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RESUMEN

Las aguas residuales son aquellas aguas que contiene un alto nivel de contaminante, fisicos, quimicos V|
microbioldgicos siendo esto dafiino para la salud y el medio ambiente. Uno de los contaminantes importante en
las aguas residuales es el nitrégeno amoniacal. El nitrdgeno en forma de amoniaco se lo determina nitrégeno
amoniacal.

Este estd asociado a moléculas organicas. La presencia de nitrdgeno en los recursos hidrico representa un
aumento de acidez, eutrofizacion y toxicidad en los ecosistemas acuaticos. Afectando asi a las especies maritimag
en su sobrevivencia, crecimiento y reproductibilidad. Este proyecto pretende evaluar la concentracién de nitrégeng
amoniacal en aguas residuales. Para lo cual, se contempla el desarrollo y comparacion de dos métodos analiticos,
tanto el ti-trimétrico y espectrofotometria uv-vis.

El método ti trimétrico o método volumétrico, nos permite buscar la concentracion de una sustancia de formal
indirecta midiendo el volumen de una disolucién de concentracién conocida, que se necesita para que reaccione
con otra sustancia quimicamente equivalente. La espectrofotometria uv-vis, se utiliza para andlisis cuantitativos
tanto de sustancias quimicas, bioldgicas, organicas e inorganica. Midiendo la cantidad de luz absorbida del
compuesto que se encuentra en solucién. En esta investigacion concluimos que la metodologia para la validacion
es bastante fiable para concentraciones altas de nitrbgeno amoniacal.
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RESUMEN

Las aguas residuales son aquellas aguas que contiene un alto nivel de
contaminante, fisicos, quimicos y microbiolégicos siendo esto dafino para la
salud y el medio ambiente. Uno de los contaminantes importante en las aguas
residuales es el nitrdgeno amoniacal. El nitrégeno en forma de amoniaco se lo

determina nitrégeno amoniacal.

Este estd asociado a moléculas organicas. La presencia de nitrégeno en los
recursos hidrico representa un aumento de acidez, eutrofizacién y toxicidad en
los ecosistemas acuaticos. Afectando asi a las especies maritimas en su
sobrevivencia, crecimiento y reproductibilidad. Este proyecto pretende evaluar la
concentracion de nitrégeno amoniacal en aguas residuales. Para lo cual, se
contempla el desarrollo y comparacién de dos métodos analiticos, tanto el ti-

trimétrico y espectrofotometria uv-vis.

El método ti trimétrico o método volumétrico, nos permite buscar la concentracion
de una sustancia de forma indirecta midiendo el volumen de una disolucion de
concentracion conocida, que se necesita para que reaccione con otra sustancia
guimicamente equivalente. La espectrofotometria uv-vis, se utiliza para analisis
cuantitativos tanto de sustancias quimicas, biologicas, organicas e inorganica.
Midiendo la cantidad de luz absorbida del compuesto que se encuentra en
solucién. En esta investigacion concluimos que la metodologia para la validacién

es bastante fiable para concentraciones altas de nitrgeno amoniacal.

» Palabras clave: Nitrdgeno amoniacal, aguas residuales, validacion.
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ABSTRACT

Wastewater is water that contains a high level of contaminants, physical,
chemical and microbiological, this being harmful to health and the environment.
One of the important contaminants in wastewater is ammoniacal nitrogen.

Nitrogen in the form of ammonia is determined by ammoniacal nitrogen.

This is associated with organic molecules. The presence of nitrogen in water
resources represents an increase in acidity, eutrophication and toxicity in aquatic
ecosystems. Thus affecting maritime species in their survival, growth and
reproducibility. This project aims to evaluate the concentration of ammoniacal
nitrogen in wastewater. For which, the development and comparison of two
analytical methods is contemplated, both ti-trimetric and uv-vis

spectrophotometry.

The trimetric method or volumetric method allows us to find the concentration of
a substance indirectly by measuring the volume of a solution of known
concentration, which is needed to react with another chemically equivalent
substance. UV-vis spectrophotometry is used for quantitative analysis of
chemical, biological, organic and inorganic substances. Measuring the amount of
light absorbed by the compound that is in solution. In this investigation we
conclude that the validation methodology is quite reliable for high concentrations

of ammoniacal nitrogen.

» Keywords: Ammoniacal nitrogen, wastewater, validation.
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INTRODUCCION

Las aguas residuales contienen sustancias originadas de los desperdicios de
zonas metropolitanas y fabricas (Ecomar, 2020). Los paises ricos vierten el 30
% de estas aguas sin ser tratadas, la clase media — alta el 62%, la clase media
— baja el 72% y la clase pobres el 92%. Mas de la mitad de estas aguas
contaminada son vaciadas sin tratamiento (UNESCO, 2017). Las aguas
residuales son conformadas tanto por carbohidratos, grasas, cloruro, metales,
nitrégeno, muestras bioldgicas y gases (Ecomar, 2020)

El nitrdgeno amoniacal es el nitrégeno transformado en amoniaco y este se
encuentra dentro de las aguas residuales. Como se describe en el parrafo
anterior estas aguas contienen muestras biolégicas es decir moléculas organicas
las cuales se encuentran asociada con el nitrdgeno por lo cual cuando existe una
descarga de agua residuales cruda o de desechos organicos solidos este se
encuentra en forma de nitrégeno organico por lo que esta sujeto a ser consumido
por microorganismos la cual lo procesaran y transformaran en nitrégeno

amoniacal (Microlab Industrial, 2017).

