicion de

bandas adicionales.

0,25
0,2
E500 mg/L DQO
0,15 E500+ 5 mg/L de
Sulfuros
0,1
0,05
0
400 450 500 550 600 650 700

Figura 4.3 Comparacion de espectros de absorcién entre E500 y E500 con
interferente de Sulfuros
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Con el fin de complementar la evaluacion cualitativa, se calculd la similitud del
coseno entre ambos espectros, obteniéndose un valor de 0,99994, el cual supera
ampliamente el criterio de aceptacién establecido (= 0,95), como se muestra en la
Tabla 4.2.

Tabla 4.2 Similitud del coseno entre el espectro E500 y E500 con sulfuro anadido

Condicion evaluada | Concentracion de €I~ (mg/L) | Similitud de Coseno | Criterio ( = 0.95)

E500 vs E500 - S%~ 5 0,99994 Cumple
Nota: Elaboracion propia

Este resultado indica una elevada coincidencia espectral entre el sistema E500 vy la
solucion con sulfuro afiadido, evidenciando que la presencia de sulfuros a la
concentracion evaluada no altera de manera significativa la estructura espectral de
la senal analitica. En consecuencia, se confirma que el método es selectivo frente

a la interferencia de sulfuros en las condiciones estudiadas.

Este comportamiento es consistente con lo reportado por Rodriguez & Zapata
(2023), quienes demostraron que el método colorimétrico de reflujo cerrado
mantiene adecuada selectividad frente a interferentes cuando las concentraciones
de cloruros se mantienen dentro del rango operativo del método. Asimismo,
coincide con lo descrito en American Public Health Association (APHA) (2023),
donde se indica que el uso de sulfato de mercurio minimiza eficazmente la

interferencia por cloruros.

No obstante, Gavi (2021) reportd interferencias significativas en matrices con
elevada salinidad, lo cual no se observd en el presente estudio. Esta diferencia
podria atribuirse a la concentracion especifica de interferente evaluada y al

adecuado control del reactivo complejante empleado.
4.2.2 Selectividad Cuantitativa.

La selectividad cuantitativa del método frente a cloruros fue evaluada mediante
ensayos de recuperacion, enriqueciendo soluciones patron de KHP equivalentes a
100, 500 y 1500 mg/L de DQO con concentraciones crecientes de cloruros (500,
1000, 1500 y 2000 mg/L), con el fin de evaluar el posible efecto de interferencia

sobre la cuantificacion del analito.
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Tabla 4.3. Evaluacion de la selectividad cuantitativa del método frente a cloruros
mediante ensayos de recuperacion

bQ0 T~ 5 | DAO T DAo )
sl | aadco | xgerine | experine) Reouberactn | Gy | cumpe
(mgit) | MY | (mgi) | (mgn)
500 100 102 101,30 1,43 Cumple
100 1000 150 148 149,04 0,99 No cumple
1500 154 161 157,71 2,81 No cumple
2000 261 265 262,95 1,14 No cumple
500 506 504 100,98 0,30 Cumple
500 1000 484 484 96,85 0,00 Cumple
1500 478 467 94,47 1,60 Cumple
2000 480 480 95,99 0,00 Cumple
500 1430 1432 95,43 0,11 Cumple
1500 1000 1432 1432 95,50 0,00 Cumple
1500 1428 1430 95,28 0,11 Cumple
2000 1437 1439 95,86 0,11 Cumple

Como se observa en la tabla 4.3, para el nivel bajo de concentracién (100 mg/L de
DQO), unicamente la condicion enriquecida con 500 mg/L de cloruros presenté un
porcentaje de recuperacion dentro del intervalo de aceptacién establecido (101,30
%). En las condiciones enriquecidas con 1000, 1500 y 2000 mg/L de cloruros, se
obtuvieron recuperaciones superiores al limite superior del criterio definido (110 %),
por lo que dichas condiciones no cumplieron con el criterio de selectividad

cuantitativa, a pesar de presentar valores de C.V.(%) inferiores al 5 %.

Para el nivel medio de concentracion (500 mg/L de DQO), todas las condiciones
evaluadas cumplieron con los criterios de aceptacion establecidos, con porcentajes
de recuperacion comprendidos entre 94,47 % y 100,98 %, y coeficientes de

variacion inferiores al 5 %.

De igual manera, en el nivel alto de concentracién (1500 mg/L de DQO), los
ensayos enriquecidos con cloruros mostraron porcentajes de recuperacion entre
95,28 % y 95,86 %, asi como valores de C.V.(%) iguales o inferiores al 0,11 %,
cumpliendo con los criterios definidos para la evaluacion de la selectividad

cuantitativa.

En consecuencia, los resultados confirman que el método presenta selectividad

adecuada bajo las condiciones del laboratorio.
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4.2.3 Limite de Deteccion y de Cuantificaciéon
4.2.3.1 Estudio de blanco
La Tabla 4.4 muestra los resultados del estudio del blanco. Todas las
determinaciones se realizaron aplicando el procedimiento analitico completo, con

el fin de capturar la variabilidad inherente al método en ausencia del analito.

Tabla 4.4 Estudio de blanco

NGmero Dia 1 Dia 2 Dia 3
Abs Abs Abs
1 0,001 0,001 0,001
2 0,001 0,003 0,001
3 0,000 0,002 0,003
4 0,000 0,001 0,005
5 0,003 0,000 0,000
6 0,000 0,002 0,000
7 0,000 0,005 0,003
8 0,001 0,004 0,001
9 0,001 0,000 0,005
10 0,002 0,000 0,000

Nota: Elaboracién propia

Con el propdsito de evaluar la homogeneidad del blanco a lo largo de los dias de
medicion, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de un factor, considerando

como grupos los resultados obtenidos en cada dia de analisis.

Como muestra la tabla 4.5 el analisis estadistico no evidencié diferencias
significativas entre los promedios diarios (p > 0,05), por lo que los resultados del
blanco fueron considerados estadisticamente homogéneos y aptos para su
tratamiento conjunto.

Tabla 4.5 ANOVA del estudio de blanco

Suma de
Fuente GDL MS F Valor-p
cuadrados
Tratamiento | 6,066e-06 2 3,033e-06 1,147 0,3325
Error 0,0000714 27 2,6444e-06
Total 7,7466e-5 29

Nota: Elaboracion propia
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4.2.3.2 Calculo teérico del LODy LOQ

El calculo tedrico del limite de deteccion (LOD) y del limite de cuantificacion (LOQ)
se realizo a partir de los resultados obtenidos en el estudio del blanco descrito en
la Seccién 4.2.3.1, aplicando el enfoque basado en la desviacion estandar del
blanco recomendado por la Guia EURACHEM.

De acuerdo con el diagrama de decision presentado en la figura 2.1 y utilizando la
expresion correspondiente para la desviacion estandar corregida del blanco (s;), se
obtuvo el valor de s; a partir de los datos experimentales del blanco de 0,00200172

unidades de abs.

La estimacion tedrica del LOD y del LOQ se efectud aplicando las expresiones
indicadas en la ecuacién 2.4 y 2.5 respectivamente, empleando la pendiente de la

curva de calibracién general del método.

A partir de estos calculos, se estimaron los siguientes limites tedricos del método:
e LOD tedrico: 13 mg/L de DQO
e LOQ tedrico: 43 mg/L de DQO

El limite de deteccién experimental obtenido fue de 13 mg/L y el limite de

cuantificaciéon de 43 mg/L, valores que se encuentran dentro del rango esperado
para métodos colorimétricos de DQO de alta sensibilidad.

Estos resultados cumplen con el enfoque estadistico propuesto por EURACHEM
(2014) y son comparables con los reportados por Jacome (2014), quien obtuvo un
LOD cercano a 15 mg/L en un rango similar de trabajo. De igual manera, Zumba
(2018) reporté valores de LOQ superiores a 40 mg/L en matrices de aguas
residuales domésticas, lo que evidencia coherencia metodoldgica.

Desde el punto de vista metroldgico, estos valores garantizan que el método posee

sensibilidad suficiente para aplicaciones de monitoreo ambiental.
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4.2.3.3 Comprobacion experimental del LOD

La comprobacion experimental del limite de deteccién se realizO mediante el
analisis de blancos fortificados a una concentracion cercana al valor tedrico
estimado (=13 mg/L de DQO), efectuandose siete determinaciones independientes

bajo condiciones de repetibilidad.

El valor medio experimental obtenido fue de 12,8 mg/L, con una desviacion
estandar de 1,06 mg/L y un coeficiente de variacion de 8,27 %. La diferencia
absoluta entre el valor medio experimental y el LOD tedrico (13 mg/L) fue inferior a
dos veces la desviacion estandar del método, cumpliéndose el criterio de

coherencia estadistica establecido.

Asimismo, la repetibilidad obtenida en este nivel de concentracion cumplié con el
criterio definido para el LOD (RSD < 20 %), y las recuperaciones individuales se
encontraron dentro del intervalo aceptable de 80 a 120 %, conforme a los criterios

establecidos.

La evaluacién conjunta de estos resultados, resumida en la Tabla 4.6, confirma que
el valor de 13 mg/L de DQO cumple con los criterios de aceptacion definidos y es

representativo del limite de deteccion experimental del método.

Tabla 4.6 Comprobacion experimental del limite de detecciéon (LOD)

Criterio de Condicién Val . I

aceptacion establecida alor experimental Criterio Cumple

Conerencia | |x — L0D,,| < 25 0.2 <212 Cumple
RZ%Z%?;%‘;?“ 80-120% 86,55-103,24% 80-120% Cumple

Nota: Los criterios de aceptacion aplicados corresponder a los definidos en la Seccién 3.5.2.2.2
4.2.3.4 Comprobacion experimental del LOQ

La comprobacién experimental del limite de cuantificacion se realizé mediante el

analisis de blancos fortificados a una concentracién cercana al valor tedrico

estimado (43 mg/L de DQO), efectuandose siete determinaciones independientes

bajo condiciones de repetibilidad y aplicando el procedimiento analitico completo.
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El valor medio experimental obtenido fue de 42,9 mg/L, con una desviacion
estandar de 3,03 mg/L y un coeficiente de variacién de 7,07 %, evidenciando una
adecuada precision del método en este nivel de concentracién y cumpliendo con el

criterio de aceptacion establecido para el LOQ (RSD < 20 %).

Las recuperaciones individuales obtenidas se encontraron dentro del intervalo
91,8-106,9 %, cumpliendo con el rango de aceptacion definido (80—120 %) para la

evaluacion de la exactitud en el nivel del limite de cuantificacion.

Adicionalmente, el nivel evaluado (43 mg/L) cumple con la relacion practica
establecida para el limite de cuantificacion, al ser superior a tres veces el MDL
previamente determinado (3 x MDL = 9,99 mg/L), garantizando una cuantificacion
fiable y reproducible. Asimismo, se mantiene la consistencia con los valores
tedricos del método, verificandose que el LOQ es superior al LOD previamente
establecido (43 mg/L > 13 mg/L).

La evaluacién conjunta de los criterios de precision, recuperacion y confirmacion de
la relacion practica LOQ = 3 x MDL, resumida en la Tabla 4.7, confirma que el valor
de 43 mg/L de DQO cumple con los criterios de aceptacion definidos y es

representativo del limite de cuantificacion experimental del método.

Tabla 4.7 Comprobaciéon experimental del limite de cuantificaciéon (LOQ)

CriteriolC!e Condicic}n Valor experimental Cumple
aceptacion establecida
Precision en el o _
nivel del LOQ RSD<20% RSD =7,07 Cumple
Recuperaion 80-120% 91,8 — 106,9 Cumple
aceptable
Confirmacion
de relacion 43 mg/L = 9,99
oractica LOQ = 3 x MDL mg/L Cumple
LOQ=>3x MDL
Consistencia
conLOD Yy LOQ > LOD 43 mg/L > 13 mg/L Cumple
LOQ tedricos

Nota: Los criterios de aceptacion aplicados corresponder a los definidos en la Seccién 3.5.2.3.2
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4.2.4 Linealidad: Estudio de curva por dia

La linealidad del método fue evaluada mediante la construccién de curvas de
calibracion independientes en tres dias distintos, utilizando soluciones patron de
KHP en el intervalo de 0 a 1500 mg/L de DQO. Para cada nivel de concentracién
se realizaron mediciones por duplicado y se ajusté un modelo de regresion lineal

simple por minimos cuadrados.

Para cada curva diaria se estimaron la pendiente, la ordenada al origen coeficiente
de determinacion (R?), ademas de la evaluacion de la significancia estadistica de la
pendiente y demas estadisticos.

4.2.41 Normalidad de los residuos: Prueba de Shapiro - Wilk
La normalidad de los residuos asociados a las curvas de calibracion obtenidas en
cada dia de analisis fue evaluada mediante la prueba de Shapiro—Wilk. Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.8

Tabla 4.8 Prueba de Shapiro-Wilk aplicada a los residuos

Dia W p-valor Decision
1 0,9773 0,9384 Cumple
2 0,9418 0,3717 Cumple
3 0,9644 0,7410 Cumple

Para las curvas correspondientes a los Dias 1, 2 y 3, los valores del estadistico W
fueron de 0,9773, 0,9418 y 0,9644, respectivamente, con valores de p = 0,9384,
0,3717 y 0,7410. En todos los casos, los valores de p fueron superiores al nivel de

significancia adoptado (a = 0,05).

