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1. RESUMEN

El Laboratorio Ambiental de la CRC contribuye al desarrollo sostenible del medio ambiente
a través de la investigacion y generacion de informacion de alta calidad y confiablidad de
variables ambientales fisicas, quimicas y bi6ticas, mediante la utilizacion de procedimientos
efectuados de acuerdo a normas nacionales e internacionales. Entre las determinaciones que
se realizan en el laboratorio ambiental para el monitoreo de las aguas en el Departamento del
Cauca, se encuentra la determinacion de la demanda quimica de oxigeno; teniendo en cuenta
que el laboratorio brinda informacion de alta calidad a los clientes y ademas, se rige bajo la
NORMA TECNICA COLOMBIANA NTC-ISO/IEC 17025 que constituye los requisitos
generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion, surgi6 la necesidad
de validar un método normalizado como lo es el método colorimétrico con reflujo cerrado
priorizado para aguas residuales domésticas, establecido en el Standard Methods-5220 D, lo
cual permitié cuantificar el impacto de las aguas residuales domésticas sobre el recurso
hidrico en el departamento del Cauca.

Se realiz0 la estandarizacion, validacion e implementacion de la metodologia analitica para
la determinacion de DQO en muestras de aguas residuales domesticas mediante
espectroscopia UV-Vis en el Laboratorio ambiental de la CRC. En el desarrollo de la
estandarizacion, validacion e implementacion de la metodologia analitica se obtuvieron los
siguientes pardmetros analiticos del método: Rango lineal de trabajo mediante curva de
calibracion por patron externo: 100, 150, 200, 500, 800 y 1000 mg O2/L de DQO, limite de
deteccidn: 15 mg O2/L de DQO, limite de cuantificacion: 50 mg O/L de DQO, la exactitud
se determind teniendo en cuenta dos componentes: Precision y veracidad, la precision se
determiné en términos de %DER, los valores obtenidos cumplen con el criterio de
aceptabilidad (%DER<10%), la veracidad se expreso en términos de sesgo calculando %E,
los valores obtenidos cumplen con el criterio de aceptabilidad (%E<10%), la incertidumbre
expandida del método 17,212%.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos de la estandarizacion, se realizé el proceso de
validacion efectuando una prueba de aptitud, obteniendo como resultado de evaluacién
aceptado, considerando la aceptacion de la validacion, se procedid a implementar la
metodologia en el laboratorio ambiental de la CRC a muestras de aguas residuales domésticas
del Departamento del Cauca para el seguimiento y control del recurso hidrico, teniendo en
cuenta la norma 631 del 2015 del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible donde se
establecen los Parametros y valores limites maximos permisibles en los vertimientos
puntuales a cuerpos de aguas superficiales y a los sistemas de alcantarillado publico y otras
disposiciones.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Laboratorio Ambiental de la Corporacién Auténoma Regional del Cauca — CRC,
contribuye al desarrollo sostenible del medio ambiente a través de la investigacion y
generacion de informacion de alta calidad y confiablidad de variables ambientales fisicas,
quimicas y bioticas, mediante la utilizacion de procedimientos efectuados de acuerdo a
normas nacionales e internacionales. Entre las determinaciones que se realizan en el
laboratorio ambiental para el monitoreo de la calidad del agua, se encuentra la determinacion
de DQO, la cual relaciona la cantidad de oxidante con la cantidad de materia organica;
actualmente este pardmetro se realiza empleando un test en cubeta para DQO de Merck, el
cual no se encuentra normalizado; teniendo en cuenta que el laboratorio brinda informacién
de alta calidad a los clientes y ademas, se rige bajo la NORMA TECNICA COLOMBIANA
NTC-ISO/IEC 17025 que constituye los requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo Yy calibracion, surge la necesidad de validar un método normalizado
como lo es el método colorimétrico con reflujo cerrado, establecido en el Standard Methods-
5220 D (SM-5220D), siguiendo un protocolo interno del laboratorio basado en el Standard
Methods, lo anterior permitira cuantificar el impacto de las aguas residuales domésticas sobre
el recurso hidrico en el departamento del Cauca.



3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Estandarizar una metodologia para la cuantificacion de DQO en aguas residuales domésticas,
basado en la metodologia expuesta en el Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater 5220 D, utilizando como técnica analitica la espectroscopia UV-Vis en el
Laboratorio Ambiental de la Corporacién Autonoma Regional del Cauca, teniendo en cuenta
la capacidad instrumental del laboratorio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Desarrollar la metodologia expuesta en el Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater 5220 D, determinando parametros analiticos como rango
lineal de trabajo, limite de deteccién y cuantificacién, exactitud, precisién e
incertidumbre, teniendo en cuenta criterios de aceptabilidad segun protocolo interno
(GU-PDPA-LAQ97) del laboratorio ambiental de la CRC para la confirmacion de
métodos.

3.2.2 Validar la metodologia desarrollada (5220 D SM) en el laboratorio ambiental de la
CRC con ensayo de aptitud.

3.2.3 Implementar el método validado en el laboratorio ambiental de la CRC en muestras
de aguas residuales domésticas del Departamento del Cauca.



4 FUNDAMENTO TEORICO Y ESTADOS DEL ARTE

El agua es un compuesto basico e insustituible con caracteristicas Unicas, de gran
significacion para la vida; es uno de los compuestos mas abundantes y esenciales en la
naturaleza; ademas es determinante en los procesos fisicos, quimicos y biol6gicos que
gobiernan el medio natural. Por lo tanto, es el elemento estructurante de la dinamica natural
y social del territorio, sin el cual no es posible la vida ni la actividad del hombre.!

4.1 CALIDAD DEL AGUA

La calidad del agua se define como aquellas condiciones que deben darse en el agua para que
ésta mantenga un ecosistema equilibrado y cumpla unos determinados objetivos de calidad
y esta definida por las caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas y ecolégicas. El objetivo
de Calidad segun la Politica Nacional para la Gestion Integral del Recurso Hidrico, segun el
Ministerio de Ambiente, consiste en mejorar la calidad y minimizar la contaminacion de los
cuerpos de agua a través del ordenamiento y reglamentacion de usos del recurso y el
monitoreo, seguimiento y evaluacion de la calidad del mismo.?

Colombia se caracteriza por tener un potencial hidrico superior al de otros paises de América
del Sur y, aun asi, presenta problemas de disponibilidad de agua de buena calidad en
diferentes regiones del pais, especialmente en las densamente pobladas. Esto se debe a que
las actividades productivas, especialmente la mineria y la industria, provocan que las aguas
residuales generen efectos negativos en la calidad de los cuerpos de agua superficiales, dado
que sus residuos son ambientalmente peligrosos y pueden persistir en el tiempo después del
cese de estas actividades.®

4.2 CONTAMINACION DE LAS AGUAS

Los rios y mares colombianos reciben y transportan cargas contaminantes de agua utilizadas
en los diferentes procesos socioecondémicos y vertidas mayoritariamente sin tratamiento
previo; ademas, son los receptores de altos volimenes de sedimentos originados por procesos
de erosidn, bien sea de origen natural o por accion del hombre. Estas acciones se incrementan
diariamente, debido al crecimiento de la poblacién y de las actividades econdmicas, siendo
necesario un monitoreo y control constante que permita tomar las acciones necesarias para
abordar esta problematica con el fin de disminuir su impacto en los procesos naturales y
sociales, especialmente en la salud humana.*

El control y seguimiento de los vertimientos (actividades industriales, comerciales o de
servicios) se realiza a partir de la medicion de la concentracion de las sustancias descargadas
sobre el alcantarillado o a los cuerpos de aguas superficiales las cuales afectan la calidad de
la misma. Estas aguas superficiales pueden ser corrientes que se mueven en una misma
direccion y circulan continuamente, como los rios, quebradas y arroyos; o las que se
encuentran estancadas como los lagos, lagunas y pantanos.® ®

Los vertimientos pueden ser puntuales o no puntuales, siendo los vertimientos puntuales
aquellos que se realizan a partir de un medio de conduccion (tuberia, zanja, entre otros) y se
puede precisar el punto exacto de descarga, mientras que los vertimientos no puntuales no se
puede precisar el punto exacto de descarga, como los provenientes de escorrentia (derrame y



escurrimiento de agua en distintas direcciones), aplicacion de agroquimicos u otros
similares.®

La norma de vertimientos en Colombia, esté regida por la Resolucién 0631 de 2015 del
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, reglamenta el articulo 28 del Decreto 3930
de 2010 y actualiza el Decreto 1594 de 1984 (vigente desde hace 30 afos) respondiendo a la
nueva realidad urbana, industrial y ambiental del pais. Esta permite el control de las
sustancias contaminantes que llegan a los cuerpos de agua vertidas por 73 actividades
productivas presentes en ocho sectores econdmicos del pais. Esta Resolucion es de
obligatorio cumplimiento para todas aquellas personas que desarrollen actividades
industriales, comerciales o de servicios y que en el desarrollo de las mismas generen aguas
residuales, que seran vertidas en un cuerpo de agua superficial o al alcantarillado publico.®

4.3 AGUAS RESIDUALES

Las aguas residuales son aguas con impurezas procedentes de vertimientos de diferentes
origenes. Se clasifican en ARD, las cuales proceden de los hogares, asi como las de las
instalaciones en las cuales se desarrollan actividades industriales, comerciales o de servicio
y que correspondan a descargas de los retretes y servicios sanitarios, descargas de los
sistemas de aseo personal (duchas y lavamanos), de las areas de cocinas y cocinetas, de las
pocetas de lavado de elementos de aseo y lavado de paredes y pisos y del lavado de ropa (No
se incluyen las de los servicios de lavanderia industrial); y ARnD, las cuales son procedentes
de las actividades industriales, comerciales o de servicio distintas a las que constituyen aguas
residuales domésticas (ARD).’

Los efluentes domésticos suelen tener caracteristicas uniformes, a pesar de ser de naturaleza
heterogenea (es decir, desechos de lavados, inodoros y bafios), mientras que los efluentes
industriales muestran una diversidad mas amplia debido a variaciones tanto entre industrias
como dentro de los procesos de las mismas (alimentaria, quimica, metalurgica, etc.)

En la Tabla 1 se encuentran los principales contaminantes y sus fuentes, junto con los efectos
mas representativos de las aguas residuales.



Tabla 1. Principales contaminantes de las aguas residuales®

. FUENTE .
CONTAMINANTE Algunos parametros ARD Pomble_efec_tg de la
representativos contaminacion
ARND
. . Solidos suspendidos Depdsitos de lodos
Solidos suspendidos totales e < Adsorcién de contaminantes
. - L Consuno de oxigeno
Ig/:ﬁszrg;?aagtg)?emca Efir;:r?ga bioguimica de +++ > Muerye_de espgcigs acuéticas
Condiciones sépticas
Crecimiento excesivo de
. Nitrégeno algas
Nutrientes Fésforo A < Contaminacion de las aguas
subterraneas
; . Enfermedades de transmision
Pat6genos Coliformes +++ <> por agua
Toxicidad
Materia organica no Pesticidas Espumq ’(detergentes) )
biodegradable Algunos detergentes + 4 Reduccion de la transferencia
Otros de oxigeno
Malos olores
Toxicidad
Inhibicion del tratamiento
(As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, biolégico de las aguas
Metales Pb, Zn, etc) * A residuales
Contaminacion de agua
subterranea
Salinidad excesiva-dafio a las
Solidos inorganicos Solidos disueltos totales -+ > plantaciones (irrigacién)
disueltos Conductividad Toxicidad a plantas (algunos

iones)
+:baja contribucion ++:contribucién media +++:alta contribucion € ->: contribucién variable

4.4 NORMATIVIDAD PARA AGUAS RESIDUALES

Por lo anterior, es necesario que un tratamiento de aguas residuales controle la contaminacion
del agua producida por los diferentes vertimientos y se establezcan niveles permitidos.
Colombia se rige bajo la resolucion 631 de 2015 del MINISTERIO DE AMBIENTE Y
DESARROLLO SOSTENIBLE, en esta resolucion se encuentran establecidos los
parametros y los valores maximos permitidos en los vertimientos puntuales a cuerpos de
aguas superficiales y a los sistemas de alcantarillado publico. En el Capitulo V, Articulo 8°
se establecen los parametros fisicoquimicos y sus valores limites maximos permisibles en los
vertimientos puntuales ARD de las actividades industriales, comerciales o de servicios; y de
ARD y ARNnD de los prestadores del servicio publico de alcantarillado a cuerpos de aguas
superficiales.” En la Tabla 2 se registran algunos de los parametros establecidos en el Articulo
anteriormente mencionado, resaltando los parametros DQO y DBOs, los cuales determinan
la cantidad de materia organica en forma indirecta.



Tabla 2. Parédmetros fisicoquimicos y sus valores méximos permisibles en los
vertimientos puntuales de aguas residuales domésticas (ARD).’

3 ARD de las soluciones ARD y ARnD) de los
PARAMETRO UNIDADES  jndividuales de saneamientode  prestadores del servicio pablico

vivienda de alcantarillado
oH Ugéd;‘ges 6,00 29,00 6,00 29,00
Demanda quimica
de oxigeno (DQO) mg O./L 200,00 180,00
Demanda bioldgica
de oxigeno (DBOs) M9 /L 90,00
Solidos
suspendidos totales mg/L 100,00 90,00
(SST)
Grasas y Aceites mg/L 20,00 20,00

Teniendo en cuenta los limites establecidos en la Resolucion 631, se deben alivianar las
cargas de las aguas residuales para que puedan llegar a los afluentes hidricos con valores
permisibles, por ende, Colombia cuenta con Plantas de tratamiento de aguas residuales y
domesticas las cuales son unos sistemas de tratamiento y saneamiento del agua.

Segun la Corporacion Auténoma Regional de Cundinamarca, (CAR), una PTAR es el
conjunto de obras, instalaciones y procesos para tratar las aguas residuales, con material
disuelto y en suspension usadas por una comunidad o industria.®

En Colombia, el 48,2 % de los municipios cuentan con un sistema de tratamiento de aguas
residuales, en la Figura 1 se observan como estan distribuidas las Plantas de tratamiento por
Departamentos en Colombia. En zonas como Amazonas 0 en lugares como Vichada y
Guainia, que disponen de dos 0 menos PTARs, ocasionan gran contaminacion a las aguas
superficiales donde son vertidas las aguas residuales sin algan tratamiento previo.
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Figura 1. Distribucion de Plantas de tratamiento de aguas residuales (PTARS) en
algunos departamentos de Colombia.°

4.5 CONTAMINACION ORGANICA DE LAS AGUAS RESIDUALES

El contenido de materia organica presente en las aguas residuales, es una caracteristica de
sustancial importancia, siendo la causa de uno de los principales problemas de contaminacion
del agua, por ende, es importante el analisis de esta propiedad.