Una de las caracteristicas del nitrdogeno amoniacal es que se va a ver afectado
por el pH, a mayor acides este es transformado a ion amonio, a mayor alcalinidad
este se transforma en gas amoniaco siendo capaz de volatilizarse en el medio
ambiente. Otra forma del nitrégeno es el nitrito que se da por un proceso
denominado nitrificacidbn esto ocurre cuando existe una oxidacion biologica
(Microlab Industrial, 2017).

La nitrificacion se lleva a cabo por grupos selectos de microorganismos que se
desarrollan y metabolizan lentamente. Si existe una variacién en sus condiciones
de crecimiento puede desarrollarse una alta aglomeracion de nitrdgeno

amoniacal. (Microlab Industrial, 2017).

Estas aguas, deben ser tratadas en plantas especificas para tratamientos de
aguas residuales para su purificacion antes de ser vaciada a los mares. Ya que,
si estas se encuentran contaminada, mayor al limite maximo permisible provoca

la contaminacion ambiental, acuatica y atraera enfermedades.



Este proyecto pretende evaluar la concentracion de nitrgeno amoniacal en
aguas residuales. Para lo cual, se contempla el desarrollo y comparacion de dos
métodos analiticos, tanto el ti-trimétrico y espectrofotometria uv-visible. Ellos nos
permiten establecer el estudio comparativo de los niveles de concentracién del
compuesto y la necesidad de declarar el contenido de nitrdgeno amoniacal

cumpliendo con los limites permisibles de la normativas nacional e internacional.

De esta manera, se obtendra informacién relevante para su analisis. Cabe
destacar que el estudio sobre el nitrgeno amoniacal merece la dedicacion y
esfuerzo de los investigadores para poder comparar métodos cada vez mas
robustos, sensible, selectivo y factible, priorizando en esta investigacion las

técnicas instrumentales antes mencionadas.



CAPITULO |

I.1. Planteamiento y Formulacién Del Problema

[.1.1. Planteamiento Del Problema

El nitrogeno amoniacal resulta del suceso de algunas reacciones quimicas y
microbiolégicas ocasionando efectos dafiinos al nivel ambiental y sanitario. El
nitrdgeno amoniacal es uno de los recursos hidricos que es el productor de
acidez, eutrofizacién en los ambientes fluviales, afectando su forma de vida
(Cardenas, Sanchez, 2013).

La ingesta de agua contaminada por nitrdgeno establece un riesgo para la salud
0 en conexion directa con ciertas sustancias toxicas liberada por la floracién de
cianobacterias en un ambiente eutrofizado (Cardenas, Sanchez, 2013). Las
contaminaciones de las aguas residuales son complejas debido a que estas se
encuentran conformadas por compuestos organicos e inorganicos por lo tanto

no existe un método para tener un analisis completo.

El nitrégeno amoniacal es un indicador de que exista un proceso de nitrificacion
y eutrofizacion, este elemento se puede presentar en el agua de diversas formas
ya que es un componente propio de las aguas residuales, en donde, los
compuestos nitrogenados son nocivos para el medio ambiente ya que significan
un riesgo para el medio ambiente, afectando la vida de organismo acuaticos y

de ser un riesgo para la humanidad.

De esta manera, se pretende comparar cual método, entre el ti-trimétrico y
espectrofotometria Uv-visible es aquel que nos brinda mayor facilidad para la

determinacién de nitrdgeno amoniacal en aguas residuales.



[.1.2. Formulacién Del Problema

¢ Presentaran diferencias significativas la determinacién de nitrégeno amoniacal
en aguas residuales domésticas, obtenidos a partir de la validacién de distintas
técnicas analiticas como el método Ti-Trimétrico y Espectrofotometria Uv-

Visible?

[.2. Justificacion e Importancia

Esta investigacion se realiza con la finalidad de establecer una comparacion de
métodos para resaltar sus semejanzas Yy diferencias, asi poder determinar cual
es econdmicamente mas rentable, si existe un rango mayor de diferencia en los
resultados y cual tiene un proceso de mayor duracién. El beneficio de esta
investigacion es poder elegir el método mas rentable para el laboratorio ya sea
por factor econdmico o factor tiempo para asi poder realizar sus analisis

conforme a sus necesidades.

Los beneficiados en esta investigacion son los laboratorios, el ministerio del
ambiente, el medio ambiente y la poblacion. Los laboratorios porque tiene la
disponibilidad de elegir el método de acuerdo a sus necesidades, el ministerio
del ambiente se beneficiara de los resultados del laboratorio y asi podra ejecutar
acciones preventivas y necesarias para resolver el problema, el medio ambiental,
porque al haber una solucién ya no existird o se disminuira la contaminacion

tanto en el aire como en el ecosistema maritimo.

Una de las problematicas de mayor importancia en contaminacion es el nitrégeno
amoniacal este produce nitrificacion, acidez, eutrofizacion y toxinas toxicas
afectando tanto la salud humana como el ecosistema acuatico ya sea en su

sobrevivencia, crecimiento y reproductibilidad.