En consecuencia, no se rechaza la hipétesis nula de normalidad, concluyéndose
que los residuos de los modelos de regresion lineal siguen una distribucion
aproximadamente normal en los tres dias evaluados. Este resultado confirma el
cumplimiento del supuesto de normalidad requerido para la aplicacion de pruebas

estadisticas paramétricas en la evaluacion de la linealidad del método.
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Figura 4.6 Grafico Q-Q de los residuos - Curva Dia 3
4.2.4.2 Homogeneidad de varianzas de los residuos — Prueba de

White

La homogeneidad de varianzas de los residuos fue evaluada de forma
independiente para cada curva de calibracién diaria mediante la prueba de White.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9 Prueba de White aplicada a los residuos

Dia Eitlad('f(tz';o Estadistico F Lpﬂ-/lv ?)I(ozr) p-valor F Decision
1 4,6109 2,316 0,0997 0,1097 Cumple
2 5,8492 3,7455 0,0537 0,0519 Cumple
3 3.2107 1.6318 0.2008 0.2332 Cumple

Los resultados de la prueba de White aplicada a los residuos de las curvas de
calibracion correspondientes a los tres dias de evaluacion indican que no existe
evidencia estadisticamente significativa de heterocedasticidad en ninguno de los

casos analizados.

En particular, tanto el estadistico basado en la aproximacion LM (x?) como el
estadistico F presentan valores de p superiores al nivel de significancia a« = 0,05
para los tres dias de analisis. Esto implica que no se rechaza la hipétesis nula de

homogeneidad de varianzas de los residuos.
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En consecuencia, se concluye que los residuos de las regresiones lineales diarias
presentan varianza constante a lo largo del intervalo de concentracion evaluado,
cumpliéndose el supuesto de homocedasticidad requerido para la aplicacion valida
del método de minimos cuadrados ordinarios (OLS) en la estimacién de los

parametros de calibracion.

4.2.4.3 Analisis de residuales.

Grafico de los residuales - Dia 1
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Figura 4.7 Grafico de residuos de la curva de calibraciéon - Dia 1
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Figura 4.8 Grafico de residuos de la curva de calibraciéon - Dia 2
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Grafico de los residuales - Dia 3
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Figura 4.9 Grafico de residuos de la curva de calibraciéon - Dia 3

Las Figuras 4.7 a 4.9 muestran los graficos de residuos correspondientes a las
curvas de calibracién obtenidas en los dias 1, 2 y 3, respectivamente. En los tres
casos, los residuos se distribuyen de forma aleatoria alrededor del valor cero, sin
evidenciar tendencias sistematicas, estructuras definidas ni patrones de abanico a

lo largo del intervalo de concentracion evaluado.

Este comportamiento visual es consistente con los resultados de las pruebas
estadisticas aplicadas. En particular, la prueba de Shapiro—Wilk confirmé la
normalidad de los residuos (p > 0,05), mientras que la prueba de White no evidencio

heterocedasticidad significativa (p > 0,05) para ninguna de las curvas diarias.

En conjunto, el analisis grafico y los contrastes estadisticos demuestran que los
residuos cumplen los supuestos de normalidad, homogeneidad de varianzas e
independencia, validando la aplicacion del modelo de regresion lineal por minimos
cuadrados ordinarios (OLS) para la evaluacion de la linealidad y el intervalo de

trabajo del método.
4.2.4.4 Estadisticos de la regresion lineal simple por dia

Los resultados de la regresion lineal obtenidos para las curvas de calibracion
construidas en los tres dias de andlisis se resumen en la Tabla 4.10. En todos los
casos, se observo una relacion lineal clara entre la absorbancia y la concentracion

de DQO dentro del intervalo evaluado.
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Tabla 4.10 Parametros de regresion de las curvas de calibraciéon

Dia Pendiente (m) Ordenada (b) R?

1 0,0004674 0,002792 0,99994
2 0,0004538 0,002959 0,99995
3 0,0004613 0,002654 0,99993

Tabla 4.11 ANOVA sobre la pendiente - Curva dia 1

Los valores elevados del coeficiente de determinacion (R? = 0,9999) indican que

mas del 99,9 % de la variabilidad de la sefial es explicada por el modelo lineal.

Grados Suma de Promedio de F Valor
de cuadrados los critico de
libertad cuadrados F
Regresion 1 0,91137992 | 0,91137992 | 229780,6238 | 6,52614E-
31
Residuos 14 5,55283E- 3,9663E-06
05
Total 15 0,911435448
Tabla 4.12 ANOVA sobre la pendiente - Curva dia 2
Grados Suma de Promedio de F Valor
de cuadrados los critico de
libertad cuadrados F
Regresion 1 0,85896596 | 0,858965956 | 267556,0675 | 2,2489E-
31
Residuos 14 4,4946E-05 | 3,21041E-06
Total 15 0,911435448
Tabla 4.13 ANOVA sobre la pendiente - Curva dia 3
Grados Suma de Promedio de F Valor
de cuadrados los critico de
libertad cuadrados F
Regresion 1 0,887868338 | 0,887868338 | 188059,4183 | 2,65305E-
30
Residuos 14 6,6097E-05 | 4,72121E-06
Total 15 0,887934435

Las pendientes obtenidas para los tres dias fueron del mismo orden de magnitud y

resultaron estadisticamente significativas (F > F_,;:ic0), confirmando que la sefal
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analitica responde de manera proporcional a la concentracion del analito, no existe

perdida de sensibilidad entre dias.

Tabla 4.14 Intervalos de confianza (95%) de los parametros y la ordenada

Dia Parametro Estimacion IC 95% inferior | 1C 95% superior
1 Pendiente (m) 0,0004674 0,0004654 0,0004696
Ordenada (b) 0,002792 0,001294 0,004291
2 Pendiente (m) 0,0004538 0,0004519 0,0004557
Ordenada (b) 0,002959 0,001612 0,004308
3 Pendiente (m) 0,0004613 0,0004591 0,0004637
Ordenada (b) 0,002654 0,001020 0,004290

Los intervalos de confianza al 95 % para la pendiente y la ordenada al origen de las

curvas de calibracidon obtenidas en los tres dias de evaluacion se presentan en la
Tabla 4.11.

En todos los casos, los intervalos de confianza de la pendiente se encuentran
completamente alejados del valor cero y presentan una amplitud reducida, lo que
confirma que la relacion entre la absorbancia y la concentracion de DQO es

estadisticamente significativa y estable en cada uno de los dias analizados.

Asimismo, los valores estimados de la pendiente y sus respectivos intervalos de
confianza muestran una alta concordancia entre dias, evidenciando una adecuada

reproducibilidad del comportamiento lineal del método.

Por su parte, los intervalos de confianza de la ordenada al origen son consistentes
entre los tres dias y abarcan valores proximos a cero, lo cual indica la ausencia de

un sesgo sistematico significativo en la sefal instrumental en ausencia de analito.

En conjunto, los resultados obtenidos confirman que los parametros de calibracion
presentan estimaciones precisas y confiables, respaldando la robustez del modelo
de regresion lineal aplicado y su idoneidad para la cuantificacion de DQO dentro
del intervalo de trabajo evaluado.
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4.2.4.5 Representacion grafica de las curvas de calibracién por
dia
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Figura 4.10 Curva de calibraciéon del método - dia 1
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Figura 4.11 Curva de calibracion del método - dia 2
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Figura 4.12 Curva de calibraciéon del método - dia 3

Las Figuras 4.10 a 4.12 muestran las curvas de calibracion obtenidas para el
meétodo en los dias 1, 2 y 3, respectivamente. En los tres casos se observa una
relacion lineal clara entre la absorbancia y la concentracion de DQO a lo largo de

todo el intervalo de trabajo evaluado.

Los puntos experimentales se distribuyen de forma uniforme alrededor de la recta
de regresion, sin desviaciones sistematicas ni curvaturas apreciables, lo que
evidencia un comportamiento lineal consistente del sistema instrumental. Esta
observacion visual es coherente con los elevados valores del coeficiente de
determinacion obtenidos en cada dia (R*> 0,999), lo que indica que el modelo lineal

explica practicamente la totalidad de la variabilidad observada en los datos.

Asimismo, la similitud en la pendiente y la ordenada entre las curvas diarias
confirma la estabilidad del método y la reproducibilidad del ajuste lineal en el
tiempo. En conjunto, el andlisis grafico respalda los resultados estadisticos
previamente presentados, validando la linealidad del método dentro del intervalo de

concentracion estudiado.
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4.2.5 Linealidad: Curva general
4.2.5.1 Normalidad de los residuos
La normalidad de los residuos del modelo de regresién global fue evaluada
mediante la prueba de Shapiro—Wilk.
Tabla 4.15 Prueba de S-W para normalidad de residuos

W p-valor Decision
0,9126 0,0402 No cumple

La normalidad de los residuos del modelo de regresion lineal correspondiente a la
curva de calibracién general fue evaluada mediante la prueba de Shapiro—Wilk. El
estadistico obtenido fue W = 0,9126, con un p-valor de 0,0402.

Dado que el p-valor es inferior al nivel de significancia de 0,05, se rechaza la
hipotesis nula de normalidad, concluyéndose que los residuos no siguen
estrictamente una distribucién normal cuando se consideran conjuntamente los

datos de los tres dias de evaluacion.

No obstante, la desviacién observada es leve y se atribuye principalmente a la
ampliacion del intervalo de concentracion y a la incorporacién de la variabilidad Inter
diaria, sin comprometer la validez del ajuste lineal ni la interpretacion analitica del

modelo.

Cabe destacar que, para tamafnos muestrales moderados y modelos de calibracion
analitica, el método de minimos cuadrados ordinarios mantiene su robustez frente
a desviaciones leves de la normalidad de los residuos, especialmente cuando se
cumple el supuesto de homogeneidad de varianzas y no se evidencian patrones

sistematicos en el analisis grafico de residuos.
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Figura 4.13 Grafico de normalidad
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4.2.5.2

Homogeneidad de varianzas

La homogeneidad de varianzas de los residuos del modelo de regresion lineal

correspondiente a la curva de calibracion general fue evaluada mediante la prueba

de White, la cual permite detectar heterocedasticidad.
Tabla 4.16 Test de homocedasticidad

Estadistico .y Grados de p-valor I
LM (X?) Estadistico F libertad LM (X?) p-valor F Decision
4,873 0,956 5 0,430 0,456 Cumple

La homogeneidad de varianzas de los residuos del modelo de regresion lineal
correspondiente a la curva de calibracion general fue evaluada mediante la prueba
de White.
estadisticamente significativa, tanto en el contraste LM como en el estadistico F (p
> 0,05).

Los resultados obtenidos no evidenciaron heterocedasticidad

En consecuencia, se concluye que el supuesto de varianza constante de los errores
se cumple para el modelo de calibracion general, lo que respalda la validez del

ajuste por minimos cuadrados ordinarios dentro del intervalo de trabajo evaluado.
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Figura 4.14 Grafico de variabilidad de residuos
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4.2.5.3

Los estadisticos generales del modelo de regresion lineal ajustado a la curva de

Estadisticos de la regresion lineal

calibracion general se presentan en la Tabla 4.17.

Tabla 4.17 Estadisticos globales de la regresion lineal de la curva general

Estadistico Valor
Coeficiente de correlacion multiple 0,9998
Coeficiente de determinacion R? 0,9996
R? ajustado 0,9996
Error tipico 0,00444
Observaciones 24

El coeficiente de determinacién obtenido (R? = 0,9997) indica que el 99,97 % de la
variabilidad observada en la sefial instrumental es explicada por el modelo lineal, lo
que evidencia un ajuste excelente de los datos experimentales. La minima
diferencia entre R? y R? ajustado confirma que el modelo no presenta sobreajuste y

que la inclusién de una unica variable explicativa es adecuada.

El error tipico del ajuste (0,00445 unidades de absorbancia) es bajo en relacion con
el rango total de senal, lo que refleja una dispersion residual reducida y una buena

capacidad predictiva del modelo.

El andlisis de varianza del modelo se presenta en la Tabla 4.18, con el objetivo de

evaluar la significancia global de la regresion.

Tabla 4.18 ANOVA del modelo de regresion lineal

Grados Suma de Promedio de F Valor
de cuadrados los critico de
libertad cuadrados F
Regresion 1 1,328912305 | 1,328912305 | 67192,55109 | 7,76987E-
40
Residuos 22 0,000435109 | 1,97777E-05
Total 23 1,329347413

El estadistico F obtenido es extremadamente elevado (F = 67192,55) y el p-valor
asociado es mucho menor que 0,05, lo que conduce al rechazo de la hipétesis nula
de ausencia de relacién lineal. Este resultado confirma que el modelo de regresion
es globalmente significativo y que la variacion de la absorbancia esta fuertemente

asociada a la concentracion de DQO.
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Los coeficientes estimados del modelo, junto con sus errores estandar e intervalos

de confianza al 95 %, se presentan en la Tabla 4.19.

Tabla 4.19 Coeficientes de la regresidn lineal de la curva general
Parametro Estimacién Error tipico IC 95% inferior IC 95% superior
Pendiente (m) 0,00046089 1,78x 107° 0,00045720 0,00046458
Ordenada (b) 0,002802 0,00127371 0,00016085 0,00544388

La pendiente del

modelo presenta un intervalo de confianza estrecho y

completamente alejado del valor cero, lo que confirma una sensibilidad analitica

significativa y estable del método. El bajo error estandar asociado a la pendiente

evidencia una estimacioén precisa de este parametro.

Por su parte, la ordenada al origen presenta un intervalo de confianza que incluye

valores préximos a cero, lo que indica la ausencia de un sesgo sistematico

significativo en la sefal instrumental en ausencia de analito.