Las sustancias organicas presentes en las aguas residuales consisten principalmente en:
Compuestos proteicos, carbohidratos, aceites y grasas, urea, surfactantes, fenoles, pesticidas,
entre otros.®

Existe una gran dificultad para determinar en el laboratorio los diversos componentes de la
materia organica en las aguas residuales, dadas las multiples formas y compuestos en que
puede estar presente. Como resultado, se pueden adoptar métodos directos o indirectos para
la cuantificacion de materia organica.®



e Métodos indirectos®: Medicidn del consumo de oxigeno:

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO): Las pruebas de demanda bioquimica de oxigeno
se utilizan para determinar los requisitos relativos de oxigeno de las aguas residuales, los
efluentes y las aguas contaminadas; su aplicacién mas amplia es en la medicion de las cargas
de desechos a las plantas de tratamiento y en la evaluacién de la eficiencia de eliminacion de
DBO de las plantas. Las pruebas de DBO miden el oxigeno molecular utilizado durante un
periodo de incubacion especifico.®

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO): La demanda quimica de oxigeno (DQO) se define
como la cantidad de un oxidante especifico que reacciona con la muestra en condiciones
controladas.

e Métodos directos®: Medicion de carbono organico:

Carbono organico total (COT): El carbono organico total, es una expresion mas
conveniente y directa del contenido organico total que la DBO o DQO, pero no proporciona
el mismo tipo de informacion. EI COT es independiente del estado de oxidacion de la materia
organica y no mide otros elementos ligados organicamente (p. €j., nitrégeno e hidrégeno) o
inorganicos que puedan contribuir a la demanda de oxigeno medida por DBO y DQO.*®

Conocer el tipo de contaminacion del agua residual a tratar, es fundamental para evaluar la
idoneidad a la hora de seleccionar el tratamiento de depuracion. En resumen, los
contaminantes organicos biodegradables son de facil remocion siempre y cuando no se
encuentren en concentraciones excesivas, mientras que los contaminantes organicos no
biodegradables (hidrocarburos, pesticidas, productos aromaticos, etcétera) son un problema
dificil de afrontar para plantas de tratamiento convencionales.®

La relacion DQO/DBOs es un buen indicador de la biodegradabilidad del agua residual a
tratar. De forma resumida, la relacion entre éstos parametros se esquematiza en la Tabla 3.

Tabla 3. Relaciéon DQO/DBOs?

DQO/DBOs Descripcidn
Baja La fraccion biodegradable es alta
(2,503,0) Buena indicacion para el tratamiento biol6gico
Intermedia La fraccion inerte (no biodegradable) no es alta
(2,5-4,0) Estudios de tratabilidad para verificar la viabilidad del tratamiento biol6gico
Alta La fraccion inerte (no biodegradable) es alta
(3,504,0) Posible indicacién de tratamiento fisico-quimico

Ademas de las metodologias mencionadas, se han desarrollado metodologias respetuosas con
el medio ambiente como la demanda fotoelectroquimica de oxigeno y deteccidén por
oxidacidn electroquimica empleando electrodos electroquimicamente activos para lograr una
oxidacion rapida de los compuestos organicos'!, disminuyendo asi la cantidad de energia
empleada y reactivos tdxicos para la determinacion de materia organica.



4.6 DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO

La prueba para la determinacion de DQO mide el consumo de oxigeno que se produce como
consecuencia de la oxidacion quimica de la materia organica, es ampliamente utilizado para
el monitoreo de aguas residuales. El valor obtenido es, por tanto, una indicacién indirecta del
nivel de materia organica presente.

En el método estandar de determinacion de DQO, se agrega un oxidante, un catalizador y
acido sulfurico a una muestra acuosa que luego se calienta durante 2 h. El ftalato &cido de
potasio se usa a menudo para representar el material organico. La conversion de ftalato cido
de potasio por dicromato de potasio en medio acido'!, se representa en la Ecuacién 1

2KCgH504 + 10K,Cry07 + 41H,S0, === 16CO, + 46H,0 + 10Cry(S0O,); + 11K,S0,  Ecuacion 1
Las principales ventajas de la DQO son®:

e La prueba dura solo dos horas.
e Debido a la rapida respuesta, la prueba se puede utilizar para el control operativo.

Las principales limitaciones de la DQO son®:

e Enlaprueba DQO, la materia inorganica también es oxidada. Por lo tanto, la prueba
puede sobrestimar el oxigeno a consumir en el tratamiento biolégico de las aguas
residuales.

e La prueba no proporciona informacion sobre la tasa de consumo de la materia
organica a lo largo del tiempo®.

La principal diferencia con la prueba de DBO se encuentra en que esta Gltima se relaciona
con la oxidacion bioquimica de la materia organica, realizada integramente por
microorganismos, mientras que la DQO corresponde a la oxidacion quimica de la materia
organica, obtenida mediante un oxidante fuerte (dicromato de potasio) en medio &cido.® 1112

Entre los métodos estandarizados segin The Standard Methods para la determinacion de la
DQO se encuentran el método con reflujo abierto, método con reflujo cerrado por volumetria,
método con reflujo cerrado por colorimetria.3

El método de reflujo abierto es adecuado para una amplia variedad de aguas en los que se
emplea un tamafio de muestra grande. Los métodos de reflujo cerrado son mas econdémicos
en el uso de reactivos y generan cantidades mas pequefias de desechos peligrosos, pero
requieren la homogeneizacion de las muestras que contienen sélidos en suspension para
obtener resultados reproducibles.®

4.6.1 Método colorimétrico con reflujo cerrado

La mayoria de los tipos de materia organica se oxidan en ebullicion con &cido sulfdrico. Una
muestra se somete a reflujo en solucion acida durante dos horas en termoreactor con solucion
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digestora de dicromato de potasio (K2Cr207) y &cido sulfarico (H2SOs); al digerirse la
muestra, el ion dicromato oxida la materia organica en la muestra, esto da como resultado el
cambio de cromo del estado hexavalente (V1) al estado trivalente (111). Ambas especies de
cromo estan coloreadas y absorben en la region visible del espectro. El ion dicromato
(Cr,07)* absorbe fuertemente en la region de 415 a 425 nm, donde la absorcion del ion
cromico (Cr*) es mucho menor. El ion crémico absorbe fuertemente en la region de 600 nm,
donde el dicromato tiene una absorcion casi nula. La materia oxidable se calcula en términos
de oxigeno equivalente. !t 13

Para valores de DQO entre 100 y 900 mg O2/L, se determina el aumento de Cr(lIl) en la
region de 600 nm. Se pueden obtener valores mas altos mediante la dilucién de la muestra.
Los valores de DQO de 90 mg/L o menos se pueden determinar siguiendo la disminucién de
(Cr,07)% a 420 nm.

4.7 ESTANDARIZACION

La estandarizacion de métodos analiticos es la confirmacion mediante examenes y provision
de evidencias objetivas que demuestran que un método analitico cumple los requisitos
particulares para un uso especifico en el laboratorio ** *° ademas es de gran utilidad para
demostrar que los procedimientos realizados son adecuados para el fin propuesto como se
indica en el apartado 5.4.2 de la norma ISO/IEC 17025:

“El laboratorio debe utilizar los métodos de ensayo o de calibracion, incluidos 10s de
muestreo, que satisfagan las necesidades del cliente y que sean apropiados para los
ensayos o las calibraciones que realiza... Cuando el cliente no especifique el método a
utilizar, el laboratorio debe seleccionar los métodos apropiados... "

El método estandarizado debe ser sometido a un seguimiento sistematico por medio de
“cartas o graficas de control de calidad”.?®

Entre los parametros analiticos a determinar en una estandarizacion se tienen: linealidad,
limites de deteccidn y cuantificacion, precision, exactitud, incertidumbre, entre otras.

4.7.1 Rango lineal de trabajo

Antes de usar un nuevo instrumento o método instrumental, se debe determinar su rango
(limites superior e inferior) operativo (calibracion). Se usan concentraciones de estandares
para cada analito que proporcionen aumento de la respuesta del instrumento (lineal,
ponderada o de segundo orden).*3

El extremo inferior del intervalo de trabajo esta determinado por el limite de cuantificacion.
El extremo superior del intervalo de trabajo esta definido por las concentraciones a las cuales
se observan anomalias significativas en la sensibilidad analitica.®

Segun la metodologia establecida en el Standard Methods 5220 D, sugiere realizar la
cuantificacion de DQO en rango alto para concentraciones de 100 a 900 mg O2/L*3de DQO.
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4.7.2 Limite de deteccion

Se define como la concentracién mas baja del analito que puede ser detectada por el método
a un nivel de confianza especificado.®: 1’

Segiin THE STANDARD METHODS®, el limite de deteccion se calcula empleando
soluciones blanco (diferentes al blanco de correccidn) y soluciones con concentraciones de
3 a 5 veces mas bajas de la concentracion minima del rango lineal de trabajo, iniciando con
la concentracién mas baja hasta cumplir con parametros de aceptabilidad, al no cumplirlos
se debe incrementar la concentracién y posteriormente realizar lecturas durante tres dias.

4.7.3 Limite de cuantificacion

Este parametro establece el nivel mas bajo en el cual el desempefio es aceptable para una
aplicacion tipica. Como criterio minimo, la region de la cuantificacion debe estar claramente
por encima del limite de deteccion.

Comunmente se emplean tres caracteristicas de desempefio relacionadas, precision,
veracidad e incertidumbre para describir la calidad de los resultados obtenidos con un
método, sin embargo se emplean frecuentemente conceptos, tales como tipos de error (errores
aleatorios, sistematicos y groseros), exactitud (veracidad), precision e incertidumbre. 1617

4.7.4 Control de Calidad

El programa de control de calidad se realiza para demostrar la competencia del laboratorio y
asegurar la calidad de los datos.

El programa de control de calidad consta de al menos los siguientes elementos, segun
corresponda a los métodos especificos: calibracion, verificacion continua de la calibracion,
rango operativo y limite de deteccion, demostracion continua de la capacidad, blanco de
reactivo, blanco fortificado de laboratorio, matriz fortificada de laboratorio, muestra
duplicado/duplicado matriz fortificada de laboratorio, calculos de control de calidad, graficos
de control, accidn correctiva, criterios de aceptacion de control de calidad.™

e Calibracion: La calibracion inicial se realiza usando al menos tres concentraciones
de estandares y un blanco (para calibraciones lineales) o la cantidad de
concentraciones segin el método.

e Limite de deteccion: Definicion en el numeral 4.7.2

e Limite de cuantificacion: Definicion en el numeral 4.7.3

e Blanco de reactivos: Consta de todos los reactivos que estan en contacto con la

muestra durante el proceso de analisis, se utiliza para determinar si los reactivos y los
pasos analiticos contribuyen a la incertidumbre de medicion y en qué medida.
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e Blanco fortificado: Se compone del blanco de reactivos y una concentracion
conocida del analito (s) de interés.

e Matriz: Se refiere a todos los componentes de una muestra en particular, ademas del
analito o compuesto de interés.

e Matriz fortificada: Consta de una porcidn adicional de muestra a la que se agrega
una cantidad conocida del analito de interés. Se emplea para evaluar la recuperacion
de analito en una matriz de muestra.

e Duplicado de matriz fortificada: Es una segunda porcion de la muestra descrita
como Matriz fortificada. Las muestras duplicadas se analizan para evaluar la
precision.

e Material de referencia certificado: Consta de un material suficientemente
homogéneo y estable con respecto a propiedades especificadas, establecido como
apto para su uso previsto en una medicion o en un examen de propiedades cualitativas,
acompafiado por la documentacion emitida por un organismo autorizado, que
proporciona uno o varios valores de propiedades especificadas, con incertidumbres y
trazabilidades asociadas, empleando procedimientos validos.

e Control de calidad: Los graficos de control presentan un registro grafico de la
calidad al mostrar los resultados del control de calidad a lo largo del tiempo para
demostrar el control estadistico de un proceso analitico y detectar cambios aparentes
en el proceso analitico que pueden erosionar dicho control. Estos graficos son
herramientas de control de calidad esenciales para las pruebas que utilizan medidas
de control de calidad de exactitud y precision.*®

475 Exactitud

Este parametro expresa la proximidad de un Gnico resultado a un valor de referencia'®. El
concepto exactitud de medida no es una magnitud y no se expresa huméricamente. Se dice
que una medicion es mas exacta cuanto mas pequefio es el error de medida.*® Por lo tanto,
normalmente la exactitud se estudia como dos componentes: veracidad y precision.

La repeticion es esencial para obtener estimaciones fiables de caracteristicas de desempefio
del método, tales como la precision y el sesgo.