¢ Nitrdgeno amoniacal / Limite maximo permisible 30 mg/L (Tulsma, 2017).



[.3. Hipotesis

La determinacion de nitrdgeno amoniacal en aguas residuales domésticas a
partir de distintas técnicas analiticas validadas como el método ti-trimétrico y
espectrofotometria Uv-visible presentaran diferencias significativas.

|.4 Objetivos Generales y Especificos

[.4.1 Objetivo General

Evaluar el nivel de concentracion de nitrégeno amoniacal en aguas residuales
domésticas mediante la aplicacion de técnicas analiticas por el método Ti-
Trimétrico y Espectrofotometria Uv-visible.

[.4.2 Objetivos Especificos

1. Validar un método analitico para la identificacion de Nitrgeno amoniacal en
aguas residuales domésticas mediante espectrofotometria Uv- Visible.

2. Validar un método analitico para la identificacion de Nitrégeno amoniacal en
aguas residuales domésticas mediante el método Ti-trimétrico.

3. Establecer el estudio comparativo de la determinacion de Nitrogeno
amoniacal en aguas residuales domésticas mediante el método Ti-trimétrico

y Espectrofotometria Uv-visible.



I.5. Operacionalizacién de las variables

TIPO VARIABLES CONCEPTUALIZACION INDICADOR
El método ti-trimétrico nos
permite determinar la
concentracion de una
Independiente Método ti- sustancia de forma indirecta.
trimétrico y Método espectrofotometria | Calidad de
espectrofotometria | Uv-visible  nos  permite agua
Uv-visible realizar un analisis
cuantitativo de sustancia
guimica, bioldgica, organica
0 inorgénica.
Dependiente Determinar la Es un indicador de mg/L

concentracion de
nitrdgeno

amoniacal

contaminacién ambiental




CAPITULO Il: MARCO TEORICO

I1.1. Antecedentes

Las aguas residuales contienen sustancias originadas de los desperdicios de
zonas metropolitanas y fabricas (Ecomar, 2020). Los paises ricos vierten el 30
% de estas aguas sin ser tratadas, la clase media — alta el 62%, la clase media
— baja el 72% vy la clase pobres el 92%. Mas de la mitad de estas aguas
contaminada son vaciadas sin tratamiento (UNESCO, 2017). Las aguas
residuales son conformadas tanto por carbohidratos, grasas, cloruro, metales,

nitrdgeno, muestras biologicas y gases (Ecomar, 2020)

Las aguas residuales son aquellas aguas que contiene un alto nivel de
contaminante, fisicos, quimicos y microbiolégicos. Entre los contaminantes
fisicos tenemos; heces fecales, orina, etc. Contaminantes quimicos:
carbohidratos, grasas, fenoles, etc. Contaminantes microbiologicos: plantas,
protistas, virus, etc. (Eddy, Metcalf, 1995).

Esta vez nos enfocaremos en uno de los contaminantes quimicos mas peligroso
siendo este el nitrégeno amoniacal, este provoca una disminucion en la calidad
de agua, muerte de las especies que viven en ella, enfermedades para la salud

y provoca lo que es la contaminacién ambiental.

Lo que pretende esta investigacion es compara que método entre el ti-trimétrico,
y espectrofotometria UV-visible nos da mayor confiabilidad en los resultados

para la determinacién de nitrdgeno amoniacal en aguas residuales.



[1.2. Marco Tedérico

[1.2.1. Aguas Residuales

Se debe tener en cuenta que aguas residuales son consideradas aquellas
impurezas originadas de distintos residuos los cuales pueden ser residuales o
domésticas. Las aguas residuales abarcan elementos contaminantes
provenientes de desperdicios industriales y urbanos, las cuales necesariamente
deben pasar por una transformacion para su depuracion antes de ser vertidas
(Hidrotec, 2022).

> Aguas Residuales, Tipos

Se clasifican segun la cifra y clase de producto quimico, caracteristicas
bacteriologicas, conexion por medio del agua, materia en receso y materia que
no se ha mezclado, o, en definitiva, o que resulte de su punto de partida.
Categorizar las aguas residuales segun su punto de origen es un método mucho
mas simple a la hora de realizar su clasificacién. Ya que los otros métodos
requieren de material y estudios de comunidades cientificas nos permitan

estudiar las condiciones del agua (Arriols, 2018).

Aquas residuales sequn su punto de origen

» Domesticas o urbanas: son aquellas que surgen de residuos sanitarios,
contienen gran material organico y bacterias (Espigares, Pérez, 2003).

» Blancas: son de origen aéreo, o por irrigaciéon de patio de diversion,
avenidas, etc. Se logran expeler de ciertos medios de purificado
(Espigares, Pérez, 2003).

> Industriales: se originan a partir de procesos hechos en empresas
dedicadas a la industria contenedoras de grasas, tensoactivos, entre otros
articulos de proveniencia animal (Espigares, Pérez, 2003).

> Agrarias: tienen su origen de lugares marginales que se dedican a

trabajos de ganaderia (Espigares, Pérez, 2003).