4.2.5.4 Representacion grafica de la curva
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Figura 4.15 Curva de calibracion general para la determinacion de DQO
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La Figura 4.15 muestra la representacion grafica de la curva de calibracién general
obtenida a partir de la integracion de los datos experimentales de los tres dias de
analisis. Se observa una relacién lineal clara entre la absorbancia y la concentracion

de DQO a lo largo de todo el intervalo de trabajo evaluado.

Los puntos experimentales se distribuyen de manera uniforme alrededor de la recta
de regresion, sin evidenciar curvaturas. El coeficiente de determinacion obtenido
para la curva general fue superior a 0.995, cumpliendo el criterio recomendado por
EURACHEM (2014) para métodos cuantitativos.

Este comportamiento lineal es consistente con lo reportado por Zumba (2018),
quien obtuvo R? = 0.997 en el mismo intervalo de concentracion (100-1500 mg/L).
Asimismo, Paucar (2022) reportd coeficientes superiores a 0.996 para el método
HACH 8000.

La ausencia de patrones sistematicos en los graficos de residuos y el cumplimiento
de homocedasticidad refuerzan la validez del modelo lineal. En términos practicos,
la linealidad confirmada asegura trazabilidad en la cuantificacion de muestras

reales.

4.2.6 Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica del método se evalud a partir de la pendiente de la curva
de calibracion general, obtenida mediante regresion lineal de la absorbancia en

funcién de la concentracion de DQO dentro del intervalo de trabajo estudiado.

La pendiente estimada fue de 0,0004609 Abs-L-mg™, lo que indica que el método
presenta una respuesta instrumental claramente diferenciable frente a variaciones
en la concentracién del analito. Este valor refleja una adecuada capacidad del
método para detectar cambios pequefios en la concentracion de DQO de manera

proporcional y reproducible.
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4.2.7 Efecto matriz
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Figura 4.16 Curvas de calibraciéon obtenidas por calibraciéon externa y por adicion

estandar

La figura 4.16 muestra la comparacion entre la curva de calibracion general y la

curva obtenida mediante adicion estandar. Visualmente, ambas curvas presentan

un comportamiento lineal y pendientes similares a lo largo del intervalo de

concentracion evaluado, sin evidenciar diferencias marcadas en la respuesta

instrumental atribuibles a la matriz.

Tabla 4.20 Parametros de regresion lineal obtenidos para la curva general y la
curva con adicién estandar

Error estandar

; ; 2
Tipo de curva Pendiente (m) de la pendiente Ordenada R
Calibracion 0,000460891 1,03065x 10~ 0,002802 0,09967
externa
Adicion estandar | 0,000457108 4.7727x 10° 0,03180 0,99934
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Tabla 4.21 Evaluacion del efecto matriz mediante el intervalo de confianza del 90%
del cociente de pendientes

Parametro Valor
Pendiente curva general 0,0004609
Pendiente curva con adicién estandar 0,0004571
Cociente de pendientes, R 0,992
Error estandar de In (R) 0,011
IC 90% inferior 0,972
IC 90% superior 1,012
Margen de aceptacion 0,90-1,10
Decisién Cumple

Nota: ICyq calculado segun Eurachem para comparacion de pendientes.

La tabla 4.21 presenta la evaluacion del efecto matriz mediante la comparacion
estadistica de las pendientes obtenidas por calibracion externa y por adicion
estandar. El cociente de pendientes fue de 0,992 y su intervalo de confianza al 90
% se encontré completamente contenido dentro del margen de aceptacion técnica
establecido (0,90-1,10). Estos resultados indican que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las pendientes, evidenciando la ausencia de

efecto matriz significativo en el intervalo de concentracién evaluado.

4.3 Estudio de Exactitud
4.3.1 Veracidad: evaluacion de sesgo

La veracidad del método se evalué mediante el analisis de un material de referencia
certificado (MRC) para DQO. EI MRC presenté un valor certificado de 142 mg/L con
una incertidumbre expandida de + 4 mg/L (k = 2), lo que define un intervalo
certificado de 138-146 mg/L. El certificado de analisis del MRC se incluye en el

Anexo C

Tabla 4.22 Evaluacion de la veracidad del método mediante material de referencia
certificado (MRC)

Réplica R((ersnus:t;io Recu?o(/eor)acwn Cumple Intervalo Declarado % Recc:;tr:eﬁ'lzci én
1 145 102,1 Cumple Cumple
2 142 100,0 Cumple Cumple
3 141 99,3 Cumple Cumple
4 145 102,1 Cumple Cumple
5 141 99,3 Cumple Cumple
6 145 102,1 Cumple Cumple
7 138 97,2 Cumple Cumple
8 141 99,3 Cumple Cumple
9 146 102,8 Cumple Cumple
10 146 102,8 Cumple Cumple
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Los resultados experimentales obtenidos para n = 10 réplicas del MRC se muestran
en la tabla 4.22 En todas las réplicas, los valores medidos se ubicaron dentro del
intervalo certificado (138—-146 mg/L).

La recuperacion individual oscild entre 97,2 % y 102,8 %, mientras que la
recuperacion promedio fue de 100,7 %, cumpliendo el criterio de aceptacion
establecido para el estudio (por ejemplo, 90-110 %). Estos resultados evidencian
una adecuada concordancia entre el valor experimental y el valor certificado del
MRC.

Tabla 4.23 Resumen estadistico de la evaluaciéon del sesgo

Parametro Valor
Valor del MRC declarado (mg/L) 142
Incertidumbre Expandida declarada 4
(mg/L)
Intervalo Declarado, (mg/L) 138 - 146
Factor de cobertura, k 2
Promedio, mg/L 143,00
Desviacion estandar , mg/L 3
C.V variacion, % 2
Sesgo, b, mg/L 1
Sesgo, b (%), relativo 0,7
R(%) 100,7
n 10
t experimental 1,15
t critico ( alfa=0,05; n-1 gdl) 2,26
¢ Existe o no un sesgo significativo? No existe

Nota: El certificado de analisis del MRC se presenta en el Anexo

Se muestras en la tabla 4.23 que el promedio experimental fue de 143 mg/L, por lo
que el sesgo absoluto fue b = 1 mg/L respecto al valor certificado (142 mg/L),
equivalente a un sesgo relativo de 0,7 %. La dispersidén de los resultados fue baja,

con una desviacion estandar de 3 mg/L y un CV de 2,0 %.

La significancia del sesgo se evalué mediante una prueba t de Student,
obteniéndose un valor de t exp = 1,15, inferior al valor critico t crit = 2,26 (a = 0,05;
gdl = 9). Por tanto, no se evidencié sesgo estadisticamente significativo en el nivel

evaluado.
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La recuperacion promedio obtenida se encontré dentro del rango 90-110 %, criterio

ampliamente aceptado para métodos ambientales.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Rodriguez & Zapata (2023),
quienes obtuvieron recuperaciones entre 95 % y 102 % en aguas residuales
domeésticas. De igual manera, Jacome (2014) report6 sesgos inferiores al 5 % para

niveles medios de concentracion.

4.3.2 Precision: repetibilidad y precision intermedia
4.3.2.1 Estudio estadistico de la muestra cruda
4.3.2.1.1 Resultados

Tabla 4.24 Resultados de DQO muestra cruda por dia

. Muestra cruda
Réplica - - -

Dia 1 Dia 2 Dia 3

1 53 54 58

2 53 60 56

3 56 55 53

4 50 53 a7

5 50 50 48

6 48 52 56

promedio 52 54 53
dgsst"é'ﬁg;?” 2,8751 3,4058 4,5607
CV% 5,5648 3,1091 4,1633

Nota: Elaboracién propia

Con el fin de evaluar la estabilidad de la muestra cruda a lo largo de los dias de
analisis. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 4.24, donde se observa
que los valores promedio de DQO fueron 52 mg/L, 54 mg/Ly 53 mg/L para los dias
1, 2y 3, respectivamente, con coeficientes de variacion inferiores al 6 % en todos

los casos.

Previo a la comparacion estadistica entre dias, se evaluo la presencia de valores
anomalos en los resultados de la muestra cruda mediante la prueba de Grubbs,
aplicada de forma independiente a cada dia de analisis, conforme a las

recomendaciones de guias (International Organization for Standardization, 2019).

95



Tabla 4.25 Prueba de Grubbs para detecciéon de valores atipicos en la muestra

cruda
Dia | Estadistico G G critico (@ = 0,05) p-valor Decision
No se detectan valores
1 1,5072 1,8871 0,1421
atipicos
No se detectan valores
2 1,7617 1,8871 0,0627 o
atipicos
No se detectan valores
3 1,3156 1,8871 0,2193 o
atipicos

En los tres dias evaluados, el estadistico de Grubbs calculado fue inferior al valor
critico correspondiente y los valores de p fueron mayores a 0,05, por lo que no se

detectaron valores anémalos en ninguno de los conjuntos de datos.

4.3.2.1.2 Analisis de varianza (ANOVA) de la muestra cruda

La comparaciéon de los resultados de DQO de la muestra cruda obtenidos en los
tres dias de analisis se realizd mediante un ANOVA de un factor, considerando

como factor el dia de medicion.

Tabla 4.26 Analisis de varianza (ANOVA) de la muestra cruda

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor critico

_ Iag. cuadrados | . de de los F Probabilidad para F Decision
variaciones libertad | cuadrados

Entre No

grupos 16,4444 2 8,2222 0,6065 0,5580 3,6823 significativo

Dentrode | 5453 3333 | 15 13,5556
los grupos

Total 219,7778 17

El analisis de varianza no evidencié diferencias estadisticamente significativas
entre los valores medios de DQO de la muestra cruda obtenidos en los tres dias de
analisis (F = 0,6065; p = 0,5580 > 0,05).

Dado que el estadistico F calculado fue inferior al valor critico y el valor de p fue
mayor que el nivel de significancia establecido (a = 0,05), no se rechaza la hipétesis

nula, concluyéndose que los promedios diarios son estadisticamente equivalentes.

En consecuencia, los resultados de DQO de la muestra cruda pueden considerarse

homogéneos entre dias, lo que justifica el uso de un valor promedio global de la
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muestra cruda como referencia para la posterior evaluacion de la recuperacion en

la muestra fortificada a 100 mg/L.

4.3.2.1.3 Normalidad de los residuos — Prueba de Shapiro - Wilk

La normalidad fue evaluada sobre los residuos del modelo ANOVA aplicado a los

resultados de DQO de la muestra cruda en los tres dias de analisis.

Tabla 4.27 Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk - muestra cruda

Nivel de .
N W p-valor significancia () Decision
18 0,964 0,62 0,05 Cumple

El estadistico obtenido fue W = 0,964, con un p-valor de 0,62, superior al nivel de
significancia establecido (a = 0,05). En consecuencia, no se rechaza la hipotesis
nula de normalidad, indicando que los residuos presentan una distribucion

compatible con la normal. Graficamente podemos verlos en la figura 4.17
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Figura 4.17 Grafico de probabilidad normal — muestra cruda
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4.3.21.4 Homogeneidad de Varianzas — Prueba de Brown-

Forsythe

La homogeneidad de varianzas fue evaluada sobre los residuos del modelo ANOVA

correspondiente a los resultados de DQO de la muestra cruda analizada en los tres

dias.
Tabla 4.28 Prueba de Brown-Forsythe — Muestra cruda
Numero i Grados de Grados de Nivel de
de ESta?:'St'CO libertad libertad p-valor | significancia Decision
grupos (numerador) | (denominador) (a)
3 0,61 2 15 0,56 0,05 Cumple

La homogeneidad de varianzas de los residuos del modelo ANOVA fue evaluada

mediante la prueba de Brown-Forsythe. El estadistico obtenido fue F = 0,61, con

un p-valor de 0,56, superior al nivel de significancia adoptado (a = 0,05). En

consecuencia, no se rechaza la hipétesis nula de igualdad de varianzas, indicando

que la variabilidad de los residuos es estadisticamente equivalente entre los tres

dias de analisis.

Residuo
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Figura 4.18 Evaluacion de los residuales en la matriz cruda

52,0

52,5

53,0
Valor ajustado

53,5

54,0

El grafico de residuos en funcion de los valores ajustados muestra una dispersion

aleatoria alrededor de la linea cero, sin evidencia de patrones sistematicos ni

tendencias dependientes del nivel de respuesta.
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4.3.2.2 Nivel de 100 mg/L
4.3.2.2.1 Resultados

En la Tabla 4.29 se presentan los resultados obtenidos para la muestra de agua
residual fortificada a un nivel bajo de 100 mg/L de DQO.

Los valores promedio diarios obtenidos fueron 138,17 mg/L (Dia 1), 140,17 mg/L
(Dia 2) y 141,33 mg/L (Dia 3). Los coeficientes de variacion (%RSD) se situaron
entre 1,23 % y 2,18 %, lo que evidencia una adecuada precisién intradia del método

en este nivel de concentracion.

Tabla 4.29 Resultados de DQO de la muestra de agua residual fortificada 100 mg/L

Rango bajo (mg/L) 100
, Muestra + KHP
Réplica - - p
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 137 143 142
2 137 140 144
3 140 139 138
4 141 141 144
5 138 138 143
6 137 140 137
promedio 138,17 140,17 141,33
desviacién estandar 1,9407 1,7224 3,0767
C.V % o %RSD 1,4046 1,2288 2,1769

La recuperacion fue calculada de forma adimensional para cada réplica,
considerando la diferencia entre la muestra fortificada y la muestra cruda, en

relacion con la concentracion afadida (100 mg/L).