4.7.5.1 Precision

Proximidad entre los valores medidos obtenidos en mediciones repetidas de un mismo objeto,
bajo condiciones especificadas que pueden ser condiciones de repetibilidad, condiciones de
precision intermedia o condiciones de reproducibilidad.®

Por lo general, se expresa mediante parametros estadisticos que describen la propagacion de
los resultados, como la desviacion tipica, la varianza o el coeficiente de variacion bajo las
condiciones especificadas.®
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4.75.1.1 Precision por Repetibilidad

Precision de medida bajo un conjunto de condiciones de repetibilidad, que incluyen el mismo
procedimiento de medida, los mismos analistas, el mismo sistema de medida, las mismas
condiciones de operacion y el mismo lugar, asi como mediciones repetidas del mismo objeto
en un periodo corto de tiempo, este parametro da la medida de la variabilidad en los
resultados. Supone dar la mas pequefa variacion en los resultados.® 8

4.75.1.2 Precision Intermedia

Precision de medida bajo un conjunto de condiciones de precision intermedia que incluye el
mismo procedimiento de medicién, el mismo lugar y mediciones repetidas del mismo objeto
durante un periodo amplio de tiempo, pero que puede incluir otras condiciones que
involucren variaciones. El objetivo es obtener una estimacion de la precision que refleje todas
las fuentes de variacion que se produciran bajo las condiciones ya mencionadas. 1618

4.7.5.1.3 Precision por reproducibilidad

Precision de medida bajo un conjunto de condiciones de reproducibilidad que incluyen
diferentes laboratorios, analistas, sistemas de medida y mediciones repetidas de los mismos
objetos. Supone dar la mayor variacion en los resultados, es una medida de la variablidad en
los resultados entre laboratorios utilizando el mismo método. 16 8

4.75.2 Veracidad

Es una expresion de la proximidad de la medida de un ndmero infinito de resultados
(producidos con el método) a un valor de referencia. Puesto que no es posible realizar un
namero infinito de mediciones, no se puede medir la veracidad. Sin embargo, podemos
realizar una evaluacion préactica de la veracidad. Por lo general, esta evaluacion se expresa
cuantitativamente en términos de sesgo.®

475.2.1 Sesgo

Una determinacion practica del sesgo se basa en la comparacion de la media de los resultados
del método con un valor de referencia adecuado. El sesgo se puede expresar en términos
absolutos, términos relativos en porcentaje 0 como recuperacion relativa de adiciones.*®

4.7.6 Incertidumbre

Parametro asociado al resultado de una medida, que caracteriza la dispersion de los valores
que podrian razonablemente ser atribuidos al mesurando. La incertidumbre de un resultado
puede surgir de algunas posibles fuentes, siendo algunos ejemplos la definicion incompleta
del mesurando, el muestreo, efectos de matriz e interferencias, condiciones ambientales,
incertidumbres de equipos masicos o volumétricos, valores de referencia, aproximaciones y
asunciones incorporadas en el método de medida y procedimiento, y variaciones aleatorias.*®
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4.7.6.1 Incertidumbre estandar tipo A

Método de evaluacién de una componente de la incertidumbre de medida mediante un
analisis estadistico de los valores medidos en unas condiciones definidas.*®

4.7.6.2 Incertidumbre estandar tipo B

Método de evaluacion de una componente de la incertidumbre de medida por medios
distintos al analisis estadistico de los valores medidos.*®

4.7.6.3 Incertidumbre estaindar combinada

Se refiere a la incertidumbre estandar obtenida a partir de las incertidumbres estandar
individuales asociadas a las magnitudes de entrada de un modelo de medicion.8

4.7.6.4 Incertidumbre expandida

Es el producto de una incertidumbre estandar combinada y un factor mayor que uno. El factor
depende del tipo de distribucion de probabilidad de la magnitud de salida en un modelo de
medicion y de la probabilidad de cobertura elegida.

4.8 PROCESO DE VALIDACION

Es el proceso de verificacion de que los requisitos especificados son adecuados para un uso
previsto.!8

El laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los métodos desarrollados por el
laboratorio y los métodos normalizados utilizados fuera de su alcance previsto o modificado
de otra forma. La validacion debe ser tan amplia como sea necesaria para satisfacer las
necesidades de la aplicacion o del campo de aplicacién dados.?

4.8.1 Prueba de aptitud

Ensayo donde se evalua el desempefio de los participantes con respecto a criterios
previamente establecidos mediante comparaciones interlaboratorios, es decir, respecto a
organizacion, realizacion y evaluacion de mediciones o ensayos sobre el mismo item o items
similares por dos o mas laboratorios de acuerdo con condiciones predeterminadas.?

Los ensayos de rendimiento o las pruebas de comparacion interlaboratorios son una
herramienta fundamental no sélo para los laboratorios ISO/IEC 17025, sino también para
garantizar la calidad y la mejora continua, ya que permiten a los laboratorios validar su
rendimiento analitico de pruebas, mediciones o calibraciones especificas.?

4.9 MUESTREO DE AGUA
Los métodos de muestreo consisten en la extraccién de una porcion considerada como

representativa de una masa de agua con el propdsito de examinar diversas caracteristicas
definidas.?
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Las diversas muestras que se pueden obtener son las siguientes:

Simples: Muestras representativas tomadas de una fuente o masa de agua de composicion
constante, tanto en el tiempo como en el espacio.??

Compuestas: Son las mezclas de muestras simples recogidas en el mismo punto en distintos
momentos, cuyo volumen en la composicion es proporcional al caudal.?

Integradas: Son mezclas de muestras simples que se recogen en distintos puntos al mismo
tiempo.?

4.9.1 Muestreo de aguas residuales
El monitoreo de aguas residuales se debe realizar a través de muestras compuestas para

observar concentraciones promedio con el fin de calcular las respectivas cargas o la eficiencia
de una planta de tratamiento.?
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5 METODOLOGIA

A continuacién se describen los materiales, equipos y reactivos empleados para la
estandarizacion del método colorimétrico con reflujo cerrado en muestras de aguas residuales
domésticas basada en THE STANDARD METHODS® y la Guia para confirmacién de
metodologias analiticas GU-PDPA-LA097 del Laboratorio ambiental de la CRC.

5.1 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

5.1.1 Materiales

Los materiales empleados se describen en la tabla 4.

Tabla 4. Materiales empleados durante el desarrollo de la estandarizacion

Material Cantidad
Balon aforado 1000 + 0,4 3
Beaker 600 mL 1
Beaker 25 mL 20
Balon aforado 25 + 0,04 mL 30
Probeta 250 mL 2
Frasco lavador 1
Gotero 1
Espatula 1
Celdas 16 mm 100
Rejilla 2
Recipiente de vidrio con tapa 1000 mL 2
Pipeta Transferpette Brand 25 — 250 uL 1
Pipeta Transferpette Brand 0,5 — 5 mL 1
Pipeta HandyStep 1

5.1.2 Equipos

Los equipos empleados se describen en la tabla 5

Tabla 5. Descripcion de los equipos empleados durante el desarrollo de la

estandarizacion

Equipo Descripcion Cantidad
Balanza analitica Precisa 92SM-202A 1
Horno BINDER REDLINE 1
Termorreactor DQO ECO 25 VELP SCIENTIFICA 1
Espectrofotémetro UV-Vis Vis HALO - PRECISA RB-10 con software 1
Detective 3.4 Plus — RB 10

Cabina extractora de gases y C 150 x 1
humos

Destilador de agua Schott 1

17



5.1.3 Reactivos
Los reactivos empleados se describen en la tabla 6.

Tabla 6. Descripcion de los reactivos empleados durante el desarrollo de la
estandarizacion

Reactivos Cadigo

Agua destilada (H,O)
Ftalato acido de potasio Material de Referencia Estandar (KCgHsO4, 100%) Merck

1.02400.0080.
Lote. 202400E
1.02400.0080

Lote.162400A

Ftalafo &cido de potasio Material de Referencia Estandar (KCgHs04, 100%) Merck

Sulfato de plata (Ag2SO,, 98,5%) CARLO ERBA 424201
Acido Sulfarico (H.SO4, 96,3%) Merck 1.00732.2500
Dicromato de Potasio (K2Cr.07, 99,9%) J.T.Baker 3090-01
Sulfato de Mercurio (HgSOa, 99,2%) J.T.Baker 2640-04

5.2 PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE DQO CON REFLUJO
CERRADO POR ESPECTROSCOPIA UV-Vis

5.2.1 Lavado de material de vidrio

El material de vidrio se enjuagd con agua de grifo, se agrego solucién al 10% de detergente
liquido neutro, se empleo escobilla para limpiar paredes internas teniendo precaucion de no
rallar las paredes, se enjuag6 con agua de grifo y posteriormente con agua destilada, se dejo
secar el material a temperatura ambiente boca abajo. Por otro lado se lavaron las celdas de
16 mm de digestion y andlisis (tubos y tapas) con acido sulfurico (20%).

5.2.2 Verificacion de la calibracion de equipos

e Verificacion de la calibracion de balanza analitica: Se encendi6 la balanza teniendo en
cuenta que todas las ventanas de la misma estuvieran cerradas, se presiono el boton T
hasta que aparecio en pantalla CAL, se abridé una ventana y se ubico con ayuda de una
pinza la pesa estandar de 100 g en el centro del platillo de la balanza, se cerrd y esperd
hasta que el peso se estabilizd, se retird la pesa estandar y se repitio procedimiento con la
pesa de 20g, la verificacidn se realiz6 teniendo en cuenta la guia IN-PDPA-LA030 del
laboratorio ambiental.

5.2.3 Desarrollo de la metodologia para la determinacion de DQO en aguas residuales
domésticas, teniendo en cuenta la metodologia 5220 D referida en THE
STANDARD METHODS

e Preparacion de reactivos y estandares

Solucion digestora de rango alto (600 nm): En balén aforado de 1000 mL se agregaron 500
mL de agua destilada, 10,216 g de dicromato de potasio previamente pesados, 167 mL de
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acido sulfarico, 33,3 g de sulfato de mercurio, se agitdé hasta completa disolucién a
temperatura ambiente y se enraz6 con agua destilada a 1000 mL.

Reactivo &cido sulfarico: En beaker de 600 mL se agregé 5,5 g de sulfato de plata
previamente pesados, ademas se agregaron 546 mL de acido sulfurico con probeta, se agitd
hasta completa disolucidn, finalmente se envasé en frasco de vidrio con tapa. (Para disolucion
completa se necesitd un dia)

Estandar de ftalato acido de potasio (425 mg PHK/L): En balén aforado de 1000 mL se
agregaron 0,425 g de PHK previamente pesado, se disolvié y aford con agua destilada. Esta
solucion tiene una DQO tedrica de 500 mg O,/L. Se empled como estandar de chequeo.

Estandar de ftalato acido de potasio (850 mg PHK/L): En balén aforado de 1000 mL se
agregaron 0,850 g de ftalato &cido de potasio previamente pesado, se disolvio y afor6é con
agua destilada. Esta solucidn tiene una DQO esperada de 1000 mg O2/L.

A partir de la solucion estandar de 850 mg PHK/L y teniendo en cuenta la DQO esperada de
1000 mg O2/L para el estandar, se prepararon soluciones de 25 mL las cuales se registraron
en la Tabla 7.

Tabla 7. Volumenes empleados para la preparacion de los estandares

Alicuota empleada DQO esperada
(mL) (mg O2/L)
2,500 100
3,750 150
5,000 200
12,500 500
20,000 800

e Dosificacion de muestras, estandares y reactivos: La cantidad de muestra y de reactivos
empleados segun el tamafio de celda (16 mm) se describen a continuacion:

o Muestra/estandar/blanco: 2,50 mL
o Solucion digestora de rango alto: 1,50 mL
o Reactivo de acido sulfurico: 3,50 mL

e Digestion de las muestras y estdndares: Las celdas de 16 mm con los reactivos y
muestras (muestras y estandares), se llevaron a digestion en termorreactor durante 2 h a
150 °C. Finalizado el tiempo de reaccion se retiraron las celdas y se colocaron en rejilla
para enfriar a temperatura ambiente, se destaparon los tubos para liberar la presion.

e Lectura de las muestras y estandares: Pasados 50 minutos de retiradas las celdas del
termorreactor, se realizo la lectura de las muestras y estandares en el espectrofotometro
UV-Vis Halo —Precisa a 600 nm empleando el software Detective 3.4 Plus — RB 10
previamente ajustado para celda de 16 mm, obteniendo las respectivas absorbancias.

e Determinacion de la concentracion de DQO: A partir de los valores obtenidos de
absorbancias de los estandares, se construyd la curva de calibracion por patron externo,
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graficando en el eje x las concentraciones empleadas y en el eje y las absorbancias
obtenidas; a partir de la curva se obtuvo la ecuacion de la misma (Ecuacion 2), la cual se
empleo para determinar las concentraciones de las muestras

y=mx+b Ecuacion 2

Donde y es la absorbancia obtenida, m la pendiente de la recta y b la interseccion con el eje
y.

5.3 ESTANDARIZACION

Entre los parametros analiticos que se determinaron en la estandarizacion de la metodologia
se tienen: Rango lineal de trabajo, limites de deteccion y cuantificacion, precision (precision
por repetibilidad y precision intermedia), veracidad (sesgo), exactitud, incertidumbre
(incertidumbre tipo A, incertidumbre tipo B, incertidumbre combinada, incertidumbre
expandida).

5.3.1 Rango lineal de trabajo

Se evaluaron diferentes niveles de concentracion, para ello se preparé una solucion de 850
mg PHK/L con DQO teorica de 1000 mg O2/L a partir de esta solucion se prepararon las
soluciones con DQO esperadas de 100, 150, 200, 500, 800, 1000 mg O2/L para la curva de
calibracion.

Los resultados obtenidos se evaluaron mediante el coeficiente de determinacion, teniendo en
cuenta que la respuesta debe ser >0,995, ademas se verificaron los % error (%D) de cada
punto de la curva, los valores aceptados deben ser menores al 10%, para ello se aplico la
ecuacion 3, la aceptabilidad se basa, segun la guia interna del laboratorio ambiental de la
CRC basada en THE STANDARD METHODS.®

Teniendo en cuenta los valores obtenidos se establecieron los limites superior e inferior y los
puntos de la curva de calibracion.

|valor verdadero — valor encontrado] .,
%D = * 100 Ecuacion 3
valor verdadero

5.3.2 Limite de deteccion (LDM)

Se prepararon y analizaron siete repeticiones de soluciones estandares de PHK con
concentraciones de DQO esperada de 20, 30, 40 mg O2/L y ademas se realizaron siete
“soluciones blanco” diferentes al blanco de correccion de lectura, durante tres dias®® (4.7.2).
Se hall6 el limite de deteccion de los estandares (LDM:s) calculando la desviacion estandar
(ss) de las siete repeticiones de los estandares empleando la ecuacion 4.

LDMg=15ss* 3,14 Ecuacion 4

20



Seguido se hallé el limite de deteccion del blanco (LDMy), teniendo en cuenta la ecuacion 5.
LDMp=Xx + (3,14 * sp) Ecuacién 5

Donde x es la media de los resultados del blanco (los valores negativos se establecieron en
cero) y spes la desviacion estandar de las siete repeticiones del blanco.

ElI LDM corresponde al resultado més alto entre LMDy y LMDs. El resultado obtenido debe
ser comprobado experimentalmente.

* Para ser aceptado el valor obtenido de LDM debe cumplir los siguientes criterios,
el porcentaje de recuperacion del estandar debe estar entre 50 a 150 % y con una
desviacion estandar relativa menor al 20%, de lo contrario se debe repetir la adicion
con una concentracion mas alta.*®

Para hallar el %Recuperacién y %DER se aplicaron las ecuaciones 6 y 7 respectivamente

., valor encontrado .
%Recuperacion = x 100 Ecuacion 6
valor verdadero

S .,
%DER = S * 100 Ecuacion 7

5.3.3 Limite de cuantificacion (LCM)
El limite de cuantificacion se calculo con la siguiente ecuacion

LCM=10*sp Ecuacion 8
Donde sy es la desviacion estandar del blanco hallado para la determinacion de LDM.

Se debe verificar el valor obtenido para LCM con un triplicado en un dia, al nivel de
concentracion estimado.