11.2.2 NITROGENO AMONIACAL

Las aguas superficiales y subterraneas se ven afectadas por la invasion de las
aguas residuales domesticas que son descargadas en ellas. Ya que estas
incrementan la concentracion de nitrdgeno amoniacal debido a que el nitrégeno
amoniacal proviene de la degradacion natural de la materia organica. El
nitrogeno organico es influenciado por acciébn bacteriana oxidandose

gradualmente a nitritos y por ultimo nitratos (Gonzalez, 2016).

Las distintas concentraciones de nitrdgeno amoniacal implican una alteracion
perjudicial al medio que se las vierte. Dando como consecuencia la disminucion
de niveles de oxigenos disuelto en el agua. Produciendo asi recciones quimicas
y microbianas disminuyendo asi la calidad de agua, muerte de especies,
capacidad reproductiva, etc. Las aguas subterraneas también se ven afectadas
(Gonzaélez, 2016).

Al existir un incremento de nitrdgeno amoniacal y ser degradado a nitritos y
nitratos las plantas no pueden absorber este exceso por lo tanto se retiene en el
suelo. En algunas ocasiones el agua subterranea es usada para consumo
humano. El consumo de estas aguas con concentraciones por encima de lo
establecido provoca enfermedades una de las enfermedades principales es la

metahemoglobinemia perjudicando principalmente a nifios. (Gonzalez, 2016)

Por ende, es necesario llevar un seguimiento a las descargas industriales y
domésticas. Estas industrias deben llevar un proceso adecuado para la
depuracion de aguas contaminada. De manera que la concentracion de

nitrdgeno amoniacal esté dentro de los limites maximo permisible.



II. 2.2.1. Ciclo Del Nitrégeno

En un medio acuatico el nitrogeno lo podemos encontrar de distintas formas. Las
siguientes formas son el nitrégeno organico, amoniacal, nitritos y nitratos. El
nitrdgeno orgénico y amoniacal se encuentra en aguas residuales sin ser
tratadas. Un indicador de la edad del agua residual es la cantidad de amoniaco
presente. El nitrdgeno amoniacal o amoniaco se da por la descomposicion de
las bacterias debido a que esta descomposicion permite transforma el nitrégeno
organico en amoniaco. Si esta en un medio aerobio es transformado en nitritos

y nitratos (Pacheco et al., 2002).

El nitrogeno se ve afectado por el pH de la solucion. La ecuacién nos muestra
gue el amoniaco produce solucién basica, mientras que a un pH menor a 9
sobresale el ion amonio. Al hablar de la forma no ionozada NH3 del nitrogeno
amonical nos referimos a su forma toxica, en cambio al hablar de su forma ionica

nos referimos a su forma no toxica
NH3 + H20 = NH4 + OH

En concentraciones de pH bajo puede existir un alto porcentaje de nitrogeno
amoniacal total, pero puede ser no toxica ya que se puede encontrar en
cantidades pequefia su forma no ionizada NH3. En cambio, su forma ionica se

oxida a nitritos por causa de los nitrosomonas (Pacheco et al., 2002).

[1.2.3. Espectrofotometria UV-VIS

El espectrofotometro es utilizado para estudios cuantitativos tanto de sustancias
guimicas, bioldgicas, organicas e inorganica. Midiendo la cantidad de luz
absorbida del compuesto que se encuentra en solucion. El rango de la luz
ultravioleta comienza desde 190 nm a los 380 nm, la luz visible, desde los 380
nm a los 750 nm y por ultimo la luz infrarroja desde 800 nm a los 2500 nm. El
espectrofotometro es utilizado para analisis de contaminantes en el agua,
concentraciones de algunas células humanas y para el andlisis de diversas

sustancias (Ruiz, Paizano, 2016).
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llustracion 1. esquema del espectrofotometro uv-visible.

Fuente de luz: Es una bombilla hecha con filamentos de tungsteno y
arco de deuterio. La luz visible es para tungsteno, y la luz ultravioleta
para deuterio (Ruiz, Paizano, 2016).

Monocromador: Es una agrupaciéon de piezas. Esta compuesto por una
hendija, conjuntos de espejos, prisma o redes de difraccion. La hendija
reduce la radiacion luminica para dirigirla a un area determinada, los
espejos ayudan a el paso de la luz y por ultimo el prisma o redes de
difraccion permite la division de las longitudes de onda (Ruiz, Paizano,
2016).

Rendijas de entrada: Evita que la luz se esparza por todo el sistema de
longitud de onda. Ratificando que cada longitud de onda se mantenga
sobre el fotodiodo adecuado (IDEAM, 2020).

Redes de difraccion: Lineas paralela que se comportan como un

pequefio prisma (Ruiz, Paizano, 2016).

Rendija de salida: No permite el paso de luces difusa/dispersas a la

cubeta de la muestra (Ruiz, Paizano, 2016)

Cubeta: Ayuda a la lectura de la region de espectro de interés, esto se

da permitiendo el paso de la radiacion (Ruiz, Paizano, 2016).
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» Detector: Capta y convierte la energia luminica en sefal eléctrica

proporcional a la energia recibida (Ruiz, Paizano, 2016).

» Medidor: La sefial recibe diversas transformaciones. Con el fin de que
resulte proporcional al porcentaje de Transmitancia/Absorbancias (Ruiz,
Paizano, 2016).