Los valores promedio de recuperacion obtenidos mostrados en la tabla 4.30 fueron
0,87 parael Dia 1; 0,87 parael Dia2y 0,88 para el Dia 3. Todas las recuperaciones
individuales se encuentran dentro del intervalo de aceptacion establecido por el

criterio de Horwitz para este nivel de concentracion de acuerdo con la tabla 4.30

Los resultados obtenidos indican que el método presenta una recuperacion

adecuada, consistente y reproducible para el nivel bajo de 100 mg/L.
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Tabla 4.30 Recuperaciéon adimensional de DQO en muestra fortificada 100 mg/L

Rango bajo (% 100
Recuperacion)
Lo Muestra + KHP
Réplica - - -
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 0,84 0,90 0,89
2 0,84 0,87 0,91
3 0,87 0,86 0,85
4 0,88 0,88 0,91
5 0,85 0,85 0,90
6 0,84 0,87 0,84
promedio 0,85 0,87 0,88

4.3.2.2.2 Analisis de varianza (ANOVA)
En la tabla 4.31 se muestra que el estadistico F calculado (F = 2,48) fue inferior al

valor critico de F (F.qiico = 3,68) y el valor de probabilidad asociado (p = 0,117)

resulté mayor que el nivel de significancia a = 0,05. mostré6 que no existen

diferencias estadisticamente significativas entre las medias diarias

Tabla 4.31 ANOVA sobre las recuperaciones de la fortificacion 100 mg/L

Origen de Suma de Grados | Promedio de Valor critico
las drad de los F Probabilidad F Decision
variaciones | €489r@90S | jinartad cuadrados para
Entre No
grupos 0,002564 2 0,001282 2,4814 0,1172 3,6823 significativo
Dentro de
los grupos 0,00775 15 0,000516
Total 0,01031 17
4.3.2.2.3 Normalidad de los residuos — Prueba de Shapiro-

Wilk

La normalidad fue evaluada sobre los residuos del modelo ANOVA aplicado a los

resultados de DQO de la muestra fortificada en los tres dias de analisis.

Tabla 4.32 Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk — 100 mg/L

Nivel de L
W p-valor significancia (a) Decisién
0,964 0,61 0,05 Cumple

El estadistico obtenido fue W = 0,964, con un p-valor de 0,61, superior al nivel de

significancia establecido (a = 0,05). En consecuencia, no se rechaza la hipotesis
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nula de normalidad, indicando que los residuos presentan una distribucion

compatible con la normal. Graficamente podemos verlos en la figura 4.19
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Figura 4.19 Grafico de probabilidad Normal — matriz fortificada de 100 mg/L

4.3.2.2.4 Homogeneidad de Varianzas — Prueba de Brown-

Forsythe

La homogeneidad de varianzas fue evaluada sobre los residuos del modelo ANOVA

correspondiente a los resultados de DQO de la muestra cruda analizada en los tres

dias.

Tabla 4.33 Prueba de Brown-Forsythe— 100 mg/L

Estadistico . le_el de . I
= p-valor S|gnnz|c)anC|a Decision
a
0,84 0,45 0,05 Cumple

Dado que el valor de p obtenido (p = 0,45) es mayor que el nivel de significancia (a

= 0,05), no se detectan diferencias significativas entre las varianzas. Se cumple el

supuesto de homocedasticidad de los residuos para el nivel de 100 mg/L.
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Figura 4.20 Evaluacién de los residuales en la matriz fortificada de 100 mg/L

4.3.2.2.5 Evaluacion de la precisiéon

La precisién del método en el nivel de 100 mg/L de DQO fue evaluada mediante los
coeficientes de variacién de repetibilidad y precision intermedia (Tabla 4.34). Se
obtuvieron valores de CV, = 2,61 % y CVy = 3,37 %, ambos inferiores a los criterios
de aceptacion establecidos (4 % y 8 %, respectivamente), por lo que el método

cumple los requisitos de precision en este nivel.

Tabla 4.34 Evaluacion de la precision en el nivel 100 mg/L

Parametro

estadistico Simbolo Objetivo (%) Experimental (%) Decision

Coeficiente de
variacion cv, 4 2,61 Cumple
(repetibilidad)

Coeficiente de
variacion Cly 8 3,37
(precision

intermedia)

Cumple

Los parametros derivados de precision se presentan en la Tabla 4.35, donde la gran
media fue y = 0,8702, con desviaciones estandar de repetibilidad S; = 0,0227,
intralaboratorio S; =0,0185 y reproducibilidad S; = 0,0293. El limite de repetibilidad
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obtenido fue r = 6,36 mg/L (7,31 %), confirmando una variabilidad adecuada bajo

condiciones de repetibilidad.

Tabla 4.35 Parametros derivados de precision en el nivel de 100 mg/L

Parametro Valor

Gran media, y 0,8702

Desviacion estandar de repetibilidad, S, 0,0227

Desviacién estandar de intra-laboratorio, S, 0,0185

Desviacion estandar de reproducibilidad, Sg 0,0293
Limite de repetibilidad, r (mg/L) 6,36
Limite de repetibilidad relativo, r(%) 7,31

4.3.2.3 Nivel de 300 mg/L
4.3.2.3.1 Resultados

En la tabla 4.36 se presentan los resultados obtenidos para la muestra de agua
residual fortificada a un nivel bajo de 300 mg/L de DQO.

Tabla 4.36 Resultados de DQO de la muestra de agua residual fortificada 300 mg/L

Rango medio (mg/L) 300
. Muestra + KHP
Réplica - - -

Dia 1 Dia 2 Dia 3

1 402 400 421

2 410 401 412

3 400 400 398

4 402 397 411

5 398 398 413

6 399 400 395
promedio 401,83 399,33 408,33
desviacion estandar 4,3089 1,5055 9,8725
C.V % o0 %RSD 1,0723 0,3770 2,4177

Las recuperaciones adimensionales obtenidas oscilaron entre 0,94 y 1,03, con
valores promedio diarios de 0,962 (Dia 1), 0,954 (Dia 2) y 0,984 (Dia 3) como se
muestran en la tabla 4.37, encontrandose todas las réplicas dentro del intervalo de
aceptacion establecido por el criterio de Horwitz modificado (89,8—-110,2 %) para

este nivel de concentracion.
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Tabla 4.37 Recuperaciéon adimensional de DQO en muestra fortificada 300 mg/L

H 0,
Resuperacion) 300
. Muestra + KHP
Réplica - - -
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 0,96 0,96 1,03
2 0,99 0,96 1,00
3 0,96 0,96 0,95
4 0,96 0,95 0,99
5 0,95 0,95 1,00
6 0,95 0,96 0,94
promedio 0,96 0,95 0,99

4.3.2.3.2 Anadlisis de varianza (ANOVA)

El analisis de varianza de un factor aplicado a los resultados experimentales mostro

que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los promedios
diarios (F = 1,973; p = 0,173 > 0,05), como se presenta en la Tabla 4.38.

Tabla 4.38 ANOVA sobre las recuperaciones de la fortificacion 300 mg/L

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor critico
las de de los F Probabilidad Decision
L cuadrados . para F

variaciones libertad | cuadrados

Entre 6,35802E- No

grupos 0,00012716 2 05 1,9731 0,1734 3,6823 significativo
Dentro de 0.000483333 15 3,22222E-
los grupos 05

Total 0,000610494 17

4.3.2.3.3 Normalidad de los residuos — Prueba de Shapiro —
Wilk
La normalidad de los residuos del modelo ANOVA aplicado a los resultados de

DQO en el nivel de 300 mg/L fue evaluada mediante la prueba de Shapiro—Wilk,

considerando un nivel de significancia de a = 0,05

Tabla 4.39 Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk — 300 mg/L

Nivel de .
w p-valor significancia (a) Decision
0,958 0,43 0,05 Cumple

El estadistico obtenido fue W = 0,958, con un p-valor de 0,43, superior al nivel de

significancia establecido (a = 0,05). En consecuencia, no se rechaza la hipotesis
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nula de normalidad, indicando que los residuos presentan una distribucion
compatible con la normal. Graficamente podemos verlos en la figura 4.21
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Figura 4.21 Grafico de probabilidad Normal - matriz fortificada de 300 mg/L

4.3.2.3.4 Homogeneidad de varianzas — Prueba de Brown —
Forsythe
La homogeneidad de varianzas de los residuos correspondientes a la matriz
fortificada a 300 mg/L fue evaluada mediante la prueba de Brown—Forsythe. Como
se muestra en la Tabla 4.40, el estadistico F obtenido fue 1,32, con un p-valor de

0,29, superior al nivel de significancia establecido (a = 0,05).

Tabla 4.40 Prueba de Brown-Forsythe — 300 mg/L

Estadistico Nivel de
FI ! p-valor | significancia Decision
(a)
1,32 0,29 0,05 Cumple

En consecuencia, no se rechaza la hipétesis nula de igualdad de varianzas,

confirmandose la homocedasticidad de los residuos entre los dias de analisis.

Este resultado es coherente con la Figura 4.22, donde los residuos se distribuyen
de manera aleatoria alrededor de cero y presentan una dispersion comparable a lo
largo del rango de valores ajustados, sin evidenciar patrones sistematicos ni

incremento de la variabilidad.
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Figura 4.22 Evaluacién de los residuales en la matriz fortificada de 300 mg/L

4.3.2.3.5 Evaluacion de la precisiéon

LR N 1

0,980 0,985

La precision del método en el nivel de 300 mg/L de DQO fue evaluada en términos

de repetibilidad y precision intermedia, de acuerdo con los criterios establecidos.

Como se presenta en la tabla 4.41, el coeficiente de variacion experimental bajo

condiciones de repetibilidad (CV, = 2,17 %) resulto inferior al valor objetivo (3,39 %),

mientras que el coeficiente de variacion de precisiéon intermedia (CV; = 2,55 %)

también fue menor al criterio establecido (6,78 %). En ambos casos, los resultados

cumplen los criterios de aceptacion.

Tabla 4.41 Evaluacion de la precision en el nivel 300 mg/L

Parametro
estadistico

Simbolo

Objetivo (%)

Experimental (%)

Decision

Coeficiente de
variacion
(repetibilidad)

CV;

3,39

2,17

Cumple

Coeficiente de
variacion
(precision

intermedia)

CVr

6,78

2,55

Cumple

Los parametros derivados de precisidon se resumen en la Tabla 4.42, donde se

obtuvo una gran media adimensional de 00,9663, una desviacion estandar de

repetibilidad (Sr) de 0,02093 y una desviacion estandar de reproducibilidad (SR) de
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0,02459. El limite de repetibilidad calculado fue de 17,58 mg/L, correspondiente a

un limite relativo de 6,06 % para el nivel evaluado.

Tabla 4.42 Parametros derivados de precision en el nivel de 300 mg/L

Parametro Valor
Gran media, y 0,9663
Desviacién estandar de repetibilidad, S, 0,02093
Desviacion estandar de intra-laboratorio, S, 0,01291
Desviacion estandar de reproducibilidad, Sg 0,02459
Limite de repetibilidad, r (mg/L) 17,5828
Limite de repetibilidad relativo, r(%) 6,06

4.3.2.4 Nivel de 700 mg/L
4.3.2.4.1 Resultados
En la Tabla 4.43 se presentan los resultados de DQO obtenidos para la muestra de
agua residual fortificada a un nivel nominal de 700 mg/L, evaluada durante tres dias
consecutivos con seis réplicas por dia. Los valores promedio diarios obtenidos
fueron 815,00 mg/L (dia 1), 816,33 mg/L (dia 2) y 803,50 mg/L (dia 3), con
coeficientes de variacion inferiores al 3 % en todos los casos, lo que evidencia una

adecuada dispersion de los datos.

Tabla 4.43 Resultados de DQO de la muestra de agua residual fortificada 700 mg/L

Rango medio (mg/L) 700
. Muestra + KHP
Réplica - - p
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 785 822 813
2 795 813 812
3 827 824 801
4 833 816 801
5 824 812 791
6 826 811 803
promedio 815,00 816,33 803,50
desviacion estandar 19,8494 5,4650 8,1424
C.V % o %RSD 2,4355 0,6694 1,0133

La Tabla 4.44 muestra la recuperacion adimensional correspondiente al nivel de
700 mg/L. Las recuperaciones promedio diarias fueron 1,002, 1,004 y 0,986,

respectivamente. Todos los valores individuales de recuperacion se encuentran
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dentro del intervalo de aceptacion establecido por el criterio de Horwitz modificado

(91,0-109,0 %) para este nivel de concentracion, cumpliendo con los requisitos de

veracidad.

Tabla 4.44 Recuperaciéon adimensional de DQO en muestra fortificada 700 mg/L

Rango medi_q (% 700
Recuperacion)
L Muestra + KHP
Réplica - - p

Dia 1 Dia 2 Dia 3

1 0,96 1,01 1,00

2 0,97 1,00 1,00

3 1,02 1,02 0,98

4 1,03 1,00 0,98

5 1,02 1,00 0,97

6 1,02 1,00 0,99
promedio 1,002 1,004 0,986

4.3.2.4.2 Analisis de varianza (ANOVA)

El analisis de varianza (ANOVA) aplicado a las recuperaciones adimensionales de

la fortificacion a 700 mg/L mostro un valor del estadistico F = 1,83, con un p-valor

= 0,1947, superior al nivel de significancia establecido (a = 0,05), tal como se

presenta en

la Tabla 4.45.

concluyéndose que no existen diferencias

estadisticamente significativas entre las medias de recuperacion obtenidas en los

distintos dias de analisis.