* Para ser aceptado el valor obtenido de LCM debe cumplir el siguiente criterio, el
%DER debe ser menor al 20%. Si no cumple lo anterior, se debe repetir la adicion
con una concentracion mas alta.*3

5.3.4 Control de Calidad
Se evalud un grupo béasico de muestras durante tres dias a la misma hora, corriendo todas las
muestras en un mismo dia, donde se determind exactitud, veracidad, sesgo, precision,

incertidumbre, los datos obtenidos se evaluaron mediante el programa estadistico IBM SPSS
STATICS 21.
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El grupo bésico consta de

Rango lineal de trabajo: Se realiz6 siguiendo el numeral 5.3.1
Limite de cuantificacion del método: Se realiz6 siguiendo el numeral 5.3.3
Blanco de reactivos: Se empled agua destilada en lugar de estandar.

Blanco Fortificado: Se emple6 agua destilada y se afiadié una concentracién de estandar
de ftalato acido de potasio (se consider6 el punto medio de la curva de calibracion) y se
prepar6 en balén aforado de 25 mL. Teniendo en cuenta los valores obtenidos, se hall6 el
%Recuperacién del estandar, para ello se empled la ecuacion 6.

Matriz: Se emplearon muestras de aguas residuales domésticas del Departamento del
Cauca, las cuales fueron tomadas teniendo en cuenta el Instructivo para toma de muestras
de agua y sedimento IN-PDPA-LA023 de la CRC por personal técnico autorizado.

Matriz fortificada: Consta de matriz con una cantidad conocida de estandar de ftalato
acido de potasio (se considero el punto medio de la curva de calibracion) y se preparo en
balon aforado de 25 mL. Teniendo en cuenta los valores obtenidos se hallo el
%Recuperacion del estandar para ello se empled la ecuacion 9.

[MF] = (vol stock + vol M) — ([M] = vol M)
*
[sln stock] = (vol stock)

100 Ecuacion 9

%Recuperacion =

Donde [MF] es la concentracion hallada de matriz fortificada, vol stock y vol M fueron los
volimenes empleados de solucidn estandar y volumen de muestra respectivamente, [M] es
la concentracion hallada de matriz empleada, [sIn stock] es la concentracion empleada con
que se fortifico la matriz.

Duplicado matriz fortificada: Consta de un duplicado de matriz fortificada. Se evaluaron
los resultados como DRP siguiendo la Ecuacién 10.

. _ [ IMF — DMF]| 100 .
% DRP = W * Ecuacion 10

2

Donde MF es la concentracién hallada de matriz fortificada y DMF es la concentracion
hallada del duplicado de matriz fortificada.
e Los valores aceptados deben tener un %DRP menor a 10%

Material de referencia certificado: Se prepard una solucion de 425 mg PHK/L con DQO

tedrica de 500 mg O/L a partir de ftalato acido de potasio con incertidumbre £0,08 como
estandar de chequeo.
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Carta de control: La carta de control se construy6 teniendo en cuenta los % de Recuperacion
de 20 datos de estandar de chequeo, la cual se realizd para establecer los limites de control
superior e inferior, para ello se emplearon las ecuaciones 11 y 12 respectivamente.

Limite de control superior: x + 3s Ecuacion 11
Limite de control inferior: x — 3s Ecuacion 12

Teniendo en cuenta los limites de control se aceptaron o rechazaron los valores obtenidos
para las muestras de control de calidad, segun el %Recuperacién obtenido.

5.3.5 Exactitud

La exactitud se determind teniendo en cuenta dos componentes: veracidad y precision
5.3.5.1 Precision

Teniendo en cuenta los valores obtenidos de muestras de control de calidad (BF, MF, DMF,

MRC) durante tres dias por duplicado, se determind la precision en términos de %DER
aplicando la ecuacion 7 y en términos de %DRP (para DMF) con la ecuacion 10.

e Para ser aceptados los valores obtenidos, deben cumplir con un valor %DER vy
%DRP menor al 10%, segun la Guia de aceptabilidad interna del laboratorio
ambiental de la CRC, basada en el Standard Methods.*3

5.3.56.1.1 Precision por repetibilidad

Se realizd el mismo procedimiento de medida, el mismo analista, el mismo sistema de
medida, las mismas condiciones de operacion y el mismo laboratorio a las muestras de
control de calidad (BF y MRC), tres veces un mismo dia. Se emplearon pruebas de
normalidad de Shapiro-Wilk, pruebas de homogeneidad de varianzas Levene (BF) y pruebas
parameétricas ANOVA.

5.3.5.1.2 Precision intermedia

Se realiz6 el mismo procedimiento de medida, el mismo analista, el mismo sistema de
medida, las mismas condiciones de operacion y el mismo laboratorio a las muestras de
control de calidad (BF, MF, DMF y MRC), durante tres dias. Se emplearon pruebas de
normalidad de Shapiro-Wilk, pruebas de homogeneidad de varianzas Levene (MF/DMF) y
pruebas paramétricas ANOVA.

5.3.5.2 Veracidad

La evaluacion de la veracidad se determiné cuantitativamente en términos de sesgo.

5.3.5.2.1 Sesgo

Se basé en la comparacién de la media de los resultados (x) con un valor de referencia (Xrer).
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Se analizaron los valores obtenidos a las muestras de control de calidad (BF, MF, DMF y
MRC) siguiendo la ecuacion 13.

X — xref .,
%E = B * 100 Ecuacién 13
ref

Los valores aceptados debian tener un porcentaje de error menor al 10%, segun la Guia de
aceptabilidad interna del laboratorio ambiental de la CRC, basada en el Standard Methods.

5.3.6 Incertidumbre

Se determind la dispersion de los valores del mesurando asociados al resultado en la medida,
ademas de las posibles fuentes de incertidumbre. Los calculos realizados se basaron en la
Guia 4. Cuantificacion de la incertidumbre en medidas analiticas'® y Guia para la expresion
de la incertidumbre en la medicion 2*.

5.3.6.1 Incertidumbre estandar tipo A

La incertidumbre estandar tipo A se evaluo teniendo en cuenta la desviacion estandar (s) de
los valores obtenidos de las concentraciones halladas del limite de cuantificacion ya que
presenta mayor desviacion, considerando el nimero de medidas.

Para determinar la incertidumbre estandar tipo A, se emple6 la ecuacion 14.

%DER
Uy = \/Z

Donde ua es la incertidumbre estandar tipo A, %DER corresponde a la desviacion estandar
relativa y n el nimero de medidas.

Ecuacién 14

5.3.6.2 Incertidumbre estandar tipo B

La incertidumbre estandar tipo B se evaluo teniendo en cuenta el tipo de distribucion al cual
corresponde, las incertidumbres presentes en los certificados de calibracion, pureza de
reactivos, es decir datos sacados de la literatura.

La evaluacién de la incertidumbre a partir de esta metodologia se puede presentar en varios
casos, debido a que hay varias fuentes de incertidumbres tipo B.

U -
ug = Ecuacion 15

Donde ug es la incertidumbre estandar tipo B, U corresponde a la incertidumbre expandida
dada en los certificados de fabricacidn y k el factor de cobertura (el cual esta relacionado con
el nivel de confianza requerido)
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La ecuacion 16 corresponde a la incertidumbre presente en la balanza analitica, donde U es
la incertidumbre de la balanza y MWi es el peso en gramos obtenido en la medicion.

U =8,5E —05g+ (9,2E — 07g = MWi) Ecuacion 16
5.3.6.3 Incertidumbre estandar combinada

La incertidumbre estandar combinada se obtuvo teniendo en cuenta las incertidumbres
estandar A 'y B, aplicando la ecuacién 17.

u, = /u}1 + u3 Ecuacion 17

Donde uc es la incertidumbre estandar combinada, u3 corresponde a la incertidumbre
estandar tipo A elevada al cuadrado y u2 corresponde a la incertidumbre estandar tipo B
elevada al cuadrado.

5.3.6.4 Incertidumbre expandida

La incertidumbre expandida se obtuvo multiplicando la incertidumbre estandar combinada
por un factor de cobertura (k), el cual esta relacionado con el nivel de confianza, en este caso
se empleo el 95,45% con un factor de cobertura igual a 2.

U=u.*k Ecuacion 18

Donde U es la incertidumbre expandida es la incertidumbre estandar combinada, u3
corresponde a la incertidumbre estandar tipo A elevada al cuadrado y u2 corresponde a la
incertidumbre estandar tipo B elevada al cuadrado.

5.4 PROCESO DE VALIDACION

El proceso de validacion de la metodologia se realiz6 con dos pruebas de aptitud de
desempefio.

5.4.1 Prueba de aptitud

Se adquirieron dos ampolletas de los laboratorios nsi lab solutions y Merck, las cuales
contenian analito de interés, se refrigeraron hasta el analisis. Se destap6 cada ampolleta al
estar a temperatura ambiente. En un balén aforado de 1000 mL se agregaron 500 mL de agua
destilada y 10 mL de solucién con analito contenido en la ampolla y se afora con agua
destilada, para cada ampolleta. Estas soluciones representan las muestras de analisis, las
cuales se analizaron en el método y se reportaron los valores obtenidos en mg O2/L a los
laboratorios certificados.
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5.5 MUESTREO DE AGUAS

El muestreo se realizé en el Departamento del Cauca (Tabla 8) tomando como muestras aguas

residuales domésticas, siguiendo el Instructivo para toma de muestras de agua y sedimento

de la CRC, basado en el Standardr Methods for the Examination of Water and Wastewater!2.

5.5.1 Muestreo de aguas residuales domésticas

Se tomaron muestras simples (para efectos de andlisis del presente trabajo) de 2 L de aguas

residuales domésticas y superficiales por técnicos autorizados, en sitios especificos del
Departamento del Cauca, en la tabla 8 se detallan los lugar de muestreo.

Tabla 8. Descripcion de los lugares de muestreo realizados en el Departamento del

Cauca, municipio de Piendamé

Muestra Descripcion Coordenadas planas  Coordenadas geogréficas Método
1 Antes del Vertimiento 782078,81N Lat2°37 '30,790"N 5220D
PTARD (AS) 1087456,28E L76°17 '27,887"W -SM
5 Después de Vertimiento 782053,68N Lat2°37 '29,974"N 5220D
PTARD (AS) 1087357,26E L76°17 '31,093"W -SM
3 salida PTARD (ARD) NA NA Rty
4 Salida Bypass (ARD) NA NA Rty

AS: Agua Superficial, ARD: Agua Residual Doméstica
N: Norte, E: Este; Lat: Latitud; L: Longitud; W: Oeste
NA: No Aplica
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos de la estandarizacion y validacién de la
metodologia 5220 D SM, desarrollada en el laboratorio ambiental de la CRC, ademas se
anexan como evidencias las primeras paginas de los informes entregados al Laboratorio
ambiental de la CRC como lo son el Protocolo de la determinaciéon de DQO en aguas
residuales domésticas, instructivo de manejo del espectrofotometro UV-Vis PRECISA
HALO RB-10 para la determinacién de DQO en aguas residuales domésticas siguiendo la
metodologia expuesta en 5220 D SM¥(ANEXOS C, D Y E).

6.1 ESTANDARIZACION DEL METODO 5220D-SM PARA LA
DETERMINACION DE DQO EN AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS

La estandarizacion de la metodologia para la determinacion de DQO en muestras de aguas
residuales domésticas por espectroscopia UV-Vis en rango alto (600 nm) se realizd
basandose en los criterios establecidos en el método 5220 D The Standard Methods.

6.1.1 Rango lineal de trabajo
Se determino la linealidad de la curva a partir de las soluciones preparadas de DQO (5.3.1).
Los valores obtenidos se registran en la Tabla 9; asi como en la figura 2 se encuentra la curva

de calibracion con la ecuacion de la curva y el coeficiente de determinacion obtenido (R?)

Tabla 9. Absorbancias obtenidas para la curva de calibracion por patrén externo para
determinacion del rango lineal de trabajo por UV-Vis a 600 nm

D(%r(r?geiielzf;da Absorbancia
100 0,039
100 0,038
150 0,060
150 0,062
200 0,080
200 0,081
500 0,200
500 0,201
800 0,322
800 0,321
1000 0,406
1000 0,402
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Figura 2. Curva de calibracion por patron externo de DQO para determinacion del
rango lineal de trabajo por espectroscopia UV-Vis a 600 nm

Teniendo en cuenta el coeficiente de determinacion de la figura 2, se establecié el rango
lineal de trabajo, el cual fue 100 a 1000 mg O2/L de DQO, ya que el coeficiente de
determinacion obtenido cumple con R% > 0,995%,

Ademas se determinaron los porcentajes de error de las concentraciones halladas (valor
encontrado), partiendo de las concentraciones iniciales (valor verdadero) preparadas es decir
100, 150, 200, 500, 800 y 1000 mg O./L de DQO esperado, aplicando la ecuacion 3, los
valores obtenidos se presentan en la tabla 10.

Tabla 10. Porcentajes de error (%D) para cada concentracion de la curva de
calibracion

DQO esperada DQO hallada %D
(mg O2/L) (mg O2/L)

100 101,500 1,500
100 99,000 1,000
150 154,000 2,667
150 159,000 6,000
200 204,000 2,000
200 206,500 3,250
500 504,000 0,800
500 506,500 1,300
800 809,000 1,125
800 806,500 0,813
1000 1019,000 1,900
1000 1009,000 0,900

Los resultados obtenidos de %D de cada punto de la curva de calibracién son menores al
error aceptado el cual es 10% de la concentracion real, por ende son aceptados (5.3.1)%.
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6.1.2 Limite de deteccién

Se analizaron las soluciones blanco y estandares de DQO (5.3.2). Los valores obtenidos se
registraron en las tablas 11, 12 y 13 para cada concentracion.

Ademas, se realizé una curva de calibracion para el analisis de los estandares y los blancos
para los dias 1,2 y 3 (figura 3). A partir de la ecuacion de la recta se hallaron las
concentraciones.

El %Recuperacion y el %DER se determinaron aplicando las ecuaciones 6 y 7
respectivamente.