[1.2.4 Método Ti-trimétrico

El método ti trimétrico o método volumétrico nos permite buscar la concentracion
de una sustancia de manera indirecta. Par esto se necesita medir el volumen de
una disolucion de concentracion conocida o también llamada disolucion patron
la cual va a reaccionar con otra sustancia quimicamente equivalente. A este
procedo de reaccion se lo llama valoracion. La disolucidon patron es preparada
de manera directa o por normalizacion. En el punto final de la reaccion se puede
ver mediante un cambio de color. Este cambio de color se va a dar cuando
agregue la cantidad de reactivo igual a la de la sustancia buscada. Para que
este cambio de color ocurra se va a necesitar un indicador. Cuando la cantidad
de reactivo sea equivalente a la de la sustancia buscada se lo denomina punto

estequiomeétrico punto en el cual ocurre el cambio de color (Sotero, 2015).

[1.2.5. Validacién

Es el proceso por el cual se adjuntas evidencias objetivas que cumplan los
requisitos para su aplicacion prevista. Una validacion debe cumplir con el
concepto de precision y exactitud. Para una correcta validacion se tiene que
implementar resultados consistentes dentro del limite méximo permisible. La
validacion permite validar métodos normalizados, no normalizado. disefar
métodos y modificar métodos. En la validacion se incluye procesos de muestreo,

manejo y transporte de muestra (Servicio de Acreditacion Ecuatoriano, 2017).
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Un método analitico es validado mediante un procedimiento analiticos que
requiere instrumentos calificados y calibrados, métodos documentados, patrones
de referencia y confiable, analista calificado, integridad de la muestra (Servicio

de Acreditacion Ecuatoriano, 2017).

Tipos de validacién:

= Validacion retrospectiva: Métodos tradicionales empleados en el
laboratorio que no ha sido normalizado (Servicio de Acreditacion
Ecuatoriano, 2017).

= Validacion prospectiva: Métodos recién creados (Servicio de Acreditacion
Ecuatoriano, 2017).

[1.2.6. Caracteristicas Analiticas Tipicas De La Validacion

Selectividad o Especificidad. — Se utiliza para detectar analitos particulares en
mezclas evitando interferencias de particulas con caracteristicas semejantes

(Ministerio de economia, fomento y turismo, 2018).

Linealidad. — Obtiene resultados proporcionales ya sea de manera directa o por
célculos de regresion lineal. Los resultados son proporcionales a la
concentracion del analito de interés. Para determinar la linealidad se realiza una
curva donde se relaciona e interpola la concentracion y sefial analitica. Para
realizar esta curva conocida como curva de calibracion se debe utilizar un

minimo de 5 puntos de datos para su evaluacién adecuada (Barcenas, 2021).

Limite de deteccion. — Es la cantidad mas pequefia del analito tiene la
capacidad de separar diferencias de concentraciones del analito (Carrascal,
Bustamante, 2010).

Limite de cuantificacion o determinacion. — Es la menor cantidad de analito
es capaz de cuantificarse bajo ciertas condiciones experiméntales mediante una

correcta precision y exactitud (Carrascal, Bustamante, 2010).
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Precision. — Es la capacidad de similitud entre medidas de tomas multiples de
las mismas condiciones prescritas (Carrascal, Bustamante, 2010). El término
precision puede expresarse en dos niveles, la repetibilidad es las
determinaciones independientemente que sea realizadas en las mismas
condiciones y la reproducibilidad es la determinacion independientemente de

gue sea realizadas bajo diferentes condiciones.

Exactitud. — Manifiesta la cercania del valor aceptado o también llamado valor

verdadero con el valor experimental encontrado (Carrascal, Bustamante, 2010).

Veracidad. — Expresa la proximidad de los resultados al valor verdadero. Si
existe una diferencia pequeia entre el valor hallado y el valor verdadero, la

exactitud es buena (Correa, 2020).

Robustez. - Evallua el desempefio del método (Ministerio de economia, fomento

y turismo, 2018).
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CAPITULO lll. MATERIALES Y METODOS

[1l.1. Metodologia

Tabla 1. Metodologia de Investigacion

' '

ELECCION DEL TEMA ALCANCE Y LIMITES PLANTEAMIENTO DEL

PROBLEMA
,z
PLANTEAMIENTO DE ELECCION DEL DISENO FORMULACION DEL
LOS OBJETIVOS DE INVESTIGACION PROBLEMA

DESARROLLO DEL RECOLECCION DE LOS

METODOLOGIA

MARCO TEORICO DATOS
CALCULOS CALCULOS PROCESAMIENTO DE
ESTADISTICOS ESTADISTICOS LOS DATOS
o CONCLUSION Y
BRIl RECOMENDACIONES
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[11.1.2. Tipo y Enfoque de Investigacion

La investigacion se centra en el analisis de modelo representativo, practico y de

contraste teniendo como modelo a seguir los estudios del laboratorio:

e Representativo, ya que se lleva a cabo la exposicion de las técnicas que
se tienen previstas realizar para dicha indagacion.

e Practico, procedente a que se destinen los ensayos de laboratorio con la
finalidad de determinar la exactitud de estas técnicas.

e Y de Contraste, debido a que permitira establecer si existe diferencia o

relacion entre los métodos empleados para el estudio.

l11.1.3. Enfoque de la Investigacion

[11.1.3.1. Enfoque Cuantitativo

(Sampieri, Fernandes & Baptista, 2014)dan a conocer que este enfoque utiliza
un compendio de datos para demostrar una hipétesis utilizando medicion
numeérica que conllevan al estudio demografico permitiendo instaurar directrices
de comportamiento. Este enfoque permite establecer la idea de investigacion
que se convierten en una o varias preguntas para indagaciones relevante y en
conjunto, definir la hipétesis y las variables entre otros aspectos que engloban

esta investigacion.