Tabla 4.45 ANOVA sobre las recuperaciones de la fortificacion 700 mg/L

Origen de Grados . Valor
las ngg‘rzgjs de Is;%maeg'r‘;é’c‘fs F | Probabilidad | critico | Decision

variaciones | ©Y libertad u para F

Entre 0,001219 2 0,0006096 | 1,8282 |  0,1947 36823 | No

grupos significativo
Dentro de
los grupos 0,005001 15 0,0003334

Total 0,006220 17

4.3.2.4.3 Normalidad de los residuos — Prueba de Shapiro —
Wilk

El estadistico obtenido fue W = 0,96, con un p-valor = 0,41, superior al nivel de

significancia establecido (a = 0,05).
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En consecuencia, no se rechaza la hipotesis nula de normalidad, indicando que los
residuos del modelo presentan un comportamiento compatible con una distribucion

normal para el nivel evaluado.

Tabla 4.46 Prueba de normalidad de Shapiro - Wilk - 700 mg/L

Nivel de L
w p-valor significancia (a) Decision
0,96 0,41 0,05 Cumple

Este comportamiento es coherente con la grafica de probabilidad normal mostrada
en la figura 4.23, donde los residuos se distribuyen de manera aproximadamente
lineal alrededor de la recta tedrica, sin desviaciones sistematicas ni colas

pronunciadas.

99

Porcentaje
un
o

-0,05 -0,04 -0,03 -0,02 -0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
Residuo

Figura 4.23 Grafico de probabilidad Normal - matriz fortificada de 700 mg/L

4.3.2.4.4 Homogeneidad de varianzas — Prueba de Brown —
Forsythe
El estadistico F = 1,83, con un p-valor = 0,19, valor superior al nivel de significancia
(a=0,05). Por lo tanto, no se detectan diferencias significativas entre las varianzas,
confirmandose el cumplimiento del supuesto de homocedasticidad para este nivel

de concentracion.
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Tabla 4.47 Prueba de Brown - Forsythe - 700 mg/L

‘o Nivel de
Esta<|:l:|st|co p-valor | significancia Decision
(2)
1,83 0,19 0,05 Cumple

Adicionalmente, el gréafico de residuos frente a los valores ajustados no evidencia
patrones de apertura, cierre ni dependencia de la dispersion con el nivel de
respuesta, lo que respalda visualmente el cumplimiento del supuesto de

homocedasticidad.

0,03

0,02

0,01 ®
0,00 . .

-0,01

Residuo

-0,02
-0,03
-0,04
-0,05

0,985 0,990 0,995 1,000 1.005

Valor ajustado

Figura 4.24 Evaluacién de los residuales en la matriz fortificada de 700 mg/L

4.3.2.4.5 Evaluacion de la precisiéon
La precision del método en el nivel de 700 mg/L de DQO fue evaluada mediante el

coeficiente de variacidon bajo condiciones de repetibilidad y precision intermedia. El
coeficiente de variacion de repetibilidad (CV;.) obtenido fue 1,83 %, inferior al criterio
objetivo de 2,98 %, mientras que el coeficiente de variacién de precision intermedia
(CVg) fue 1,95 %, cumpliendo el limite establecido de 5,97 % (Tabla 4.48).
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Tabla 4.48 Evaluacion de la precision en el nivel 700 mg/L

Parametro
estadistico

Simbolo

Objetivo (%)

Experimental (%)

Decision

Coeficiente de
variacion

cv,

2,98

1,83

Cumple

(repetibilidad)

Coeficiente de
variacion cv,
(precision

intermedia)

5,97 1,95 Cumple

Los parametros derivados de precisibn muestran una gran media adimensional de
0,9976, con una desviacion estandar de repetibilidad (Sr) de 0,01826 y una
desviacion estandar de reproducibilidad (SR) de 0,01948 (Tabla 4.49). El limite de
repetibilidad absoluto fue de 35,79 mg/L, correspondiente a un limite relativo de
5,13 %, valores consistentes con la variabilidad observada a este nivel de

concentracion.

Tabla 4.49 Parametros derivados de precision en el nivel de 700 mg/L

Parédmetro Valor
Gran media, y 0,9976
Desviacién estandar de repetibilidad, S, 0,01826
Desviacién estandar de intra-laboratorio, S; 0,006784
Desviacién estandar de reproducibilidad, Sg 0,01948
Limite de repetibilidad, r (mg/L) 35,79
Limite de repetibilidad relativo, r(%) 5,13

4.3.2.5 Nivel de 1500 mg/L
4.3.2.5.1 Resultados

Los resultados obtenidos para la muestra de agua residual fortificada a 1500 mg/L
de DQO se presentan en la Tabla 4.50. Los resultados obtenidos para la muestra

de agua residual fortificada a 1500 mg/L de DQO se presentan en la Tabla 4.50
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Tabla 4.50 Resultados de DQO de la muestra de agua residual fortificada 1500 mg/L

Rango medio (mg/L) 1500
. Muestra + KHP
Reéplica - - -

Dia 1 Dia 2 Dia 3

1 1614 1615 1592

2 1647 1632 1660

3 1608 1621 1569

4 1641 1659 1603

5 1598 1619 1595

6 1620 1652 1606
promedio 1621,33 1633,00 1604,17
desviacion estandar 19,0962 18,4499 30,3012
C.V % o %RSD 1,1778 1,1298 1,8889

La recuperaciéon adimensional correspondiente a la fortificacion de 1500 mg/L se
resume en la Tabla 4.51.Los resultados indican que el método presenta buena
exactitud y estabilidad en el nivel alto de 1500 mg/L, con recuperaciones

consistentes y una variabilidad controlada entre dias.

Tabla 4.51 Recuperaciéon adimensional de DQO en muestra fortificada 1500 mg/L

i 0,
Rango medl_q (% 1500
Recuperacion)
Lo Muestra + KHP
Réplica - - -
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 1,00 1,00 0,99
2 1,02 1,01 1,03
3 1,00 1,01 0,97
4 1,02 1,03 0,99
5 0,99 1,00 0,99
6 1,00 1,03 1,00
promedio 1,005 1,013 0,994

4.3.2.5.2 Analisis de varianza (ANOVA)
El analisis de varianza aplicado a las recuperaciones adimensionales obtenidas en
la fortificacion a 1500 mg/L de DQO (Tabla 4.52) no evidencié diferencias
estadisticamente significativas entre los dias de andlisis. Estos resultados
confirman la estabilidad intermedia del método y la consistencia de las

recuperaciones en el nivel alto de concentracion evaluado.
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Tabla 4.52 ANOVA sobre las recuperaciones de la fortificacion 1500 mg/L

Origen de Suma de Grados | Promedio de Valor
las u de los F Probabilidad | critico Decisioén
L cuadrados | |
variaciones libertad cuadrados para F
Entre No
grupos 0,001121 2 0,0005609 | 2,3326 0,1312 3,6823 significativo
Dentrode | g 43607 | 15 0,0002404
los grupos
Total 0,004729 17

4.3.2.5.3 Normalidad de los residuos — Prueba de Shapiro —
Wilk

Los resultados del contraste estadistico se presentan en la tabla 4.53. De acuerdo

con el valor del estadistico W y su respectivo p-valor, no se rechaza la hipotesis

nula de normalidad para un nivel de significancia de a = 0,05, por lo que se concluye

que los residuos siguen una distribucién aproximadamente normal.

Porcentaje

Tabla 4.53 Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk — 1500 mg/L

Nivel de L
w p-valor significancia (a) Decision
0,95 0,311 0,05 Cumple

g9

-0,04

-0,03

-0,02

-0,01

0,00
Residuo

0,01

0,02

0,03

0,04

Figura 4.25 Grafico de probabilidad Normal - matriz fortificada de 1500 mg/L
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4.3.2.5.4 Homogeneidad de varianzas — Prueba de Brown —  Forsythe
Los resultados del contraste se presentan en la tabla 4.55. El valor del estadistico
F = 1,84, junto con un p-valor = 0,19, superior al nivel de significancia adoptado (a
= 0,05), indica que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las

varianzas de los residuos, por lo que no se rechaza la hipotesis nula de

homocedasticidad.
Tabla 4.54 Prueba de Brown-Forsythe — 1500 mg/L
i Nivel de
ESta?:'St'CO p-valor | significancia Decision
(2)
1,84 0,19 0,05 Cumple

Este resultado se ve respaldado por la Figura 4.26, en la cual los residuos se
distribuyen de manera aleatoria alrededor del valor ceroy presentan una dispersion
comparable a lo largo del rango de valores ajustados, sin evidenciar patrones

sistematicos ni incremento de la variabilidad.

0,04
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0,03
0,02
» L ]
L ] [
o 0,01
=3
o
&
o 0,00 * " »
. &
-0,01 * » H
L 2
L 2
-0,02
[ 2
-0,03
0,995 1,000 1,005 1,010 1,015

Valor ajustado

Figura 4.26 Evaluacion de los residuales en la matriz fortificada de 1500 mg/L
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4.3.2.5.5 Evaluacion de la precision
La precision del método en el nivel de 1500 mg/L de DQO se evalué mediante los
coeficientes de variacion de repetibilidad y precision intermedia (Tabla 4.56). El
coeficiente de variacion de repetibilidad fue CV, = 1,54 %, inferior al valor objetivo
(2,66 %), mientras que el coeficiente de variacion de precision intermedia fue CVj
= 1,71 %, también menor al criterio de aceptacion (5,32 %). Ambos parametros

cumplen los criterios establecidos.

Tabla 4.55 Evaluacion de la precision en el nivel 1500 mg/L

Parametro

. PPN . o
estadistico Simbolo Objetivo (%) Experimental (%) Decision

Coeficiente de
variacion cv, 2,66 1,54 Cumple
(repetibilidad)
Coeficiente de
variacion
(precision
intermedia)

CVg 5,32 1,71 Cumple

El coeficiente de variacion de repetibilidad obtenido fue CV,. = 1,54 %, valor inferior
al objetivo establecido (2,66 %), mientras que el coeficiente de variacién de
precision intermedia fue CV; = 1,71 %, también menor al criterio de aceptacion
definido (5,32 %). En ambos casos, los resultados cumplen los criterios de

aceptacion establecidos.

Tabla 4.56 Parametros derivados de precision en el nivel de 1500 mg/L

Parédmetro Valor

Gran media, y 1,0041
Desviacién estandar de repetibilidad, S, 0,01550
Desviacién estandar de intralaboratorio, S; 0,007308
Desviacién estandar de reproducibilidad, Si 0,01714
Limite de repetibilidad, r (mg/L) 65,1310

Limite de repetibilidad relativo, r(%) 4,3241

Los valores de RSD obtenidos fueron inferiores al 5 %, cumpliendo los criterios de
repetibilidad establecidos por EURACHEM (2014). Este comportamiento es
comparable con los resultados de Zumba (2018), quien reportd coeficientes de

variacion menores al 4 % para niveles medios y altos de DQO.

115



Asimismo, Gavi (2021) establecié como criterio aceptable RSD <5 % para métodos
de DQO en matrices complejas. Las diferencias minimas entre dias sugieren

adecuada estabilidad operacional del método y control instrumental.

Por tanto, la precisién observada confirma la confiabilidad del procedimiento bajo

condiciones rutinarias de laboratorio.

4.4Estimacion de la Incertidumbre
4.4.1 Nivel de 100 mg/L

La tabla 4.57 presenta el resumen del presupuesto de incertidumbre asociado a la
determinacion de DQO en el nivel nominal de 100 mg/L, calculado conforme a los
lineamientos de la ISO/IEC Guide 98-3 (GUM).

Tabla 4.57 Resumen del presupuesto de incertidumbre para DQO - Nivel 100 mg/L

2

Fuente de . . . u; Lo
incertidumbre Tipo u; (adimensional) (adimensional) Contribucion (%)
Micropipeta B 0,00177 0,0000032 0,15
Termo reactor B 0,00384 0,0000148 0,72
Preparacion
patron KHP B 0,00290 0,00000841 0,41
Curva de
calibracion A 0,03430 0,001176 57,26
Precision
Intermedia A 0,02448 0,000599 29,17
Veracidad A 0,01589 0,000252 12,28
(sesgo)
Total 0,002054 100,00

El analisis de contribuciones individuales se muestraen la tabla 4.57 que indica que
la incertidumbre debida a la curva de calibracion constituye la principal fuente,
aportando aproximadamente 57 % de la incertidumbre total combinada. Las
contribuciones asociadas a los equipos de medicidén y a la preparacion del patron

resultaron significativamente menores, representando en conjunto menos < 2 % del

total.
Tabla 4.58 Incertidumbre combinada y expandida en el nivel de 100 mg/L
. +U
2 . Factor de U expandida, o
u u., combinada cobertura, k (%) expandida
(mg/L)
0,002054 0,04532 2 9 9

En la tabla 4.58 se muestra la obtencién de una incertidumbre expandida relativa

de 9 %, equivalente a una incertidumbre expandida absoluta de + 9 mg/L para el

nivel evaluado.
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4.4.2 Nivel de 300 mg/L
La tabla 4.59 presenta el resumen del presupuesto de incertidumbre asociado a la
determinacion de DQO en el nivel nominal de 300 mg/L, calculado conforme a los
lineamientos de la ISO/IEC Guide 98-3 (GUM).
Tabla 4.59 Resumen del presupuesto de incertidumbre para DQO - Nivel 300 mg/L

2

Fuente de . . . u; L
incertidumbre Tipo u; (adimensional) (adimensional) Contribucion (%)
Micropipeta B 0,001778 0,000003160 0,41
Termo reactor B 0,003849 0,000003160 1,93
Preparacion B 0,000406 0,00001481 0,021
patron KHP
Curva de A 0,0105 0,0000001647 14,38
calibracion
Precision
Intermedia A 0,01964 0,0003859 50,33
Veracidad
(sesgo) A 0,015886 0,0002524 32,92
Total 0,0007666 100,00

El analisis de contribuciones individuales se muestra en la tabla 4.59, evidencia que
la precisidon intermedia constituye la principal fuente de incertidumbre, aportando
aproximadamente el 50 % de la incertidumbre total combinada, seguida por la
veracidad (sesgo) con un 33 % vy la curva de calibracion con un 14 %. Las
contribuciones asociadas a los equipos de medicidén y a la preparacion del patron

resultaron marginales, representando en conjunto menos del 3 % del total.