0.35
y=0.0003x+0.0016

03 R%=0.9998

0.25

ot

ot

0.2

o®
ot

ot

0.15 e

01 e

Absorbancia
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-0.05
DQO (mg 0,/L)

Figura 3. Curva de calibracion de DQO por patron externo para la determinacion del
limite de deteccion por espectroscopia UV-Vis a 600 nm

Se inicié analizando las siete soluciones de DQO (20 mg O2/L) y las siete soluciones de
blanco.
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Tabla 11. Datos obtenidos de los blancos y estdndares con DQO de 20 mg O2/L en 1 dia

Solucion DQO (20 mg O2/L) Soluciones Blanco
. Concentracion . Concentracion
Absorbancia hallada (mg Oz/L) | APsorbancia hallada (mg O2/L)
0,003 4,667 0,000 0,000
0,005 11,333 0,002 1,333
0,005 11,333 0,002 1,333
0,004 8,000 0,003 4,667
0,005 11,333 0,004 8,000
0,004 8,000 0,001 0,000
0,004 8,000 0,003 4,667
X 8,952 1,810
S 2,520 4,484
%DER 28,146 -
%Recuperacion 44,762 -

Teniendo en cuenta los valores registrados en la tabla 11, los valores de %DER vy el
%Recuperacion obtenidos para la solucion de DQO esperada 20 mg O>/L, estan por fuera de
los limites de aceptacion (seccion 5.3.2) por ende se incrementd la concentracion de la
solucion.

Se incremento la solucion de DQO a 30 mg O2/L.

Tabla 12. Datos obtenidos de los blancos y estandar de 30 mg O2/L de DQO de en 1 dia

Solucién DQO (30 mg O2/L) Soluciones Blanco
. Concentracion . Concentracion
Absorbancia hallada (mg O/L) Absorbancia o da (mg Oa/L)

0,015 44,667 0,000 0,000
0,017 51,333 0,003 4,667
0,018 54,667 0,003 4,667
0,017 51,333 0,005 11,333
0,017 51,333 0,001 0,000
0,015 44,667 0,003 4,667
0,017 51,333 0,003 4,667

X 49,905 3,238

s 3,780 5,394

%DER 7,574

% Recuperacion 166,349

Teniendo en cuenta los valores registrados en la tabla 12, el %Recuperacion del estandar de
30 mg O2/L, estuvo por fuera del rango de aceptacion (50 a 150 %, seccion 5.3.2), por ende
se debid incrementar la concentracion del estandar para verificar si a una concentracion
mayor estaria dentro de los limites aceptados.

Se incremento la solucion de DQO a 40 mg O2/L.
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Tabla 13. Datos obtenidos de los blancos y estandar de 40 mg O2/L de DQO en 1 dia

Solucion DQO (40 mg O2/L)

Soluciones Blanco

Absorbancia

Concentracién
hallada (mg O2/L)

Absorbancia Concentracion

hallada (mg O./L)

0,011 31,333 0,002 1,333
0,009 24,667 0,000 0,000
0,011 31,333 0,000 0,000
0,011 31,333 0,002 1,333
0,010 28,000 0,005 11,333
0,011 31,333 0,003 4,667
0,011 31,333 0,000 0,000
X 29,905 2,667
S 2,622 4,163
%DER 8,769
%Recuperacion 74,761

Teniendo en cuenta los valores registrados en la tabla 13, los parametros %DER y
%Recuperacion para el estandar de 40 mg O2/L, cumplieron con los criterios de aceptabilidad
internos (menor a 20% y encontrarse en el rango 50 a 150%, respectivamente), por ende se
llevé a cabo durante dos dias mas el procedimiento realizado para determinar el limite de

deteccion.
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Tabla 14. Datos obtenidos de los blancos y estandares de 40 mg O./L de DQO en los
dias 1,2y 3

Dia Absorbancia Concentracién Absorbancia Concentracion
40 mg O2/L Hallada Blancos Hallada de blancos
(mg O2/L) (40 mg O2/L) (mg O2/L) (mg O2/L)

0,011 31,333 0,002 1,333
0,009 24,667 0,000 0,000
0,011 31,333 0,000 0,000
0,011 31,333 0,002 1,333
0,010 28,000 0,005 11,333
0,011 31,333 0,003 4,667
0,011 31,333 0,000 0,000
0,011 31,333 0,000 0,000
0,010 28,000 0,003 4,667
0,010 28,000 0,003 4,667
0,011 31,333 0,005 11,333
0,010 28,000 0,001 0,000
0,011 31,333 0,003 4,667
0,010 28,000 0,003 4,667
0,011 31,333 0,001 0,000
0,012 34,667 0,003 4,667
0,011 31,333 0,005 11,333
0,010 28,000 0,002 1,333
0,009 24,667 0,000 0,000
0,010 28,000 0,002 1,333
0,010 28,000 0,000 0,000

X 29,587 3,206

S 2,499 3,919

%DER 8,445

%Recuperacion 73,968

Teniendo en cuenta los valores de %DER y %Recuperacion registrados en la tabla 14 para
el estandar de 40 mg O-/L, se concluye que cumplieron con los criterios de aceptabilidad
segin THE STANDARD METHODS? (menor a 20% y encontrarse en el rango 50 a 150%,
respectivamente), posteriormente se calcul6 a partir de este valor el limite de deteccion.

Se hallo el limite de deteccion de la solucion fortificada (LDM:s), teniendo en cuenta la
Ecuacion 4
LDM; = Sestandar * 3,14
LDM, = 2,499 * 3,14 = 7,847

Luego se calculo el limite de deteccion con respecto al blanco (LDMy) empleando la
Ecuacion 5
LDM, = X + (3,14 * sp)
LDM, = 3,206 + (3,14 * 3,919) = 15,512

El Limite de Deteccién del Método (LDM) es igual al resultado mas grande entre LDMs y
LDMy es decir 15,512 mg O2/L.
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Se verificd el LDM empleando tres estdndares de 15 mg O/L por duplicado, los cuales
permitieron corroborar experimentalmente el valor calculado del limite de deteccion (LDM),
ya que esta concentracion se logra detectar con el método. Los valores se registraron en la
Tabla 15.

Tabla 15. DQO hallada de tres soluciones de 15 mg O>/L para confirmar el LDM

Estandares de 15 mg O,/L

Estandar DQO (mg O-/L)
1 18,500 + 1,250
2 17,250 + 2,500
3 23,500 + 1,250

6.1.3 Limite de cuantificacion

Teniendo en cuenta la desviacion estandar de los blancos registrados en la tabla 14 y la
ecuacion 8, se halld el limite de cuantificacion

LCM =10 * s,
LCM = 10%3,919 = 39,190

Se verifico el valor calculado para LCM con un triplicado en un dia, obteniendo los valores
registrados en la tabla 16.

La verificacion por triplicado se llevo a cabo con la ecuacion de la recta presente en la figura
4.

0.5

R%=0.9995
0.4

02 }

200 400 600 800 1000 1200

y=0.0004x+ 0.0017 }

Absorbancia

-0.1
DQO (mg 0,/L)

Figura 4. Curva de calibracién de DQO por patron externo para la confirmacion del
LCM por espectroscopia UV-Vis a 600 nm
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Tabla 16. VValores obtenidos de la verificacion del limite de cuantificacion con estandar
de 40 mg O2/L de DQO

. DQO hallada
Absorbancia (mg O/L)
0,027 63,250
0,014 30,750
0,022 50,750
X 48,250
S 16,394
%DER 33,976

El %DER del estandar de 40 mg O2/L no cumplié con el criterio de aceptabilidad, ya que el
valor obtenido se encuentra por encima del 20%, por ende se realiz6 a una concentracion
mayor®® la cual fue 50 mg O/L (seccion 5.3.3).

Tabla 17. Valores obtenidos de la verificacion del limite de cuantificacion con solucién
de 50 mg O2/L

- . DQO
Item Absorbancia Hallada (mg Oz/L)
0,021 48,250
0,020 45,750
0,019 43,250
X 45,750
s 2,500
%DER 5,464

El Limite de cuantificacion del método fue 50 mg O>/L, ya que como se observa en la tabla
17 el valor obtenido del %DER es menor al 20% el cual cumple con el criterio de
aceptabilidad (seccién 5.3.3)

6.1.4 Control de Calidad
Durante 3 dias se evalu6é un grupo basico de muestras que corresponden a Rango lineal de
trabajo, Limite de cuantificacion (LCM), Blanco fortificado (BF), Matriz (M), Matriz

fortificada (MF), Duplicado de matriz fortificada (DMF), Material de referencia certificado
(MRC). Los valores obtenidos se registraron en la tabla 18.
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Tabla 18. Concentraciones obtenidas del grupo béasico de muestras durante tres dias

MF 1000mgiL Y
ftem LCM BFs500 mg/L M DMF1000mgiL MRCsoomgi
(mgO2/L) (mgOJ/L) (mgO2/L) (mg O,/L) (mg O2/L)
52,250 514,750 207,250 gég';gg 517,250
1 ,
47,250 524,750 212,250 gi;';gg 522,250
38,500 523,500 238,500 ggg'ggg 506,000
5 ,
33,500 511,00 241,000 282'288 508,500
53,000 528,000 250,500 ggg'ggg 525,500
3 ,
53,000 513,000 245,500 ggg'ggg 515,500
X 46,250 519,167 232,500 625,833 515,833
S 8,376 7,102 18,160 17,148 7,579
%DER 18,109 1,368 7,811 2,740 1,469
%E 3,833 3,167

Durante los tres dias de analisis se realiz6 una curva de calibracion por dia, agregando ademas
el LCM, los valores obtenidos se registraron en la tabla 19.

Tabla 19. Datos obtenidos de las curvas de calibracion y el %D de cada punto, para el
rango lineal de trabajo

Dia 1 2 3
Curva DQO hallada DQO hallada DQO hallada
(mgO,/L) ((?mgOZIL) %D ((?mgOz/L) %D ?mgOelL) %D
50 52,250 4,500 38,500 23,000 48,000 4,000
47,250 5,500 33,500 33,000 43,000 14,000
100 99,750 0,250 106,000 6,000 100,500 0,500
102,250 2,250 101,000 1,000 103,000 3,000
150 157,250 4,833 153,500 2,333 163,000 8,667
149,750 0,167 153,500 2,333 153,000 2,000
200 209,750 4,875 221,000 10,500 215,500 7,750
214,750 7,375 211,000 5,500 210,500 5,250
500 532,250 6,450 503,500 0,700 515,500 3,100
524,750 4,950 518,500 3,700 513,000 2,600
800 834,750 4,344 818,500 2,313 823,000 2,875
819,750 2,469 816,000 2,000 825,500 3,188
1000 1039,750 3,975 1008,500 0,850 1028,000 2,800
1037,250 3,725 1013,500 1,350 1035,500 3,550
R? 0,9997 0,9994 0,9998
Ecuacion y=0,0004x-0,0019 y=0,0004x+0,0046 y=0,0004x-0,0022

Los resultados obtenidos se evaluaron mediante el coeficiente de determinacion y el %D
(<0,995% y <10%, respectivamente). Teniendo en cuenta los criterios de aceptabilidad segin
la guia interna del laboratorio los valores fueron aceptados.

Se realizo la carta de control de calidad teniendo en cuenta los valores ya obtenidos y nuevas

medidas de %Recuperacién y concentracion hallada de estandar de DQO de 500 mg O2/L el
cual es el estdndar de chequeo. Se determinaron los limites superior e inferior, para ello se
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aplicaron las ecuaciones 11 y 12 respectivamente, los datos obtenidos se registraron en la
tabla 20.

Tabla 20. Datos obtenidos para realizar la carta de control de calidad

DQO hallada (mg O-/L) %Recuperacion
483,500 96,700
491,000 98,200
532,250 106,450
524,750 104,950
517,750 103,550
517,750 103,550
503,500 100,700
518,500 103,700
501,500 100,300
506,500 101,300
515,500 103,100
513,000 102,600
499,000 99,800
504,000 100,800
504,000 100,800
524,000 104,800
521,500 104,300
504,000 100,800
516,500 103,300
509,000 101,800
X 510,375 102,075
S 11,991 2,398
Limite Superior 546,348 109,270
Limite Inferior 474,402 94,880
%DER 2,349 2,349

Teniendo en cuenta los limites de control de calidad superior e inferior hallados y registrados
en la tabla 20, se aceptan o rechazan valores. Los valores aceptados se encuentran dentro de
los limites superiores en inferior.

A partir de los datos registrados en la tabla 17, se hallaron los %Recuperacion para BF, MF,
DMF y MRC, empleando la ecuacién 6 para BF, MRC y ecuacion 9 para MF y DMF, los
datos obtenidos se registraron en la tabla 21.

Para la determinacion del %Recuperacion de MF y DMF se realiza el calculo para el primer
valor de la Tabla 18 y del mismo modo se realiza para los demas datos, teniendo en cuenta
que la concentracion empleada de stock fue de 1000 mg O2/L de DQO y alicuota de 12,5 mL
la cual se llevé a balén aforado de 25 mL y se aforé con matriz de agua residual doméstica).

[619,750mg/L] * (25 mL) — ([207,250mg/L] * 12,5mL)
*

[1000mg/L] * (12,5mL) 100

%Recuperacion (MF) =

=103,225%
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Tabla 21. %Recuperacion de Blanco fortificado, Material de referencia certificado,
Matriz fortificada y Duplicado de matriz fortificada.

Dia BFs00 mgiL MPF1000 mgiL Y MRCs00 mgiL
(mg O2/L) DMF1000 mgiL (mg O2/L)
(mg O2/L)
102,950 103,225 103,450
1 101,225
104,950 104,225 104,450
102,225
104,700 103,350 101,200
’ 102,850
102,200 97,600 101,700
95,100
105,600 105,050 105,100
3 106,050
102,600 100,550 103,100
101,550
X 103,833 101,917 103,167
S 1,297 3,083 1,384
%DER 1,249 3,025 1,341

Teniendo en cuenta los limites de la carta de control (109,270 y 94,880 %), para estandar de
500 mg O2/L de DQO registrados en la tabla 20 y los datos obtenidos de %Recuperacion de
BF, MRC los datos estan dentro de los limites de control por ende son aceptados.

6.1.5 Exactitud
La exactitud se analizé teniendo en cuenta dos componentes: precision y veracidad.
6.1.5.1 Precision

Teniendo en cuenta los valores obtenidos de muestras de control de calidad (BF, MRC, MF,
DMF) registradas en la tabla 18 se determiné la precision en términos de %DER, donde se
observé en la tabla en mencion, que los valores obtenidos cumplen con el criterio de
aceptabilidad (<10%)

Ademas se realizé el analisis para duplicado de muestra fortificada utilizando la ecuacion 10,
en términos de %DRP. Los valores obtenidos se registran en la tabla 22.