[11.1.4. Diseiio Experimental

[11.1.4.1. Recoleccién de Muestra

Las muestras que se usaron para el presente estudio fueron 2 matrices de aguas

correspondientes a:

1. Matriz de Agua Superficial
2. Matriz de Agua Residual - Planta de Tratamiento

16



[11.1.4.2. Rango de trabajo

El intervalo de trabajo sera entre: 1 — 50 mg/L NH3-N.

[11.1.5. Periodo de Investigacién

En el mes de agosto del 2022.

I11.1.6. Muestra

Para el presente trabajo de titulacion se trabajo con dos tipos de matrices,

1. Matriz de agua residual.

2. Matriz de agua superficial, donde se analizaron como muestra pura y
muestra mas fortificacion. Las muestras seleccionadas fueron analizadas
tanto por el método Ti-trimétrico, asi como por el sistema de

espectrofotometria UV-VIS.

[11.1.7. Lugar del laboratorio de analisis

Laboratorio Ingeestudios S.A., Km 11,5 via a la Costa. Guayaquil, Ecuador.

[11.1.8. Delimitacion del lugar de investigacion

e Ciudadela Santa Maria Casa Grande Il, ubicada en el km 13,5 via a Daule.
e Ubicacion GPS: 622656, 9774099
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llustracion 2.Zona de investigacion - Recoleccion de muestras "Santa Maria Casa Grande 11"

[1.2. Fundamento de la Técnica

[11.2.1. Método Ti-Trimétrico

Los dos factores que son parte influyente para la seleccion del sistema para analizar el
amoniaco son el concentrado y la existencia de interferencia. El estudio del manejo
de concentrados bajos de amonio generalmente se condiciona al agua de
consumo, corrientes o subterraneas limpias y aguas residuales nitrificadas
de alta calidad. El equipo determinador de nitrogeno y proteinas TE-0364 es
un aparato para la destilacion de amoniaco, bases volatiles
totales (Marquez,Saetama, Vera, 2022).

[11.2.2. Espectrofotometria UV-VIS

La mezcla de amoniaco se une con el cloro para dar como producto
monocloramina. La monocloramina responde con el salicilato para dar como
producto 5-aminosalicilato. Este se logra oxidar estando en existencia de un
catalizador de nitroprusiato de Sodio para producir una sustancia de coloreada
de azul. Esta coloracién azul se encuentra envuelta por una coloracién amarilla
correspondiente a la demasia de un reactivo espectador que producira una

coloracion verdosa.
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El periodo espacial para medir sera de 655nm empleando el uso de un

espectrofotometro o de 610 nm en caso de uso colorimétrico (HACH, 2021).

I11.2.3. Interferencias

» La glicina, la urea, acido glutdmico, cianatos y la acetamida se van a
hidrolizar de manera lenta al momento de estar en descanso, excepto los
cianatos y la urea que se van a hidrolizar mediante una destilacion en un
valor de pH de 9,5 (Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, 2013).

» La hidrolisis va a aumentar alrededor del 7% de ese pH correspondiente
a la urea y alrededor del 5% para los cianatos (Instituto Ecuatoriano de
Normalizacion, 2013).

> En ciertos sustancias bases volatiles como lo son la hidracina y las
aminas tendran influencia al dar los resultados en la titulacion (Instituto
Ecuatoriano de Normalizacién, 2013).

> El cloro residual hard una catdlisis con el amoniaco; desechandose
mediante pretratamiento del espécimen (Instituto Ecuatoriano de

Normalizacion, 2013).

[11.2.1. Equipos y Reactivos

[11.2.2. Equipos:

Espectrofotometro UV-Vis

Modelo: DR3900

Marca: HACH

Destilador de Nitrégeno y proteinas
Modelo: TE-0364

Marca: TECNAL

Balanza Analitica

Modelo: PA 214C
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Marca: OHAUS
e Agitador Magnético
Modelo: H190M

Marca: Hanna Instruments

111.2.3. Reactivos:

A. Método Ti-Trimétrico
e Acido bérico 2%
e Hidroxido de sodio 6M
e Tetraborato de sodio 0,025M
e Agua destilada
e Acido sulfdrico 0,02N

e Indicador mixto

Opcional

e Borax

e Hidroxido de sodio 0,1N

¢ Indicador Rojo Metilo

e Indicador azul de Metileno

e Thiosulfato de sodio

B. Espectrofotometro UV-VIS DR3900

e Nitrdgeno amoniaco, juego de reactivos, rango alto Test 'N Tube™

AmVer™

C. Solucion Estandar de Amonio, CRM (100mg/L)
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[11.2.4. Materiales:

e Tubo de digestion de 400ml
e Pipeta volumétrica de 50ml, 10ml, 2ml
e Micropipeta 2-200ul

e Pipeta de 10mi

e Probeta de 100ml

e Matraz Erlenmeyer 250ml|

e Bureta 25ml

e Tiras de pH

e Bulbo pipeteador

e Puntas para micropipeta

e Gradilla para tubos

e Viales
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[11.3. Metodologia Experimental

[11.3.1. Preparacion de Reactivos

[11.3.2. Validacion de un método analitico por método Ti-Trimetrico y

espectrofotometria con deteccion UV-VIS.