Tabla 4.60 Incertidumbre combinada y expandida en el nivel de 300 mg/L

. +U
2 : Factor de U expandida, .
u u., combinada cobertura, k (%) expandida
(mg/L)
0,0007666 0,02768 2 6 17

En la tabla 4.60 se muestra la obtencion de una incertidumbre expandida relativa
de 6 %, equivalente a una incertidumbre expandida absoluta de + 17 mg/L para el

nivel evaluado.
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4.4.3 Nivel de 700 mg/L

La tabla 4.61 presenta el resumen del presupuesto de incertidumbre asociado a la
determinacion de DQO en el nivel nominal de 700 mg/L, calculado conforme a los
lineamientos de la ISO/IEC Guide 98-3 (GUM).

Tabla 4.61 Resumen del presupuesto de incertidumbre para DQO - Nivel 700 mg/L

Fuente de 2

. ’ ; ; u; G o
incertidumbre Tipo u; (adimensional) (adimensional) Contribucion (%)
Micropipeta B 0,00178 0,00000316 0,45
Termo reactor B 0,00385 0,00001483 2,13
Preparacion
oatron KHP B 0,00041 0,00000017 0,023
Curva de A 0,00450 0,000002025 2.02
calibracion
Precision A 0,02006 0,00040249 58,05
Intermedia
Veracidad A 0,01589 0,00025240 36,40
(sesgo)
Total 0,00069330 100,0

El analisis de contribuciones individuales, presentado en la Tabla 4.61, evidencia
que la precision intermedia constituye la principal fuente de incertidumbre,
aportando aproximadamente 58 % de la incertidumbre total combinada, seguida de
la veracidad (sesgo) con una contribucion cercana al 36 %. La incertidumbre
asociada a la curva de calibraciéon representa alrededor del 3 %, mientras que las
contribuciones asociadas a los equipos de medicion y a la preparacion del patron

primario resultaron marginales, representando en conjunto menos del 3 % del total.

Tabla 4.62 Incertidumbre combinada y expandida en el nivel de 700 mg/L

: +U
2 : Factor de U expandida, o
u u., combinada cobertura, k (%) expandida
(mg/L)
0,000693 0,02635 2 5 37

En la tabla 4.62 se muestra la obtencion de una incertidumbre expandida relativa
de 5 %, equivalente a una incertidumbre expandida absoluta de + 37 mg/L para el

nivel evaluado.
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4.4.4 Nivel de 1500 mg/L

La tabla 4.63 presenta el resumen del presupuesto de incertidumbre asociado a la
determinacion de DQO en el nivel nominal de 1500 mg/L, calculado conforme a los
lineamientos de la ISO/IEC Guide 98-3 (GUM).

Tabla 4.63 Resumen del presupuesto de incertidumbre para DQO - Nivel 1500 mg/L

Fuente de . , , u? PN
incertidumbre Tipo u; (adimensional) (adimensional) Contribucion (%)
Micropipeta B 0,00178 0,00000316 0,69
Termo reactor B 0,00385 0,00001483 3,26
Preparacion
oatron KHP B 0,00041 0,00000017 0,02
Curva de A 0,00330 0,00001090 2,39
calibracion
Precision A 0,01318 0,00017370 38,16
Intermedia
Veracidad A 0,01589 0,00025240 55 46
(sesgo)
Total 0,000454 100,00

El analisis de contribuciones individuales, presentado en la Tabla 4.63, evidencia
que la veracidad (sesgo) constituye la principal fuente de incertidumbre, aportando
aproximadamente 55 % de la incertidumbre total combinada, seguida de la
precision intermedia, con una contribucién cercana al 38 %. Las contribuciones
asociadas a la curva de calibracion, al termo reactor y a los equipos volumétricos

resultaron significativamente menores, representando en conjunto menos del 7 %

del total.
Tabla 4.64 Incertidumbre combinada y expandida en el nivel de 1500 mg/L
: +U
2 . Factor de U expandida, .
u u., combinada cobertura, k (%) expandida
(mg/L)
0,000454 0,02133 2 4 64

En la tabla 4.64 se muestra la obtencion de una incertidumbre expandida relativa
de 4 %, equivalente a una incertidumbre expandida absoluta de + 64 mg/L para el

nivel evaluado.

La incertidumbre expandida obtenida para los diferentes niveles de concentracion
fue inferior al 20 %, valor maximo recomendado para métodos ambientales segun
Gavi (2021) y lineamientos generales de EURACHEM (2014).
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Jacome (2014) reportd incertidumbres cercanas al 9 % en rangos similares,
resultado comparable con los obtenidos en este estudio para concentraciones

medias.

Las diferencias pueden explicarse por la inclusion de componentes adicionales en
el presupuesto de incertidumbre, como contribuciones de la curva de calibracion y
variabilidad intermedia. Desde el punto de vista metrologico, la magnitud de
incertidumbre estimada es compatible con el uso previsto del método en monitoreo

ambiental.

4.5 Robustez
La robustez del método para la determinacion de DQO fue evaluada mediante un
disefio factorial completo 23, considerando variaciones deliberadas en la
temperatura de digestion (A), el equipo de digestién (B) y el tiempo de digestion
(C), en el nivel de concentracidon evaluado. Los niveles experimentales
considerados se presentan en la tabla 4.65.

Tabla 4.65 Diseno experimental y niveles

Factor -1 +1

A: Temperatura (°C) 148 150
B: Equipo Hach Merck

C: Tiempo (min) 105 135

El analisis de varianza factorial (tabla 4.66) indica que el factor B (equipo de
digestion) presenta un efecto estadisticamente significativo sobre la respuesta de
DQO (p < 0,05), mientras que los factores A (temperatura)y C (tiempo), asi como
todas las interacciones dobles y la interaccion triple A X B X C, no resultaron
significativas (p > 0,05).

Tabla 4.66 ANOVA factorial

Fuente F calculada p - value Decisién
A 0,3246 0,5844 Cumple

B 9,4675 0,01518 No Cumple
C 1,5714 0,2453 Cumple
AB 0,3246 0,5844 Cumple
AC 0,6363 0,4480 Cumple
BC 1,0519 0,3350 Cumple
ABC 2,9220 0,1257 Cumple
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El resumen de efectos principales (tabla 4.67) confirma que el cambio de equipo de
digestion genera el mayor efecto estimado sobre la DQO (B = —1,6875),
evidenciando una disminucion sistematica de la respuesta al cambiar de equipo. En
contraste, los efectos asociados a la temperatura (f = +0,3125) y al tiempo de

digestiéon (f = +0,6875) fueron de menor magnitud y no significativos.

Tabla 4.67 Resumen de efectos principales del estudio de robustez (23)

Factor Efecto estimado (B) Significativo
A — temperatura +0,3125 No
B — Equipo -1,6875 Si
C - Tiempo +0,6875 No

El analisis factorial 22 mostré que la temperaturay el tiempo de digestion no tuvieron
efectos estadisticamente significativos sobre la respuesta de DQO (p > 0.05), lo
que indica estabilidad del método frente a pequefas variaciones en estos factores.
Este comportamiento es coherente con lo establecido en American Public Health
Association (APHA) (2023) y con los criterios de robustez descritos por
EURACHEM (2014).

En contraste, el equipo de digestion presenté un efecto significativo (p < 0.05), con
un efecto estimado de 3 = —1.6875 mg/L. Aunque la diferencia es estadisticamente
detectable, su magnitud es pequena respecto al nivel de concentraciéon evaluado,
por lo que su impacto practico resulta limitado dentro del rango operativo del

meétodo.

En consecuencia, el método puede considerarse robusto frente a variaciones en
temperatura y tiempo, pero sensible al cambio de equipo, recomendandose
mantener el mismo digestor durante la calibracion y analisis rutinario para asegurar

consistencia metroldgica

4.6 Declaracion del método verificado

Luego de los ensayos y pruebas estadisticas realizadas se da por declarado el

método como verificado como se muestra en el Anexo B
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4.7 Aplicacion de los resultados de la verificacion en el monitoreo del

Afluente de una planta de tratamiento.

Durante el periodo de monitoreo del afluente de la planta de tratamiento, la calidad
analitica del método de determinacion de DQO fue verificada de forma continua

mediante el analisis de blancos, estandares de control y muestras en duplicado.

Los resultados de blancos analiticos se mantuvieron consistentemente por debajo
del limite de deteccion del método (< LOD), lo que confirma la ausencia de
contaminacion y sesgos sistematicos asociados a reactivos o al procedimiento
analitico (Tabla 4.68).

Tabla 4.68 Resultados de blancos analiticos
Parametro Resultado

Blanco analitico <LOD

El desempefo del método fue adicionalmente evaluado mediante estandares de
control de calidad a concentraciones nominales de 200, 500 y 800 mg/L de DQO.
Los resultados obtenidos presentaron recuperaciones comprendidas entre 101 % y
103 %, cumpliendo los criterios de aceptacion establecidos para métodos
colorimétricos de reflujo cerrado (Tabla 4.69). Estos valores se encuentran dentro
de los rangos recomendados por Standard Methods 5220D vy la literatura
internacional para la verificacion de exactitud en analisis de aguas residuales,

confirmando la validez del método en el intervalo operativo de interés.

Tabla 4.69 Control de calidad con estandares de DQO

Nivel nominal (mg/L) Resu(lﬁgclnl_r)nedlo Recuperacion (%) Criterio
200 206 103 Cumple
500 507 101 Cumple
800 807 101 Cumple

Los resultados del monitoreo del afluente, realizados en duplicado para cada evento
de muestreo, se presentan en la Tabla 4.70. Los valores de DQO obtenidos
oscilaron entre 326 y 550 mg/L, reflejando la variabilidad tipica de un afluente de
aguas residuales domeésticas. En todos los casos, el porcentaje de diferencia
relativa entre duplicados (RPD) fue inferior al limite de repetibilidad establecido

durante la verificacion del método (7%), lo que confirma que la precision bajo
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condiciones rutinarias de operacién es consistente con la precision experimental

obtenida en laboratorio.

El cumplimiento sistematico del criterio de RPD demuestra que la repetibilidad del
método es adecuada para el control operativo del proceso, en concordancia con los
lineamientos de ISO 5725-2 y con las recomendaciones para el control interno de

calidad en laboratorios de ensayo acreditados.

Tabla 4.70 Resultados de DQO del punto de monitoreo

Fecha Muestra DQ(?n;i? 1 DQ(?n;i? 2 P?nn;?go I?(!Z[)D Criterio
6/11/2025 (')55"1‘:;3;;) 378 367 372 295 | Cumple
7/11/2025 0'%'}‘:;3; 551 548 550 0,5 Cumple
111112025 | (i1 305 383 389 3,1 Cumple
14/11/2025 1'5?”‘1‘:2/3;5 344 349 347 14 Cumple
2011172025 | CNTAES 328 331 330 0,91 Cumple
20/11/2025 g}%@; 429 433 431 0,92 Cumple
27/11/2025 2'55"1‘:;3;5 329 322 326 2.15 Cumple
2711112025 | ST 406 400 403 15 Cumple

Nota: El RPD se compara contra el limite de repetibilidad que se obtuvo en la verificacion

Con base en los resultados del periodo de monitoreo, se calculd la DQO promedio
del afluente, obteniéndose un valor de 393 mg/L. Para la expresién del resultado
reportable, se adoptdé una incertidumbre expandida relativa del 9%, Los valores
obtenidos en el monitoreo del afluente se encuentran dentro del rango tipico

reportado para aguas residuales domésticas (Metcalf & Eddy et al., 2003).
De este modo, el resultado reportado del afluente se expresa como:

DQO =393 + 35 mg/L (k = 2, aproximadamente 95 % de confianza)

Este enfoque garantiza que el resultado informado incorpora de manera explicita
las principales fuentes de variabilidad asociadas al método, incluyendo precision
intermedia, sesgo y contribuciones instrumentales, proporcionando un valor

técnicamente defendible para la toma de decisiones operativas y regulatorias.
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Tabla 4.71 Resultado reportado de DQO en afluente

Parametro Valor
DQO promedio del periodo de monitorio, mg/L 393
Incertidumbre expandida, +U, % 9
Resultado reportado, mg/L 393 + 35
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

. Se establecieron condiciones operativas 6ptimas para la determinacion de
la DQO mediante el método colorimétrico de reflujo cerrado conforme a
ASTM D1252-06 y Standard Methods 5220D, definiéendose como adecuadas
la digestion a 150 + 2°C, 2 h de digestion, el uso del termo reactor Hach
DRB 200 Merck, y el espectrometro HACH UV-VIS DR 6000.

. EI' método demostré6 adecuada selectividad, sensibilidad analitica y
linealidad dentro del intervalo de trabajo evaluado, con blancos analiticos
consistentemente inferiores al LOD, y una respuesta lineal satisfactoria para
estandares de control entre 200, 500 y 800 mg/L, cumpliendo los requisitos
establecidos por el SAE para métodos de ensayo acreditables.