Tabla 22. Valores obtenidos de diferencia porcentual relativa (26DRP)

M FsoomgiL DM Fsoomgi

Item (mg/L) (mg/L) %DRP

1 619,750 627,250 1,203
609,750 617,250 1,222

2 636,000 608,500 4,419
633,500 596,000 6,100

3 650,500 625,500 3,918
655,500 630,500 3,888

X 634,167 617,500 3,459
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Los valores obtenidos de %DRP cumplen con el criterio de aceptabilidad (<10%)%.
6.1.5.1.1 Precision por Repetibilidad

Se realiz6 el mismo procedimiento de medida, el mismo analista, el mismo sistema de
medida, las mismas condiciones de operacion y el mismo lugar, a las muestras de control de
calidad BF y MRC, tres veces un mismo dia. Se emplearon pruebas de normalidad de
Shapiro-Wilk y pruebas paramétricas ANOVA.

Tabla 23. Concentraciones obtenidas del grupo basico de muestras en un dia

Dia B Fs00 mgiL MR CsoomgiL
(mg/L) (mg/L)
518,500 516,000
1
516,000 521,000
517,750 522,750
2
512,750 522,750
504,000 521,500
3
511,500 519,000

Se aplico la prueba de Shapiro - Wilk a los datos obtenidos de BF y MRC registrados en la
tabla 23, considerando que el nimero de datos es menor a 50, para determinar si provienen
de una poblacién con distribucién normal, su interpretacion se realiza con el valor de
significacion (Sig) sies > 0,05 se acepta la hipdtesis nula, si es < 0,05 se rechaza la hipdtesis
nula.

Se plante6 como hipétesis nula, Ho: “el conjunto de datos obtenidos provienen de una
poblacion normal” y como hipotesis alternativa, Ha: “Los datos obtenidos no provienen de
una poblacion normal”.

Tabla 24. Prueba de normalidad Shapiro-Wilks para muestras de control (Precision
por repetibilidad)

Item Shapiro-Wilk
Estadistico o] Sig.

BF 0,830 6 0,353

MRC 0,826 6 0,237

Los valores de Sig. obtenidos en la tabla 24 para BF y MRC son mayores que el valor de Sig.
0,05 por ende se acepta la Hipotesis Nula, es decir, el conjunto de datos obtenidos provienen
de una poblaciéon normal para BF.
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Grafico Q-Q normal de BF
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Figura 5. Gréafico Q-Q de Blanco fortificado de precision por repetibilidad
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Figura 6. Gréfico de cajas de Blanco fortificado de precision por repetibilidad
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Grafico Q-Q normal de MRC
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Figura 7. Gréafico Q-Q de Material de referencia certificado de precision por
repetibilidad
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Figura 8. Gréfico de cajas de normalidad de Material de referencia certificado de
precision por repetibilidad

En las Figuras 5y 7, los graficos Q-Q de normalidad para blanco fortificado y material de
referencia certificado, respectivamente, los valores presentaron distribucién normal, ya que
estan sobre y muy préximos a las rectas de normalidad esperadas.

40



Ademaés se analizaron las Figuras 6 y 8, graficos de cajas para BF y MRC, respectivamente,
en el grafico 6 los datos presentan simetria ya que la mediana se encuentra en el centro de la
caja, en el grafico 8 los datos estan sesgados puesto que la mediana esta méas cerca de la parte
superior, ambos gréaficos no tienen presencia de valores atipicos.

Posteriormente se aplicaron pruebas paramétricas ANOVA para BF y MRC, con el fin de
establecer si existen diferencias significativas entre las medias, teniendo en cuenta el factor
repeticion. Se plantearon como hipotesis nulas, Ho: “no existen diferencias significativas
entre las medias” 'y como hipétesis alternativa, Ha: “existen diferencias significativas entre
las medias”, teniendo en cuenta a=0,05

Tabla 25. Prueba paramétrica ANOVA para muestras de control (Precision por
repetibilidad)

Suma de | Media F si
cuadrados g cuadratica g
Inter-grupos 100,333 2 50,167 3,440 0,167
BF Intra-grupos 43,750 3 14,583
Total 144,083 5
Inter-grupos 18,250 2 9,125 1,752 0,313
MRC  Intra-grupos 15,625 3 5,208
Total 33,875 5

Los valores de Sig. obtenidos en la tabla 25 son mayores que el valor de Sig. 0,05 por ende
se acepta la Hipotesis Nula, es decir, no existen diferencias significativas entre las medias
para BF y MRC.

Se realiz6 una prueba de homogeneidad de varianzas para verificar si hay homocedasticidad
en los valores obtenidos, para ello se realizo la prueba de Levene para BF y MRC. Se planteo
como hipdtesis nula, Ho: “las varianzas entre los datos son iguales” y como hipoétesis
alternativa, Ha: “existen diferencias entre las varianzas de los datos o en al menos en un
grupo de datos”, teniendo en cuenta 0=0,05

Tabla 26. Prueba de homogeneidad de varianzas para BF y MRC (Precision por
repetibilidad)

item gl1 gl2 Sig.
BF 2 3 0,000
MRC 2 3 0,000

Los valores de Sig. obtenidos en la tabla 26 son menores que el valor de Sig. 0,05 por ende
se rechaza la Hipotesis Nula, es decir, existen diferencias significativas entre las varianzas
de los datos o en al menos un grupo de datos para BF y MRC.

Teniendo en cuenta que no hay homocedasticidad en los datos de BF y MRC se realiza una
prueba t para muestras independientes para comparar que grupo de datos difieren entre si
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(Tablas 27, 28 y 29). Se plantearon como hipétesis nulas, Ho: “no hay diferencias entre las
medias de los grupos 1y 27, “no hay diferencias entre las medias de los grupos 1y 3", “no
hay diferencias entre las medias de los grupos 2 y 3’y como hipétesis alternativas, Ha: “hay
diferencias entre las medias de los grupos 1y 27, “hay diferencias entre las medias de 10S
grupos 1y 37, “hay diferencias entre las medias de los grupos 2 y 3”, teniendo en cuenta
a=0,05. Si el valor de Sig. obtenido es menor a 0,05 se rechaza la Ho. Los datos obtenidos
se registran en las tablas 27, 28 y 29.

Tabla 27. Prueba t para muestras independientes (grupos 1y 2)

Pruebat para la igualdad de medias

t gl Sig. (bilateral)

Se_han asymldo 0.716 ) 0,549

varianzas iguales

BF No se han asumido

i ; 0,716 1,471 0,571

varianzas iguales

Se han asumido
MRC _Varianzas iguales -1,700 2 0,231
No se han asumido 1,700 1,000 0.339

varianzas iguales

Tabla 28. Prueba t para muestras independientes (grupos 1y 3)

Pruebat para la igualdad de medias

t gl Sig. (bilateral)
Se han asumido 2.403 2 0,138
varianzas iguales
BF No se han asumido
varianzas iguales 2403 1,220 0243
riangasiguales 0% ? 0o
MRC No se han agumido
-0,626 1,471 0,614

varianzas iguales

Tabla 29. Prueba t para muestras independientes (grupos 2 y 3)

Pruebat para la igualdad de medias

t gl Sig. (bilateral)
Se han asumido
BE varianzas iguales 1664 2 0.2%8
No se han e_lsumldo 1,664 1,742 0,256
varianzas iguales
arianzss iguales 20 ? o
MRC No se han agumido
2,000 1,000 0,295

varianzas iguales

Los valores de Sig. obtenidos en las tablas 27, 28 y 29 son mayores que el valor de Sig. 0,05
por ende se aceptan las Hipotesis Nulas, es decir, no existen diferencias entre los grupos 1y
2,1y 3,2y 3 paraBF y MRC.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se decide realizar un nuevo ensayo para BF
(Tabla 230), ya que debido a la minima cantidad de datos no se puede apreciar la distribucion
en las varianzas.

Tabla 30. Concentraciones obtenidas de blanco fortificado de muestras en un dia

BF 500 mg O2/L
(mg O2/L)
496,00
496,00
514,75
524,75
525,25
522,75
523,50
511,00
501,50
499,00
528,00
513,00

Repeticiones

Se aplicé la prueba de Shapiro - Wilk a los datos obtenidos de BF registrados en la tabla 30,
considerando que el nimero de datos es menor a 50, para determinar si provienen de una
poblacion con distribucion normal, su interpretacion se realiza con el valor de significacion
(Sig) sies> 0,05 se acepta la hipotesis nula, si es < 0,05 se rechaza la hipotesis nula.

Se plante6 como hipdtesis nula, Ho: “el conjunto de datos obtenidos provienen de una
poblacion normal” y como hipoétesis alternativa, Ha: “Los datos obtenidos no provienen de
una poblacion normal”.

Tabla 31. Prueba de normalidad Shapiro-Wilks para muestra de control BF (Precision
por repetibilidad)

Item Shapiro-Wilk
Estadistico o] Sig.
BF 0,881 12 0,091

El valor de Sig. obtenido en la tabla 31 es mayor que el valor de Sig. 0,05 por ende se acepta
la Hipotesis Nula, es decir, el conjunto de datos obtenidos provienen de una poblacion
normal para BF.

Se determind si hay homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene para los valores
obtenidos de BF (Tabla 30), con el fin de establecer si hay homogeneidad de varianzas u
homocedasticidad. Se plante6 como hipotesis nulas, Ho: “las varianzas entre repeticiones en
un dia son iguales” 'y como hipotesis alternativa, Ha: “existen diferencias entre las varianzas
entre repeticiones en un dia”, teniendo en cuenta 0=0,05
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Tabla 32. Prueba de homogeneidad de varianzas para BF (Precision por repetibilidad)

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
2,437 2 9 0,143

El valor de Sig. obtenido en la tabla 30 es mayor que el valor de Sig. 0,05 por ende se acepta
la Hipotesis Nula, es decir, las varianzas entre repeticiones en un dia son iguales para BF.

Posteriormente se aplicaron pruebas paramétricas ANOV A para los valores obtenidos de BF
(Tabla 30), con el fin de establecer si existen diferencias significativas entre las medias de
las varianzas. Se plantearon como hipotesis nulas, Ho: “no existen diferencias significativas
entre las medias” 'y como hipétesis alternativa, Ha: “existen diferencias significativas entre
las medias”, teniendo en cuenta a=0,05

Tabla 33. Prueba paramétrica ANOVA para muestra de control BF (Precisién por
repetibilidad)

Suma de | Media = si
cuadrados 9 cuadrética g
Inter-grupos 365,167 2 182,583 1,297 0,320
BF Intra-grupos 1266,563 9 140,729
Total 1631,729 11

Los valores de Sig. obtenidos en la tabla 33 son mayores que el valor de Sig. 0,05 por ende
se acepta la Hipotesis Nula, es decir, no existen diferencias significativas entre las medias
para BF.

6.1.5.1.2 Precisién Intermedia

Teniendo en cuenta las concentraciones obtenidas para MF, DMF, BR, MRC registradas en
la tabla 18, se emplearon pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk y paramétricas ANOVA.

Se aplicé la prueba de Shapiro - Wilk a los datos obtenidos, considerando que el namero de
datos es menor a 50, para determinar si provienen de una poblacion con distribucion normal,
su interpretacion se realiza con el valor de significacion (Sig) si es > 0,05 se acepta la
hipdtesis nula, si es < 0,05 se rechaza la hipotesis nula.

Se planted como hipotesis nula, Ho: “el comjunto de datos obtenidos provienen de una
poblacion normal” y como hipdétesis alternativa, Ha: “Los datos obtenidos no provienen de
una poblacion normal”.

Tabla 34. Prueba de normalidad Shapiro-Wilks para muestras de control (Precision
intermedia)

item Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
BF 0,892 6 0,330
MRC 0,954 6 0,772
MF/DMF 0,981 12 0,987
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Los valores de Sig. obtenidos en la tabla 34 son mayores a 0,05, por ende, se acepta la
Hipotesis Nula, es decir, el conjunto de datos obtenidos provienen de una poblacion normal

para BF, MRC y MF.

Figura 9. Gréafico Q-Q de Blanco fortificado de precision intermedia

Figura 10.

Normal esperado

Grafico Q-Q normal de BF

05

0,5

T
505

T T
515 520

Valor observado

T
525

T
530

530

5254

520

5157

510+

Gréfico de caja de Blanco fortificado de precision intermedia

T
BF

45



Grafico Q-Q normal de MRC
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Figura 11. Grafico Q-Q de Material de referencia certificado de precision intermedia

530

525+

520

5154

510

505+

T
MRC

Figura 12. Grafico de caja de Material de referencia certificado de precision intermedia
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Grafico Q-Q normal de MF
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Figura 13. Grafico Q-Q de Muestra fortificada de precision intermedia
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Figura 14. Grafico de caja de Muestra fortificada de precision intermedia

En las Figuras 9,11 y 13, los graficos Q-Q de normalidad para blanco fortificado, material
de referencia certificado y matriz fortificada, respectivamente, los valores presentaron
distribucién normal, ya que estan sobre y muy préximos a las rectas de normalidad esperadas.
Ademas se analizaron las Figuras 10, 12 y 14, los graficos de cajas para blanco fortificado,
material de referencia certificado y matriz fortificada respectivamente, los valores
presentaron distribucion normal (la mediana se encuentra en la mitad de la caja o muy
proxima a ella), sin presencia de valores atipicos ya que estos se observarian fuera de los
limites maximos y minimos.

47



Se aplican pruebas paramétricas ANOVA para los valores obtenidos de Blanco Fortificado,
Matriz Fortificada y Material de Referencia Certificado (Tabla 18), con el fin de establecer
si existen diferencias significativas entre las medias, teniendo en cuenta el factor dia. Se
plantearon como hipétesis nulas, Ho: “no existen diferencias significativas entre las medias”’
y como hipoétesis alternativa, Ha: “existen diferencias significativas entre las medias”,
teniendo en cuenta 0=0,05

Tabla 35. Prueba paramétrica ANOVA factor dia para muestras de control (Precision
intermedia)

Suma de Media

cuadrados ol cuadratica F Sig.
Inter-grupos 11,583 2 5,792 0,072 0,932
BF Intra-grupos 240,625 3 80,208
Total 252,208 5
Inter-grupos 1290,667 2 645,333 2,988 0,101
MF/DMF Intra-grupos 1943,750 9 215,972
Total 3234,417 11
Inter-grupos 221,583 2 110,792 5,065 0,109
MRC Intra-grupos 65,625 3 21,875
Total 287,208 5

Los valores de Sig. registrados en la tabla 35 son mayores que 0,05 por ende se acepta la
Ho, es decir, no existen diferencias significativas entre las medias teniendo en cuenta el factor
dia.