111.3.2.1. Ti -trimétrico

Solucién de tetraborato de
sodio 0,025M: Pesar 9,5 mg
( +/- 0,02 ) de tetraborato de
sodio decahidratado (borax)
llevar a volumen de 500 ml en
matraz aforado.

»Emplee el uso de 1 ml de
reactivo para eliminar 1mg/l
de cloro residual en muestras
de 500 ml¢ (Reactivo
declorante)

/

»Solucion indicadora mixta:
Disolver 0,02g de rojo de
metilo en 100 ml de alcohol
etilico o Isopropilico al 95%.
Disolver 0,01g de azul de
metileno en 50 ml de etilico o
Isopropilico al 95%. Preparar
mensualmente.

A

-~

Solucién de hidréxido de
sodio a 0,1N: Pesar 0,4 mg (
+/- 0,01) de hidréxido de sodio
y llevar a volumen de 100ml
en un matraz.

»Reactivo declorante:
Disolver 3,5 g de tiosulfato de
sodio en agua destilada y
diluir a 1L, preparar
semanalmente.

»>Titulador estandar de
acido sulfarico 0,02 N:
Preparar y estandarizar como
se indica en la alcalinidad,
seccion 2320B.3C, para la
mayor precision.

Ve

Disolucién  amortiguadora
de borato: afiadir 88 ml de
0,IN NaOH para 500ml de
tetraborato de sodio 0,025 M y
finalmente llevar a volumen de
1000ml

Solucién Absorbente: Pesar
20 g de H;BO4 en agua
destilada y diluir a 1L.

/

»Estandarizar el titulante
frente a una cantidad de
Na,CO4 que se ha
incorporado en la solucién
indicadora de acido bodrico
para reproducir las
condiciones reales de
titulacién de la muestra; 1.00
ml 14 normalidad 1000g N.

&
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I11.3.3. Preparacion de soluciones patrones y muestras adicionadas

e Estandar con concentracion 1mg/L:

eDilucidn a partir de solucion madre de Amonio 100mg/L
eTomar alicutoa de 1ml

el levar a volumen de 100ml con agua destilada en un
matraz aforado.

e Estandar con concentracién 12mg/L:

eDilucidn a partir de solucion madre de Amonio 100mg/L
eTomar alicutoa de 12ml

eLlevar a volumen de 100ml con agua destilada en un
matraz aforado.

e [Estandar con concentracién 30mg/L:

eDilucién a partir de solucién madre de Amonio
100mg/L

eTomar alicutoa de 30ml

eLlevar a volumen de 100ml con agua destilada en un
matraz aforado.

e Estandar con concentracion 50mg/L:

eDilucion a partir de solucién madre de Amonio
100mg/L

eTomar alicutoa de 50ml

eLlevar a volumen de 100ml con agua destilada en un
matraz aforado.
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Para realizar la preparacion de la fortificacion de las muestras adicionadas con

el estandar, se procedid a realizar diariamente este proceso descrito a

continuacion:

>

M1+St: Medir 1ml del estdndar madre de 100 mg/L, llevar a matraz
aforado de 100ml. (Agua Superficial)

M1+St: Medir 12ml del estandar madre de 100 mg/L, llevar a matraz
aforado de 100ml.

M1+St: Medir 30ml del estandar madre de 100mg/L, llevar a matraz
aforado de 100ml.

M1+St: Medir 50ml del estandar madre de 100mg/L, llevar a matraz
aforado de 100ml.

Matriz 2+St: Medir 1ml del estdndar madre de 100 mg/L, llevar a matraz
aforado de 100ml. (Agua Residual)

Matriz 2+St: Medir 12ml del estandar madre de 100 mg/L, llevar a matraz
aforado de 100ml.

Matriz 2+St: Medir 30ml del estdndar madre de 100mg/L, llevar a matraz
aforado de 100ml.

Matriz 2+St: Medir 50ml del estdndar madre de 100mg/L, llevar a matraz
aforado de 100ml.

La cantidad de espécimen a emplear para el método Ti-trimétrico es de 50 ml y

para el método espectrofotométrico es de 100 microlitros

.4.

Procedimiento para analizar Nitrogeno amoniacal por el Método

Volumeétrico 4500-NH3C

Esquema 2. Flujograma Método Volumétrico 4500-NH3C

Medir con pipeta volumétrica, el volumen de muestra establecido: para muestras con
concentraciéon < 50 mgN-NH3/L medir un volumen de muestra de 100mL y para muestras
con concentracién > 50 mgN-NH3/L medir un volumen de muestra de 50ml.

Transferir la muestra al tubo de digestién semi micro Kjeldahl.

-

Neutralizar la muestra a pH=7 con NaOH 1N o con H2SO4 1N. Usar tirillas de pH.
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Adicionar a la muestra 25mL de Buffer de Boratos y
verificar pH = 9,5. De lo contrario ajustar a dicho pH con
NaOH 6N. Usar tirillas de pH.