. La veracidad y precision del método fueron confirmadas mediante estudios
de recuperacion y repetibilidad, obteniéndose recuperaciones comprendidas
entre 101-103 % y valores de RPD inferiores al limite de repetibilidad, en
concordancia con los criterios de aceptacion establecidos en la guia

EURACHEM, evidenciando un desempefio analitico confiable.

. La incertidumbre de medicién asociada a la determinacion de DQO fue

estimada conforme a la ISO/IEC Guide 98-3 (GUM), identificandose como
principales contribuyentes la precision intermedia y la curva de calibracion;
se establecié una incertidumbre expandida relativa conservadora del 9 %,
garantizando la trazabilidad y confiabilidad metrolégica de los resultados
reportados.

. El estudio de robustez basado en un disefio factorial 23 evidencié que el
meétodo es robusto frente a pequenas variaciones en temperatura de
digestion, tiempo de reaccién y tipo de equipo, identificandose unicamente
el factor equipo como estadisticamente significativo, sin comprometer la
validez del método dentro de las condiciones normales de operacion.

. Los indicadores de desempenio aplicados durante el monitoreo del afluente

de la planta de tratamiento confirmaron la aplicabilidad del método verificado
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en condiciones reales, permitiendo reportar resultados de DQO con control
de calidad continuo, cumplimiento de criterios de repetibilidad y un resultado
final expresado como 393 + 35 mg/L, adecuado para la toma de decisiones

operativas.

5.2 Recomendaciones

. Optimizacién de la curva de calibracion

Se recomienda evaluar el ajuste y la distribucion de puntos de la curva de
calibracion, especialmente en los niveles bajos e intermedios, mediante el
aumento del numero de réplicas o puntos de calibracion, con el fin de reducir
la incertidumbre asociada a la calibracién, identificada como una de las

principales fuentes de contribucion a la incertidumbre total del método.

. Evaluacién especifica del efecto de cloruros

Se recomienda realizar estudios adicionales del efecto de los cloruros para
concentraciones de DQO comprendidas entre 100 y 500 mg/L, empleando
diferentes niveles de cloruros, a fin de cuantificar su influencia sobre la

exactitud del método en matrices reales de aguas residuales domésticas.

. Optimizacion del uso del inhibidor de cloruros

Revisar y optimizar la concentracion de sulfato de mercurio u otros agentes
inhibidores permitidos por la normativa, particularmente en muestras con alto
contenido de cloruros, con el fin de minimizar interferencias y mejorar la
veracidad de los resultados, conforme a lo indicado en ASTM D1252 y
Standard Methods 5220D.

. Fortalecimiento del control de calidad interno

Mantener el uso sistematico de estandares de control de calidad intermedios
(por ejemplo, 200, 500 y 800 mg/L), asi como el seguimiento del RPD y
cartas de control, para asegurar la deteccion temprana de desviaciones y

garantizar la confiabilidad de los resultados reportados.
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5. Extensién del método a otras matrices
Como trabajo futuro, se recomienda evaluar la aplicabilidad del método
verificado a otras matrices de interés, tales como aguas industriales o
efluentes con alta carga salina, ajustando el disefio experimental y la

estimacion de incertidumbre segun la complejidad de la matriz.

6. Incluir la incertidumbre de Muestreo
En el estudio presente no se considerd la incertidumbre debida al muestreo
solo la analitica, y para tener una descripcion completa del rendimiento del
meétodo seria beneficioso si se realiza la actividad de muestreo, realizar el

disefio experimental y agregar la incertidumbre asociada al muestreo.

127



6. Referencias

American Public Health Association (APHA). (2023). SM 5220 D. Closed
Reflux, Colorimetric Method. En Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (24a ed.). APHA Press.

ASTM International. (2020). ASTM D1252-06: Standard test methods for
chemical oxygen demand (dichromate oxygen demand) of water.

Centro Espafiol de Metrologia. (2012). Vocabulario Internacional de Metrologia
Conceptos fundamentales y generales, y términos asociados (VIM) (3a
ed.). CEM.

EURACHEM. (2014). The fitness for purpose of analytical methods: A
laboratory guide to method validation and related topics (Cantwell, Ed.; 1a
ed.). EURACHEM. https://www.eurachem.org/

EURACHEM/CITAC. (2012). Quantifying  uncertainty in  analytical
measurement (3a ed.). CEM. https://www.eurachem.org

Gavi, J. (2021). Validacion de métodos de ensayo para determinar DBOS,
DQO, oxigeno disuelto, sulfatos, plomo y cadmio en agua y suelo.
UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR.

Gutiérrez Pulido, H., & de la Vara Salazar, R. (2008). Analisis y disefio de
experimentos (Segunda). www.FreeLibros.org

Horwitz, W., & Albert, R. (2006). The Horwitz Ratio (HorRat): A Useful Index of
Method Performance with Respect to Precision. AOAC INTERNATIONAL,
89(4), 1095-1109.

International Organization for Standardization. (2019). ISO 5725-2:2019
Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and results
— Part 2: Basic method for the determination of repeatability and
reproducibility of a standard measurement method. En /SO (2a ed.). ISO.
https://www.iso.org/standard/69419.html

International Organization for Standardization. (2021). /SO 8466-1:2021 Water
quality - Calibration and evaluation of analytical methods - Part 1: Linear
calibration function (2a ed.). ISP. https://www.iso.org/standard/77139.html

Jacome, J. (2014). VALIDACION DE METODOS ANALITICOS PARA LA
DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (RANGO
BAJO, RANGO MEDIO, RANGO ALTO), SOLIDOS TOTALES

128



DISUELTOS Y SOLIDOS TOTALES SUSPENDIDOS EN MATRICES DE
AGUA CLARA Y RESIDUAL EN EL CENTRO DE INVESTIGACIONES Y
CONTROL AMBIENTAL “CICAM”. UNIVERSIDAD TECNICA DE
AMBATO.

Kutner, M. H., Nachtsheim, C. J., Neter, J., & Li, W. (2005). Applied linear
statistical models (5a ed.). McGraw-Hill Irwin.

Metcalf & Eddy, Inc., Tchobanogloues, G., Burton, F. L., & Stensel, H. D.
(2003). Ingenieria de aguas residuales: Tratamiento, vertido y reutilizacion
(3a ed., Vol. 1). McGraw Hill.

Miller, J. N., & Miller, J. C. (2010). Statistics and Chemometrics for Analytical
Chemistry (6a ed.). Pearson Education.

Montgomery, D. C., Peck, E. A., & Vining, G. G. (2006). Introduccion al Analisis
de Regresion (CECSA, Ed.; 3a ed.). CECSA.

Paucar, G. (2022). RECINTO UNIVERSITARIO RUBEN DARIO FACULTAD
DE CIENCIAS E INGENIERIA DEPARTAMENTO DE QUIMICA
CARRERA QUIMICA AMBIENTAL. RECINTO UNIVERSITARIO RUBEN
DARIO FACULTAD DE CIENCIAS E INGENIERIA DEPARTAMENTO DE
QUIMICA CARRERA QUIMICA AMBIENTAL.

R. R. Jairo. (2010). Tratamiento de Aguas Residuales Teoria y Principios de
Diserio (Escuela Colombiana de Ingenieria, Ed.; 3a ed.).

Ramalho, R. S. (1983). Tratatmiento de Aguas Residuales. Editoral Reverté.

Rodriguez, Y., & Zapata, A. (2023). Validacion y Estimacion de la Incertidumbre
de una Metodologia Analitica para Determinar la Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el Método Colorimétrico de
Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de Nicaragua, Febrero —
Noviembre 2022. RECINTO UNIVERSITARIO RUBEN DARIO
FACULTAD DE CIENCIAS E INGENIERIA DEPARTAMENTO DE
QUIMICA CARRERA QUIMICA AMBIENTAL.

Servicio de Acreditacion Ecuatoriano. (2021). CR-GAO01-R07 Criterios-
Generales-Acreditacion de laboratorios de ensayo y calibracion segun
NTE-INEN ISO/IEC 17025-2018. www.acreditacion.gob.ec

129



Skoog, D. A., Holler, F. J., & Crouch, S. R. (2016). Ultraviolet-Visible
Absorption Spectroscopy. En Principios de analisis instrumental (7a ed.).
Cengage Learning.

Zumba, J. (2018). Validaciéon de métodos de ensayo para DQO, tensoactivos;
y aceites y grasas en aguas, en el Laboratorio Ambiental y Consultoria
Environovalab Cia. Ltda. UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA CARRERA DE INGENIERIA
QUIMICA.

130



1.

Apéndices y anexos

Anexo A. Procedimiento Estandarizado para la determinacién del ensayo DQO

Preambulo
1.1. Actualizacion
# Seccidn Indole d_ella Fecha Autorizacion
correccion
1.2. Revision
Fec.h"? ,de Resultado de la revision | Fecha de la proxima revision Autorizacion
revision
12/2/2026 Conforme 12/8/2026 Jefatura de laboratorio
Titulo
Determinacion de DQO en aguas residuales domesticas utilizando el método
colorimétrico por digestion de reflujo cerrado
Precauciones

El procedimiento involucra reactivos altamente corrosivos y téxicos (acido
sulfurico concentrado, dicromato de potasio y sulfato de mercurio). Se deberan
cumplir las siguientes medidas:

Uso obligatorio de bata, guantes resistentes a acidos, gafas de seguridad
y proteccion facial.

Manipulacion de reactivos bajo campana extractora.

Precaucion durante la digestion térmica por generacién de presion en viales
sellados.

Gestidn de residuos que contienen cromo y mercurio conforme a la
normativa ambiental vigente.

Alcance

Este procedimiento describe la determinacion de la Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) en muestras de aguas residuales mediante el método
colorimétrico de reflujo cerrado, basado en la oxidacién de la materia organica
con dicromato de potasio en medio acido.

El método es aplicable a muestras de aguas residuales domésticas, dentro del
intervalo de trabajo operativo de 100 a 1500 mg/L definido durante la verificacion
del método, conforme a lo establecido en Standard Methods 5220 D y ASTM
D1252 .

Referencias

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, Método
5220 D: Closed Reflux, Colorimetric Method.

ASTM D1252-06 (re aprobada 2020): Standard Test Methods for Chemical
Oxygen Demand (Dichromate Oxygen Demand) of Water.
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6. Definiciones

e DQO (Demanda Quimica de Oxigeno): Cantidad de oxigeno, expresada
en mg/L, consumida durante la oxidacién quimica de la materia organica e
inorganica oxidable presente en una muestra de agua.

e mg/L: Miligramos por litro.
e H,SO0,: Acido sulfurico.
e HgSO,: Sulfato de mercurio.
e KHC3H,O, (KHP): Ftalato acido de potasio (patrén primario).
e EPP: Equipos de Proteccion Personal.
e LOD: Limite de deteccion (13 mg/L).
e LOQ: Limite de cuantificacion (43 mg/L).
¢ %RPD: Diferencia porcentual relativa entre duplicados.
7. Principio

La muestra es oxidada en medio fuertemente acido con dicromato de potasio en
presencia de sulfato de plata como catalizador. Durante la digestion térmica (150
°C, 2 h), el Cr*® se reduce a Cr*3. La concentracion de Cr3* formada (o
dicromato remanente) se determina fotométricamente alrededor de 600 nm. La
concentracion de DQO se obtiene mediante comparacién con una curva de
calibraciéon construida con ftalato acido de potasio (KHP).

8. Reacciones

Oxidacion general:
Materia organica + Cr,0,> + H* — CO, + H,0 + Cr3* (1)

Relacion estequiométrica:1 mol K,Cr,O, = 1,5 mol O,
Nota: Los cloruros se enmascaran mediante HgSO, para evitar interferencias.

9. Reactivos y materiales

e Solucién de digestion de DQO rango alto: Para el desarrollo de los analisis,
se esta utilizando soluciones de digestion para DQO preparadas
comercialmente de la marca HACH.

e Ftalato acido de potasio (KHP) patréon primario: Aplastar ligeramente y luego
secar el KHP hasta peso constante a 110°C. Disolver 425 mg en agua
destilada y diluir hasta 1,000 mL. EI KHP tiene una DQO tedrica de 1.176 mg
02/mgy esta solucién tiene una DQO tedrica de 500 ug O2/mL. Esta solucion
es estable cuando se refrigera, pero no indefinidamente. Estar atento al
desarrollo de un crecimiento biolégico visible. Si es posible, preparar y
transferir la solucion en condiciones estériles.

e Agua desionizada.

e Acido sulfurico concentrado (98%) para preservacion.

e Combicheck 20 (material de referencia).
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Materiales
e Puntas para micropipeta de 5000 uL
e Gradilla

10. Aparatos

e Termo reactor Hach DRB 200

e Espectrofotémetro Hach DR 6000

e Micropipetas automaticas de 5000 uL
11. Toma de muestra

Frascos plasticos o vidrio (= 100 mL).
Preservacion: H,SO, hasta pH < 2.
Refrigeracion a 4 + 2 °C.

Tiempo maximo conservacion: 28 dias.

12. Procedimiento

A viales individuales con solucién de digestidn para rango alto, transferir2 mL de agua
de grado reactivo para el cero, 2 mL de estandar combicheck y 2 mL de la(s)
muestra(s) sin filtrar o una dilucién(es) de la(s) misma(s). Digestar los viales en el
termoreactor a una temperatura 150°C por 2 horas.

Enfriar la muestra lentamente a temperatura ambiente para evitar la formacion de
precipitados. Una vez que las muestras se hayan enfriado, ventilar si es necesario
para aliviar cualquier presion generada durante la digestiéon. Mezclar el contenido de
los recipientes de reaccion para combinar el agua condensada y desalojar la materia
insoluble. Dejar que la materia suspendida se asiente y asegurarse que el camino
optico para la medicion esté despejado. Encerar el equipo, medir el estandar y cada
muestra en el programa de DQO HR

13. Calculos

Con la medida de la absorbancia de cada muestra, se calcula el valor de la

concentracion de acuerdo a la siguiente ecuacion:
Abs—int.
Deo () = Fra @

pend.