Ademas se realizo la prueba de Levene para observar si hay homogeneidad en las varianzas,
para este analisis se empled los datos obtenidos de MF y DMF. Se plante6 como hipotesis
nulas, Ho: “las varianzas entre dias son iguales” y como hipdtesis alternativa, Ha: “existen
diferencias entre las varianzas entre dias”, teniendo en cuenta a=0,05

Tabla 36. Prueba de homogeneidad de varianzas para MF/DMF (Precision intermedia)

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
7,269 2 9 0,013

El valor de Sig. obtenido en la tabla 36 es menor que el valor de Sig. 0,05 por ende se rechaza
la Hipotesis Nula, es decir, “existen diferencias entre las varianzas entre dias” para
MF/DMF.

Teniendo en cuenta que no hay homocedasticidad en los datos de MF/DMF se realiza una
prueba t para muestras independientes para comparar que grupo de datos difieren entre si. Se
plantearon como hipdtesis nulas, Ho: “no hay diferencias entre las medias de los grupos 1y
2”7, “no hay diferencias entre las medias de los grupos 1y 3”, “no hay diferencias entre las
medias de los grupos 2 y 3"y como hipdtesis alternativas, Ha: “hay diferencias entre las
medias de los grupos 1y 27, “hay diferencias entre las medias de los grupos 1y 3", “hay
diferencias entre las medias de los grupos 2y 3”, teniendo en cuenta 0=0,05. Si el valor de
Sig. obtenido es menor a 0,05 se rechaza la Ho.
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Tabla 37. Prueba t para muestras independientes (grupos 1y 2)

Pruebat para la igualdad de medias

Sig.
t ol (bilateral)
ariangas guales 00% ° HO%
MF/DMF No se han agumido
0,000 3,809 1,000

varianzas iguales

Tabla 38. Prueba t para muestras independientes (grupos 1y 3)

Pruebat para la igualdad de medias

Sig.
t 9l (bilateral)
e 206 oo%
MF/DMF No se han agumido
2,684 4,364 0,050

varianzas iguales

Tabla 39. Prueba t para muestras independientes (grupos 2 y 3)

Pruebat para la igualdad de medias

Sig.
t ol (bilateral)
Se han asumido
. - -1,803 6 0,122
eIV e B
-1,803 5,585 0,125

varianzas iguales

Los valores de Sig. obtenidos en las tablas 37 y 39 son mayores que el valor de Sig. 0,05 por
ende se aceptan las Hipdtesis Nulas, es decir, no existen diferencias entre los grupos 1y 2, 2
y 3 para BF. Por otro lado, el valor de Sig. obtenido en la tabla 38 es menor que 0,05 por
ende se rechaza la Hipotesis Nula, es decir, existen diferencias entre los valores obtenidos
de los grupos 1y 2 respecto a las medias. Esta diferencia podria deberse a las interferencias
presentadas en la matriz.

6.1.5.2 Veracidad

La evaluacion de la veracidad se expreso en términos de sesgo.

6.1.5.2.1 Sesgo

Se analizaron los valores obtenidos de las muestras de control de calidad (BF, MRC)
registrados en la tabla 18 y se determinaron los %E con la ecuacion 13. Los resultados

obtenidos se registraron en la tabla 17, como se observé los valores obtenidos cumplen con
el criterio de aceptabilidad.
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6.1.6 Incertidumbre

La estimacion de la incertidumbre de la concentracion de DQO en agua, se realiz6 definiendo
los pardmetros registrados en la tabla 40.

Tabla 40. Definicion de los pardmetros del método

Parametro Descripcion
Ensayo Determinacion de la DQO
Técnica Espectrofotometria UV-Vis
Sustancia, material, elemento o producto . -

Agua residual doméstica

a ensayar
Intervalo de medicion 100 a 1000 mg/L
Documento Normativo SM 5220 D

Se defini6 ademas las posibles fuentes de incertidumbre presentadas en el método, se
representd en diagrama causa-efecto como se observa en la figura 15.

KzCr207
Ag,S0,
HgSO )
ESN Preparacion de
H,80, Reactivos
Pureza »
Digestion en Mediciones
Agy80, KCr0 termorreactor espectrofotdmetro

HgSO, \
Peso medido \ \ »

H,S0,

Alicuota con

pipeta 5 mL
Probeta 250 ml- >
Balén de 1000 L »
A > [mgO,/L]
Balon de Balon de
1000 mL 25 mL

Dilucién con

Peso medido pipeta SmL

Pureza Repetibilidad de

Preparacion curva -
p mediciones de DQO

de calibracion
Preparacion de
estandar PHK

Figura 15. Diagrama de causa-efecto para la cuantificacion de DQO por método
colorimétrico con reflujo cerrado

6.1.6.1 Incertidumbre estandar Tipo A

e Incertidumbre asociada a la repetibilidad de mediciones de DQO teniendo en cuenta
el LCMso mg/L (urm)

%DER
Uy = T
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5,464 %
Upm = =

e Incertidumbre asociada a la repetibilidad de mediciones de pesaje teniendo en
cuenta el estandar de PHK (u,,,)

= 3,155%

Los datos de pesaje del estandar de PHK para la preparacion de la solucién durante los
tres dias, se registraron en la tabla 41.

Tabla 41. Pesos obtenidos en el pesaje del estandar de ftalato a&cido de potasio en la
balanza analitica

Dia Peso PHK (g)
1 0,8501

2 0,8528
3
X
s

0,8500
0,8510
0,0016
%DER 0,188

_ 0,188%
Up =~ 3

= 0,109 %

e Incertidumbre estandar tipo A

uy =+/3,1552 +0,1092 = 3,157 %
6.1.6.2 Incertidumbre estandar tipo B

e Incertidumbre asociada a la pureza del PHK (uppyk)

Teniendo en cuenta la ecuacion 15, se realizo el calculo para determinar la incertidumbre del
estandar de PHK

0,08%
uPPHK = 2 = 0,040%

e Incertidumbre asociada al pesaje en balanza de estandar de PHK (u,pyk)

Teniendo en cuenta la ecuacién 15y 16, se realizé el calculo para determinar la incertidumbre
del estdndar de PHK debido al pesaje en balanza

Upyk = 8,5E — 05g + (9,2E — 07g * 0,8500) = 8,578E — 05g
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8,578E — 059
Uppyx — 198 * 100 = 4‘,332E —03 %

e Incertidumbre asociada al balén aforado de 1000 mL en la preparaciéon de la
solucion del estandar de PHK (up1000pHK)

En los instrumentos volumétricos es mas probable que el valor verdadero esté mas cerca del
valor nominal que de los extremos, para calcular la incertidumbre tipica se asume que las
lecturas siguen una distribucion triangular isosceles.

0,044 mL
Up1000PHK = i *100 = 0,898%

e Incertidumbre asociada a la dilucién de la preparacion de la curva con solucion
estandar de PHK con el punto mas bajo, tomada con transferpipeta de 5 mL (ussppk)

8,8E — 03 mL
Uispg = 1—99* 100 = 0,4‘4‘2%

e Incertidumbre asociada al balén aforado de 25 mL en la preparacion de la solucion
del estandar de PHK (up25pnk)

En los instrumentos volumeétricos es mas probable que el valor verdadero esté mas cerca del
valor nominal que de los extremos, para calcular la incertidumbre tipica se asume que las
lecturas siguen una distribucion triangular isdsceles.

0,077 mL
Up25PHK = 23

e Incertidumbre asociada a la pureza del H2SOu (upy,so,)
La distribucion asociada a la pureza del acido sulfurico presenta una distribucion rectangular

* 100 = 1,572%

3,70%
UpH,50, = W

e Incertidumbre asociada a la pureza del HgSO4 (upgyso,)

La distribucién asociada a la pureza del sulfato de mercurio presenta una distribucion
rectangular.

= 1,068%

2,00%

uPHgSO4 = — ,ﬁ = 0,577%
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e Incertidumbre asociada a la pureza del Ag2SOu (upag,s0,)
La distribucidn asociada a la pureza del sulfato de plata presenta una distribucién rectangular.

1,5%

upAgZSO4 = _’ﬁ = 0,4‘33%
e Incertidumbre asociada a la pureza del K:Cr.O7 (upk,cr,0,)

0,13%
upKZCr207 = 2 = 0,065%

e Incertidumbre asociada al pesaje en balanza del sulfato de mercurio(u,p4s0,)

Upyx = 8,5E — 05g + (9,2E — 07g * 33,3354) = 1,157E — 04g

1,157E — 04g
Uppuk = 198 * 100 = 5,84‘1E — 03 %

e Incertidumbre asociada al pesaje en balanza del sulfato de plata(u,g4s0,)
Upyx = 8,5E — 059 + (9,2E — 079 * 5,5289) = 9,009E — 05

9,009E — 059 i
upAgso4 = 1,98 * 100 = 4‘,550E —03%

e Incertidumbre asociada al pesaje en balanza del dicromato de potasio(u,k,cr,0,)

Upux = 8,5E — 05g + (9,2E — 07g = 10,2163) = 9,440 E — 05

9,440F — 05g .
Upagso, = g5 * 100 = 4768E — 03%

e Incertidumbre asociada a la medicién con probeta de 250 mL del acido sulfarico

(up250)
La distribucion asociada a la probeta de 250 mL presenta una distribucion rectangular.

0,0625 mL
u =
p250 V12

e Incertidumbre asociada al balon de 1000 mL en la preparacion de la solucion
digestora de rango alto(up1000s4)
La distribucion asociada al balon aforado de 1000 mL presenta una distribucidn isoceles.

* 100 = 1,800%

0,044 mL

u =—— x 100 = 0,898%
b1000sd m 0
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e Incertidumbre asociada al termorreactor en la digestion(u,)

_ 1,1E +00

= = 0,
u, o7 = 0558%

e Incertidumbre asociada a la alicuota tomada de los reactivos y muestras con
transferpipeta de 5 mL para digestion (Usseac)

8,8F — 03mL
Utsreac = ~—799 % 100 = 0,442%

e Incertidumbre asociada al espectrofotometro UV-Vis(uyy_yis)
La distribucion asociada al espectrofotometro presenta una distribucién triangular isosceles.

0,523%
Uyy-vis = W

e Incertidumbre estandar tipo B

=0,107%

Ug = \/0,0402 + 4,332E — 032 + 0,8982% + 0,4422 + 1,5722 + 1,0682 +
\/0,5772 +0,4332 4+ 0,0652 + 5,841E — 032 + 4,550E — 032 +
\/4,768E — 032+ 1,800% + 0,8982 4+ 0,558% 4+ 0,4422 4+ 0,1072 = 4,404%

6.1.6.3 Incertidumbre estandar combinada

La incertidumbre estandar combinada se realizd teniendo en cuenta la ecuacion 17

u, = +/3,1572 + 4,4042 = 5,419 %

El valor estimado de la incertidumbre estandar combinada para el método colorimétrico con
reflujo cerrado para la cuantificacion de DQO: 5,419 %

6.1.6.4 Incertidumbre expandida
U=5419%2=10,837%
6.2 PROCESO DE VALIDACION

El proceso de validacion se realizé con una prueba de aptitud, la cual se describe a
continuacién (6.2.1)

6.2.1 Prueba de aptitud
Los resultados de las evaluaciones de desempefio del laboratorio para el método 5220 D-SM

obtenidos por parte del Laboratorio nsi lab solutions y Merck se registraron en las tablas 42
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y 43 respectivamente, de acuerdo a los reportes obtenidos por los laboratorios certificados,
donde evaluaron el parametro z-score, el cual es un criterio de calificacion de prueba de
aptitud reconocido internacionalmente donde cualquier puntaje z<3 se considera una
evaluacion aceptable segun el Laboratorio certificado nsi lab solutions y Merck, obteniendo
asi valores de z-score de 0,461 y -0,3 respectivamente; por ende las evaluaciones fueron
aceptadas y el método validado.

Tabla 42. Reporte de evaluacion del método estandarizado 5220 D-SM  por el
Laboratorio certificado nsi lab solutions (ANEXO A)

L Media s
Analito Descrlpuon Valor del \_/alor Unidades DeS\{lacmn Z Evaluacion
del método Reportado estudio Asignado estandar score
SM 5220 D
DQO 235t Ed 2017 72,9 70,0 69,6 mg/L 6,29 0,461  Aceptado

Tabla 43. Reporte de evaluacion del método estandarizado 5220 D-SM  por el
Laboratorio certificado Merck (ANEXO B)

Media

. Descripcién Valor Valor . Desviacion Z- -
Analito del método Reportado es?lfcliio Asignado Unidades estandar score Evaluacion
SM 5220 D
DQO 23st Ed 2017 128 130 130 mg/L 8,18 -0,3 Aceptado

6.3 IMPLEMENTACION DEL METODO VALIDADO EN MUESTRAS DE
AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS

En la Tabla 44 se registran los valores obtenidos en la estandarizacion de la metodologia
desarrollada.

Tabla 44. Valores obtenidos de la estandarizacion de la metodologia 5220 D — SM en el
Laboratorio ambiental de la CRC

Parametros Valor determinado
LDM 15 mg Oz/L
LCM 50 mg O./L
Rango lineal de trabajo 100 — 1000 mg O,/L
Incertidumbre 17,212 %
Exactitud %E < 10%
Precision %DER < 10%
Validacion Z-score < 3

Se determiné la concentracion de DQO considerando las muestras reportadas en la tabla 8 y
los datos obtenidos se registraron en la tabla 45. Se tomaron muestras antes, después y el
vertimiento de una salida de un sistema de tratamiento de aguas residuales (Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales-PTAR) del municipio de Piendamd, ademas se tomd una
muestra de derivacion de la Planta (ByPass) la cual no entra en el sistema de tratamiento. A
las muestras mencionadas se determinaron los parametros DQO, DBOs, SST.
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Tabla 45. Concentraciones obtenidas de DQO y pardmetros asociados

DQO

Muestra (My/LOy) DBOs SST
1 <100,000 <10,00 8,66
2 <100,000 0,25 4,00
3 83,200 28,40 50,00
4 370,000 104,10 276,00

Teniendo en cuenta los valores obtenidos de los parametros DQO y DBOs de la muestra 4 la
cual no ha pasado por un sistema de tratamiento, se determind la biodegradabilidad de este
tipo de agua residual doméstica, para ellos se empleo la relacion DQO/DBOs dando como
resultados 3,55; la evaluacién de este resultado se baso en los datos registrados en la tabla
46.

Tabla 46. Relacion DQO/DBOs?

DQO/DBOs Descripcion
Baja La fraccion biodegradable es alta
(2,503,0) Buena indicacion para el tratamiento biol6gico
Intermedia _ La fracci.c').n inerte (no b_igdegradgblt_a)_ no es alta .
(2,5-4,0) Estudios de tratabilidad para verificar la viabilidad del tratamiento
T biolégico
Alta La fraccion inerte (no biodegradable) es alta
(3,504,0) Posible indicacion de tratamiento fisico-quimico

El valor obtenido de la relacion DQO/DBOs se encontrd en un rango alto, es decir la fraccion
no biodegradable es alta y por ende se puede sugerir realizar un tratamiento fisico-quimico;
en la tabla 45 la muestra 3 si paso por un sistema de tratamiento para aguas residuales y la
relacion de DQO/DBOs fue de 2,93; es decir que disminuyo la fraccion inerte, lo cual pudo
deberse a la disminucién de solidos suspendidos ya que en las etapas iniciales del proceso
del sistema de tratamiento se pudieron sedimentar y/o degradar.

De acuerdo a laresolucion 631 de 2015 “Por la cual se establecen los parametros y los valores
limites maximos permisibles en los vertimientos puntuales a cuerpos de aguas superficiales
y a los sistemas de alcantarillado publico y se dictan otras disposiciones”, Articulo 8 (Tabla
2), el valor obtenido para la variable DQO de la muestra 3 cumple con la norma dado que es
menor a 180 mg O2/L, mientras que el valor obtenido de la muestra 4 no cumple con el valor
permisible ya que se obtuvo un dato de 370 mg/L.

Para las muestras 1 y 2 que corresponden a la fuente receptora antes y después del
vertimiento, la DQO present6 un valor inferior al limite de cuantificacion (<50 mg/LO3) por
lo cual se puede concluir que el método no es adecuado para aguas superficiales.

Teniendo en cuenta que el laboratorio cuenta con un método no normalizado para la
determinacion de DQO, se realiz6 una comparacion a través de un método estadistico (prueba
t) para determinar si existen diferencias significativas frente al método validado para ello se
obtuvieron los valores reportados en la tabla 47.
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Donde se calcul6 el estadistico t siguiendo la Ecuacién 19:

— (x1—x3)

2 2
S S
}_1 +32
nq ny

Donde x; corresponde a la media del método 5220 D y x. a la media del método test en
cubetas, s1 la desviacion estandar del método 5220 D y s> la desviacion del método test en
cubetas, ni el nimero de mediciones realizadas con el método 5220 D y nz el nimero de
mediciones realizadas con el método test en cubetas.

t Ecuacion 19

Para determinar los grados de libertar se empled la Ecuacion 20:

2
2 2
s s
21,22
nyp nz
s

4 4

1 S2
nz(n —1)T nz(n -1)
1\t 22

Grados de libertad =

> Ecuacion 20

Donde, s: corresponde a la desviacion estandar del método 5220 D vy s> la desviacion del
método test en cubetas, n1el nimero de mediciones realizadas con el método 5220 D y n el
naimero de mediciones realizadas con el método test en cubetas.

Tabla 47. Concentraciones obtenidas de DQO por los métodos 5220 D y test en cubetas-
Merck

Item Concentracion hallada DQO (mg O./L)
Método 5220 D - SM Test en cubetas - Merck

102,250 110,0
122,750 91,9
117,750 103,3

100 mg O/ 106,000 104,1
101,000 104.4
109,000 91,0

X 109,792 100,1

S 8,723 8,3

t 1,97

Grados de libertad 10

t1o 2,23
523,250 504,0
516,000 537,0
521,000 495,0

500 mg Oa/L 511,500 525,0
517,750 524,0
522,750 489,0

X 518,708 512,3

S 4,526 19,1

t 0,799

Grados de libertad 10

t1o 2,23
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Se aplicd prueba t para comparacién de dos medias experimentales. Se plante6 como
hipotesis nula que los dos métodos proporcionan resultados comparables, es decir Ho pi=p2
y como tesis alternativa Ha los dos métodos proporcionan diferentes resultados.

Se calcul6 el estadistico tio = 2,23 (P=0,05) a un nivel de confianza del 95% de manera que
el valor observado t es menor que el valor critico t,, por tanto se acepta la Ho, los dos métodos
proporcionan resultados comparables.

Los métodos colorimétricos con reflujo cerrado han resultado muy préacticos en la
determinacion de DQO en aguas residuales debido a su confiabilidad en los resultados, poca
complejidad y poco tiempo de analisis. Sin embargo esta metodologia emplea oxidantes
fuertes como el dicromato de potasio o el permanganato para degradar la materia organica,
ademas de reactivos toxicos como mercurio; por ello se han desarrollado metodologias
respetuosas con el medio ambiente como la demanda fotoelectroquimica de oxigeno y
deteccion por oxidacién electroquimica empleando electrodos electroquimicamente activos
para lograr una oxidacion rapida de los compuestos organicos®!, entre los electrodos que se
han desarrollado y reportado en la literatura se encuentra el sensor de nano-PbO: el cual ha
mostrado una velocidad de respuesta rapida y una instrumentacion simple para la
determinacion de DQO con bajo costo, alta sensibilidad de deteccion y amplio rango de
trabajo (500-9000 mg/L) 26, un electrodo compuesto de Ni/ZnO/Cu exhibié un rango de
deteccion lineal de DQO de 2,36 a 577,8 mg/L, asi como un excelente coeficiente de
terminacion con el método clasico de dicromato de potasio (R?=0,9993)?" con alta
sensibilidad, entre otros.
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7 CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

Se realizo la estandarizacion, validacion e implementacion de la metodologia analitica para
la determinacion de DQO en muestras de aguas residuales domésticas mediante
espectroscopia UV-Vis en el Laboratorio ambiental de la CRC, siguiendo la metodologia
5220 D-SM. En el desarrollo de la estandarizacién, validacién e implementacion de la
metodologia analitica se obtuvieron los siguientes pardmetros analiticos del método: Rango
lineal de trabajo mediante curva de calibracién por patrén externo: 100, 150, 200, 500, 800
y 1000 mg O2/L de DQO, limite de deteccién: 15 mg O/L de DQO, limite de cuantificacion:
50 mg O-/L, la precision se determind en términos de %DER, los valores obtenidos cumplen
con el criterio de aceptabilidad (%DER<10%), la veracidad se expresé en términos de sesgo
calculando %E, los valores obtenidos cumplen con el criterio de aceptabilidad (%E<10%),
la incertidumbre expandida del método 10,837%. La validacion de la metodologia se realizd
con dos pruebas de desempefio, obteniendo como resultados de dichas evaluaciones
aceptadas. Considerando la aceptacion de la validacién, se implement6 la metodologia en el
laboratorio ambiental de la CRC a muestras de aguas residuales domésticas del Departamento
del Cauca para el seguimiento y control del recurso hidrico, teniendo en cuenta la norma 631
del 2015 del Ministerio de Ambiente y desarrollo sostenible. En virtud de lo anterior se vio
reflejada la importancia de contar con métodos validados para asi realizar seguimiento y
control del recurso hidrico, que permitan generar informacion técnica confiable.

Es importante que el Laboratorio Ambiental de la CRC cuente con los materiales y equipos
necesarios para estandarizar y validar el método 5220 D SM en rango bajo de concentracion
de DQO (420 nm) el cual permitiria evaluar la calidad de las aguas superficiales. Ademas de
implementar metodologias mas amigables con el medio ambiente como la deteccion por
oxidacion electroquimica empleando sensores electroquimicamente activos para lograr una
oxidacion rapida y amplio rango de trabajo.
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ANEXOS

Se anexan los certificados de los resultados de las pruebas de aptitud para la validacion de la
metodologia 5220 D- SM obtenidos por los laboratorios nsi lab solutions y Merck CRC
(Anexos A y B). Ademas, anexan como evidencias las primeras paginas de los informes
entregados al Laboratorio ambiental de la CRC, los codigos de cada informe estan a la espera
de acuerdo al Sistema de Calidad (Anexos C, Dy E).

ANEXO A. CERTIFICADO DE PRUEBA DE APTITUD
LABORATORIO nsi lab solutions

PEI-026 Demand - C:

1 Autonoma del Cauca-CRC - NSI Lab Solutions/WP-283

OBTENIDO POR EL

TNl Analyte NI Methed Reported Study  Assigned Standard  Acceptance Analysis Analyst's
Analyte Method Code  Tech. Code Description Value Mean WValue Units Deviation Limits. Z-Score Evaluation Date Name
1530 Bicchemical oxygen 20027401 nfa SM 5210 B, mg/L 22to64.1
demand SM4500 0G
23th ED 2017
1565  Chemical en 20142205 nia SM 5520 D 729 700 696  mgl 6.29 50.1t086.3 0461 ACCEPT. Anlly Mufioz
Demand (COD) 23t ED 2017
ANEXO B. CERTIFICADO DE PRUEBA DE APTITUD OBTENIDO POR EL
LABORATORIO Merck
SM5220D
Demands
Chermical oxygen demand (COD)? 128 130 106 - 155 -0.3
1565 mg/L mg/L mag/L Acceptable

Group Analysis Summary

) Acceprable: 1/1

Evaivation Criteria - §

Pararmelers®: deviations:3

Score: 100% - Acceptable
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ANEXO C. PROTOCOLO DE LA DETERMINACION DE

RESIDUALES DOMESTICAS

DQO EN AGUAS

70 RC

CORPORACION AUTONOMA REGIONAL

DEL CAUCA

LABORATORIO AMBIENTAL

PROTOCOLO ANALISIS DEMANDA
QUIMICA DE OXIGENO EN AGUAS (DQO)

Cadigo:

Fecha: 14/02/2022
Version: 6

Pagina 63 de 75

DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO

DIAGRAMA DE FLUJO

Preparacion de

Reactivos
Rango alto

Acido Sulfarico
Solucion Digestora

]

Estandar de
control (500mg/L)

Estandar de
1000 mg/L

Blanco

Preparacién de curva de

calibracion

50, 100, 150, 200, 500, 800,

1000 ma/L

v v

Ajustar

Dosificar en celdas de
16 mm

v

Soluciones + Reactivos

v

Tapar, agitar

v

A

Muestra

Colocar celdas en Termorreactor a 150 °C por 2 h

v

Retirar celdas, agitarlas, destapar para liberar
presion y dejar enfriar a T ambiente x 50 min

v

Se realiza lectura de las celdas
»| limpias en espectrofotometro

software

Halo-Precisa a 600 nm

v

Retirar celdas, desechar
contenido, lavar y guardar de
tal manera gue no se rayen
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ANEXO D. INSTRUCTIVO DE MANEJO DEL ESPECTROFOTOMETRO UV-Vis
PRECISA-HALO RB-10 PARA LA DETERMINACION DE DQO EN AGUAS
RESIDUALES DOMESTICAS

CORPORACION AUTONOMA REGIONAL DEL | codigor:
M= CAUCA '
- SRC LABORATORIO AMBIENTAL Fecha: 14/12/2022
A Version: 1
INSTRUCTIVO DE MANEJO DEL Pagina 64 de 75
ESPECTROFOTOMETRO UV-Vis Precisa HALO
RB-10 PARA LA DETERMINACION DE DQO

1. OBJETIVO
Disponer de un procedimiento para la operacion adecuada del espectrofotémetro UV-Vis
Precisa-HALO RB 10 para la determinacién de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

2. ALCANCE
Aplica al espectrofotometro UV-VIS Precisa HALO RB-10.

3. DEFINICIONES

3.1 Espectrofotometro: Instrumento empleado para medir la cantidad de luz absorbida por
una sustancia en solucion y compara intensidades espectrales con respecto a una longitud
de onda.

4. REPONSABILIDAD
Analista: Operacion del espectrofotdmetro UV-Vis

5. CONTENIDO
5.1 Conectar computador, espectrofotdmetro UV-Vis a la corriente eléctrica y encenderlos.

5.2 Conectar memoria USB al computador, la cual funciona como adaptador para abrir el

software “UV Detective Special” del espectrofotometro al computador.
35
UDEeSe e

5.3 Abrir el software UV Detective Special & en el computador. El software
identificara automaticamente los “Instrumentos conectados” COM 3, “NuUmero de
serie” 1192503, “Version ROM” 21, “Sin Accesorios” y se debe seleccionar el
“Modelo del Instrumento” RB-10 y marcar la casilla “Inicializacion”,
posteriormente hacer clic en Conectar.
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ANEXO E. INFORME DE CONFIRMACION DE LA DETERMINACION DE DQO
EN AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS SIGUIENDO LA METODOLOGIA
EXPUESTA EN 5220 D-SM

- CORPORACION AUTONOMA REGIONAL DEL | C0dige:
= CRC CAUCA Fecha: 14/12/2022
(o= LABORATORIO AMBIENTAL Version: 1
Péagina 65 de 75

N

INFORME DE CONFIRMACION DE DQO EN
AGUAS

1. OBJETIVOS

Determinar los parametros analiticos de calidad como limite de deteccidn, limite minimo de
reporte, precision, exactitud e incertidumbre para establecerlos como criterios de confianza
del método analitico y analizar los valores obtenidos para la confirmacion.

2. ALCANCE

Aplica al método para la determinacion de la demanda quimica de oxigeno en aguas SM
5220 D, Ed.23, teniendo en cuenta la guia interna del Laboratorio ambiental de la CRC GU-
PDPA-LAQ97 para la confirmacion de metodologias.

El método considera un rango de trabajo amplio; ya que, los reactivos utilizados para la
determinacion de la DQO, manejan un margen de dosificacion que depende del grado de
contaminacién del agua a analizar; en este caso se realizara la confirmacion para rango alto
de trabajo 100-1000 mg O/L a una longitud de onda de 600 nm.

3. CALCULOS Y RESULTADOS

Se determinaron parametros analiticos como rango lineal de trabajo, limite de deteccién y
cuantificacion, precision, exactitud e incertidumbre siguiendo la guia interna GU-PDPA-
LAQ97 para la confirmacion de metodologias.

3.1 Rango lineal de trabajo

Se evaluaron diferentes niveles de concentracion, para ello se prepard una solucion de 850
mg PHK/L con DQO teorica de 1000 mg O2/L a partir de esta solucion se prepararon las
soluciones con DQO esperadas de 100, 150, 200, 500, 800, 1000 mg O2/L para la curva de
calibracion. Los resultados obtenidos se evaluaron mediante el coeficiente de determinacion,
teniendo en cuenta que la respuesta debe ser >0,995, ademas se verificaron los % error (%D)
de cada punto de la curva, los valores aceptados deben ser menores al 10%.

En la tabla 1 se registraron los valores obtenidos de absorbancia para cada punto de
concentracion, asi como en la figura 1 se encuentra la curva de calibracion con la ecuacion
de la curva y el coeficiente de determinacion obtenidos.
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