Donde:

Abs: absorbancia medida de la muestra/estandar,
int. : intercepto de la curva,

pend. : pendiente de la curva.
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14. Precision
Repetibilidad

Por cada lote de muestras se realizara un duplicado de cualquier muestra y se
calculara el %RPD, se lo calcula mediante la siguiente férmula:

( resultado muestra — resultado duplicado ) «100%
- 0

( resultado muestra+ resultado duplicado )2

%RPD =

El valor obtenido dé %RPD debera ser menor al limite de repetibilidad (%) de
acuerdo con el criterio de aceptacion adoptado especificado a continuacién en la
siguiente tabla correspondiente al rango evaluado experimentalmente (300—1500
mg/L), donde el método mostré un comportamiento estable.

Rango de DQO (mg/L) Limite de Repetibilidad (%)
100 - 1500 mg/L 7,5

Cuando no cumplan las especificaciones anteriores se repetira el analisis con una
nueva alicuota, silos resultados no son satisfactorios, se comunicara al JLAB, para
las medidas pertinentes.

Exactitud

Por cada lote de muestra se leera un estandar primario de Phthalato Hidrogenado
de potasio, por cada lote realizado, en concentraciones de 300 mg/L , o con un
material de referencia marca Merck - combicheck de valores 750 + 75 dos veces
por mes.

Se aceptaran resultados que estén dentro de las 2 DS y solo dos valores dentro de
las 3 DS por mes, no se aceptara cualquier punto fuera del limite de control, si los
estandares no cumplen con los rangos permitidos, se preparara un nuevo estandar,
si los resultados no son satisfactorios, se comunicara al jefe de laboratorio, para las
medidas pertinentes.

Incertidumbre

La siguiente tabla presenta el valor de incertidumbre relativa expandida obtenido en el
rango de verificacion.

Nivel de DQO (mg/L) U,e1(%)

100 - 1500 mg/L 10,5
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Anexo B. Declaraciéon del método verificado

METODO ANALITICO

CUANTITATIVO OX Analito: DQO
CUALITATIVO 0 Unidades: mg/L
DE IDENTIFICACION [ Matriz: Aguas residuales
FUNCION DE RESPUESTA
m = 0,000460891 Sm =1,77e-6 a = 0,002802 Sa = 0,001273
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Repetibilidad Precision Intermedia VEIEER - .
ad expandida
% Sesgo
Nivel (mg/L) Sr RSD:; Si % RSDii relativo | U %(k= 2)
Ir
(%)
100 0,022 2,61 0,029 3,37 9
300 0,020 2,17 0,024 2,55 6
0,7
700 0,018 1,83 0,019 1,95 5
1500 0,015 1,54 0,017 1,71 4
LIMITE DE DETECCION (L,D,) 13 mg/L
LIMITE DE CUANTIFICACION (L,C,) 43 mg/L
INTERVALO DE TRABAJO 43 a 1500 mg/L
LIMITE DE REPETIBILIDAD, % 7
Construir una carta de control con un
CIONUIREIL LT ER valor medio de 300 mg/L + 10%
INCERTIDUMBRE DEL METODO, U (%) 9

Declaracién de Aptitud del Método Verificado

Método de Analisis: Demanda quimica de oxigeno
CONFORMIDAD: Conforme, con los objetivos planteados,

Declarandose: VALIDO para el uso previsto,
Fecha: 15-01-2026

Elaborado por: Ing. Anthony Freire Castro
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Anexo C. Material de Referencia Certificado

www.sigmaaldrich.com

DocumEnt 20550009 Version 2.0
Certificate of Analysis - Certified Reference Material
Demand-WP

Product no.: QC1130-20ML

Lot no.: LRADSS5YS

Expiry Date: July 2027

Manufacturing Date: July 2024

Storage: ROOM TEMPERATURE (2 °C to 30 2C)
Solvent/Matrix: DI WATER

Certificate version: LRADS575.01 (Note: Certificates may be updated due to

the awvailability of new data. Chedk our website at-
wiww. sigma-aldrich.com for the most current vearsion. )

Certified Values:

Certified
Analyte Units Value

Biochemical oxygen mg/L 88.1 £ 3.3
demand

Carbonaceous BOD (CBOD) mg/L 75.8+ 38

Chemical oxygen demand mg/fL 142 = 4
(coD)

Total organic carbon (TOC) mag/L 56.1 £ 0.9
Informational Values:

Suggested Acceptance Standard
Analyte Units Windows Deviation

Biochemical oxygen demand mg/L 46.9 to 129 13.7
Carbonaceous BOD (CBOD) mg/L 34.0 to 118 13.9
Chemical oxygen demand mg/L 121 to 163 6.91
(coD)

Total organic carbon (TOC) mg/L 46.9 to 65.3 3.05

Additional Information: DESCRIPTION
The solvent for this sample is water.
This sample iz packaged as a 20 mL concentrate.
The sample has been autoclaved for preservation.
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Anexo D. Certificados de Calibracion Micropipeta

Resultados de la Calibracién

Caiibration Results

Valor de Prusha Volumen Medida | Eror de Medcidn (2) | Incedidumbre (U) Faclor de Temperalura™ E.MP. .
i . i I Cobertura (k) i Cumplimisrilo
st Valus Mepsured Volume Measurement Emor {2} Lincerialdy (L emperaLne M.P.E
il il il il Coverage factor o H il Compdance
10 10,022 0,022 0,013 2,00 208 0,08 Cumgle
5 50077 0,0077 0,0067 200 208 0,06 Curmiple
1 1,0208 0,0209 0,0033 200 09 0,06 Curmiple

Resultados de calibracidn

08

0,06

]

—s—Error & U

& 8mp

Error de Medicidn |ml)
(=]
¥

[i} 2 4 [ 4 10
Indicacidn del ltem de Calibracian (mi)

Notas

IiBS

- Temperatura de Referencia: 20%C

- El error de medicidn (mejor estimacion del valor verdadero) se muestran con la misma cantidad de decimales que |a incertidumbre
reportada (véase 7.2.6 de la GUM).

- Se ha realizado dier medicionas por cada valor de prueba.
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Anexo E. Certificado de Calibracion Termo reactor

Resultados del Ensayo

Posicion de los Sensores de Referencia

Resultados de Ensayo

Fotografia de los Sensores de Referencia

Daturan

...... P

asf Moty
Sullne programado en | Tempassues meds an | T mdia | .
‘Walor da Prushs | el confmbsdor dal | el ndesso: Sel sguizo dal sanor de | G
aquizo bag prusba bejo promba raferancs = L Mladcicn U]
E
A S frpereiow of Incicaiine Fampors’ i

o [ Cormoion Protmtel 1_“;1'_“ Fr LTy

= -] L o = = i
LerscEn 7

e 150 150,08 150,45 iEL] 1] L Carpla
Localon
Locscin 2

n2d 158 1588 158,5 s lik] (7] = T
[
el & 150 1508 189, F or oA -] Curpla
Lz J
Locscin 4

& 150 150,00 15043 043 4,18 1] Curpla
Localon 4
LerscEn 3

&g 156 AT 158,58 s K] 19 Curphl
Cocaion 3

T por al F R ]
Tolerance [oeowdcied by e cosiomer— )
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Anexo F. Certificado d calibracion balanza analitica

Ensayo de Errores de Indicackin

Crecients
) Errar de Medcian . Factor de
ValwrFain | Indicacin llem P Incartiumbe (U] [~ a EMP. Cum plimeenic:
om Rrasg | M = Lnoart A
g g [ ] K g
L 000000 L0000 [ — — —
0,01000 OO0 000000 000014 233 + 00010 Cuvphe
25 L0000 5000 000000 (G ERE ® 0000 Turpie
43 S0 50, 0000 0L00007 000016 209 + 0,000 Cumpke
EEIE 750000 000007 10,0001 20 + 00020 Gurple
FEFEED 11000, 001 000002 10,0002 203 + 0,0020 Cumpke
124 BOGET 128, ) 100 [Pl ae ] 261 & 5030 Cumple
140 e 150, 0000 [ 000020 20 + 0,0020 Carpke
174 SO00E 175, 0000 000004 (== 200 + 00020 Tumpe
IEEECE:E 200, 0001 000015 000034 200 + 0,0020 Cumpke
228 BauE 230, bt 000023 0000432 200 + 00030 Curple
252 00004 252, 0002 00016 0,00044 200 + 0,0030 Cumple
Resultatos de callbracidn
0,004
LI NE]
ooy - (=
E -
= 4 2 o
= °e % 8/n 8 5 § £ R R &
§ oom
-
I f ¥ k1 . & " 1 L 1 .
= = = - I 1 > ==[rror [Crecients) & L
+
B 0.0m —t g
= “,
0,002 ¥
0,003
.00

25,2 2R TAR 145 1748 2248 MR
Indicacion del lem e Calibracion (g)

Freores Mazimes Pamilidon
Pars cargas da proaka, m g
] ]
m & 1] 0,001
50 £ m & it [
m = 200 10,003
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Anexo G. Certificado de analisis del Cloruro de Sodio

LOBA (-
Chemie
LAUGHATONY EAGENTS
& FINE CHEMIGALS
CERTIFICATE OF ANALYSIS IS0 9001-2015 CERTIFIED
Product Name SODIUM CHLORIDE 99.5% AR/ACS
Lot No. B365992105 Analyzed On 14-May-2021
Mol. Formula NaCl Mol. Weight 58.44
Code No. 05820 CAS No. 7647-14-5
iMfg. Date May-2021 Exp. Date Apr-2026
HAZ./P.G. T e UN No. ¥ o
Sr. | Tests Speciiications Results
1 | Appearance White crystalline powder | White crystalline powder
2 | Assay (after ignition} 99.5-100.5% 99.98%
3 | Identity Passes lest Passes test
4 | Appearance of solution 7 Passes test Passes test
5 | Acidity or alkalinity Passes test Passes test
6 | pH (5 % solutian) 50-8.0 7.15
7 | Insoluble matter Max 0.005% <0,005%
! S
8 | Bromide (Br) Max 0.005% 0.005%
9 | lodide (1) Max 0.001% <0.001%
10 | Ferrocyanide [(Fe(CN)6j4- Max 0.0001% <0.0001%
11 | Chiorate and nitrate (NO3) Max 0.003% 0.003%
12 | Nitrite (NO2) Passes test Passes test
13 | Phosphate (PO4) Max 0.0005% 0.0004%
14 | Sulphate (SO4) ) NMax 0.001% 0.001%
15 | Total nitrogen (N) Max 0.0005% <0.0005%
16 | Heavy metals (by ICP-OES) Max 0.0005% 0.000052%
17 | Arsenic (As) Max 0.00004% <0.00004%
18 | Barium {Ba) Max 0.001%(passes test) | 0.00014%
19 | Calcium (Ca) Y — 'Max 0.002% 0.00049%
20 | Copper (Cu) Max 0.0002% 0.00019%
21 | Iron (Fe) Max 0.0002% 0.000064%
22 | Magnesium (Mg) Max 0.001% 0.00014%
23 | Magnesium and alkali earth metals Max 0.01% 0.01%
24 | Potassium (K) Max 0.005% 0.005%
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Anexo H. Certficado de analisis del Ftalato acido de potasio

Certificate of Analysis Page 1 of 1

ThermoFisher
SCIENTIFIC

Certificate of Analysis

1 Reagent Lans

Fair Lawn, MJ 07410
201.796.7100 tel
201.796.1329 fax

This is to certify that units of the lot number below were tested and found to comply with the specifications of the grade listed. Certain data have been
supplied by third parties. Thermo Fisher Scientific expressly disclaims all warranties, expressed or implied, including the implied warranties of
merchantability and fitmess for a particular purpose. Products are for research use or further manufacturing. Mot for direct administration to humans or
animals. It is the responsibility of the final formulator and end user to determine suitability based wpon the intended use of the end product. Products are
tested to meet the analytical requirements of the noted grade. The following information is the actual analytical results obtained.

Therma Fisher Scienfific's Quality System has been found to conform to Quality Management System
Standard IS0B001:2015 by 5Al Global Certificate Number CERT — 0120632

Quality Test / Release Date 1142472021

Catalog Number

Lot Number

POTASSIUM HYDROGEN PHTHALATE, CERTIFIED, A.C.5.
Suggested Retest Date May/2028

Crganic - non animal
Mo animal products are used as starting raw material ingredients, or used in processing, including lubricants,
processing aids, or any other material that might migrate to the finished product.

it Name Specifications Test Value
APPEARANCE REPORT WHITE POWDER CR
CRYSTALS
ASSAY POTASSIUM HYDROGEM % Inclusive Between 99.95 - 100.05 100.03
PHTHALATE
CHLORINE COMPOUNDS % ==0.003 =0.003
HEAVMY METALS BY ICP-OES ppm <=5 =5
IDENTIFICATION PASS/FAIL =PASS TEST PASS TEST
INSOLUBLE MATTER % ==0.005 =0.005
IRCN {Fe) ppm =5 =5
PH OF 0.05M SOLUTION Inclusive Between 4.00 - 4,02 4.00
SODIUM (MNa) % == 0.005 0.002
SULFUR COMPOUNDS % ==0.002 =0.0020

Sfudiaw buon.

Julian Burten - Quality Contral Manager — Fair Lawn
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