.

DESTILACION

.

Ensamblar tubo Kjeldahl en el destilador automatico y programar la destilacion.

.

Adicionar 50 mL de H3 BO3 + Indicador mixto en un Erlenmeyer de 250
mL. Ubicar el Erlenmeyer en el destilador.

l

Ajustar la altura del Erlenmeyer de manera que el tubo terminal del
refrigerante quede sumergido en el acido boérico y el indicador.

I

Efectuar la destilacion de la muestra. En el destilador TECNAL
0345

-

La destilacion dura 9 minutos, para obtener
aproximadamente 200 ml de destilado de
amoniaco por arrastre de vapor.

A\ 4

Finalizada la destilacién enjuagar con agua
destilada la manguera de salida del destilado
sobre el Erlenmeyer.

Antes de iniciar la titulacidn, verificar la concentracion del H2
S04 usando TRIS como estdndar primario. Anotar el valor del

consumo del titulante.
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l

Realizar la titulacion del destilado del blanco y de
las muestras con H2S04 0,02N hasta el viraje del
indicador de verde a violeta.

ll.5. Procedimiento para analizar Nitrogeno amoniacal en

Espectrofotometria UV-VIS - Test 'N Tube

Esquema 3. Nitrégeno amoniacal Test 'N Tube

1. Prepare el blanco:
Afadir 0,1 ml de agua
libre de amoniaco y
colocar en un vial para
alto rango.

2. Preparar la muestra:
Afadir 0,1 ml de la
muestra en un vial.

3. Afiadir el contenido
de un sobre del reactivo
de Salicilato de amonio

dentro del vial.

4. Anadir el contenido
de un sobre del reactivo
de Cianurato de amonio

dentro del vial.

5. Cerrar bien el vial y
agitar hasta disolver
todo el contenido.

6. Iniciar el
Temporizador del
Espectrofotometro
DR3900 durante 20

minutos
aproximadamente.

7. Limpie el vial del
blanco e insertarlo en el
portacelda del equipo,
aplastar CERO.

8.Limpie el vial de la
muestra e insertar en el
portacelda del equipo,
seleccionar MEDICION.

9. Leer y Anotar el
resultado.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.4.1. CALCULOS

IV.4.1.1. Eleccidon de parametros analiticos de Validacion y Fijacion de

objetivos.

Tabla 1. Eleccion de pardmetros analiticos de validacion, fijacion de objetivos.

PARAMETRO

OBJETIVOS

Repetibilidad

RSD, < 15%

Controles de calidad
internos

Duplicados:
¢ Niveles menores a 30
mg/L: % RPD <15 %
¢ Niveles mayores a 50
mg/L: % RPD <10%

Carta control del Patrén (Cloruro de
amonio 99.6%) en 2
concentraciones:

e 30 mg/L DQO

« 50 mg/L DQO

Intervalo de trabajo

1-50 mg/l

Exactitud (empleo de
material certificado)

85 = % recuperacion < 115 en todos
los niveles

Limite de cuantificacion

De acuerdo a la desviacion estandar
obtenido en los analisis y teniendo en
cuenta la menor concentracién que
arroja resultados de exactitud vy

(LQM) precision fuera de los criterios de
aceptacion establecidos por el
laboratorio corresponde a 1mg N-
NHa/L
Para el rango de 1-12 mg/l es de 21%
Incertidumbre

Para el rango de 30mg/l hasta 50 mg/l es
de 12%
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IV.4.1.2. Resultados Analiticos — Matriz de agua superficial

Tabla 2.Resultados Analiticos correspondiente a matriz de agua superficial

MATRIZ: AGUA SUPERFICIAL

NIVEL Analistas/dias
Dia1l Dia 2
1,68 1,68
1,12 1,12
AGUA 1,12 168
SUPERFICIAL
1,12 1,68
1,68 1,12
2,24 2,24
2,24 2,24
Nivel 1 (agua
superficial + 1,68 2,80
1mg/l) 168 580
2,80 1,68
12,32 12,32
. 12,32 12,32
Nivel 2 (agua
superficial + 13,44 13,44
12mgl/l)
12,88 12,32
12,32 12,32
32,48 28,56
30,24 30,24

Nivel 3 (agua

superficial + 29,12 28,56
30mg/l) 28,56 29,12
29,12 28
49,28 48,72
51,52 8,72
Nivel 4 (agua
superficial + 51,52 49,28
50mg/l) 4928 4928

49,28 51,52




IV.4.1.3. Resultados Analiticos — Matriz de agua residual

Tabla 3.Resultados Analiticos correspondiente a matriz de agua residual

MATRIZ: AGUA RESIDUAL

Analistas/dias

NIVEL

Dia 1 Dia 2
18,48 18,48
17,36 18,48
Agua Residual 17,92 19,60
19,06 19,04
19,04 18,48
19,04 19,04
17,36 17,36

Nivel 1 (agua
residual + 17,92 18,48
1mg/l) 18,48 18,48
18,48 19,04
28,00 29,20
: 28,56 28,56

Nivel 2 (agua
residual + 28,56 28,56

12mg/l)

28,00 28,00
28,56 28,00
30,24 27,44
29,12 25,20

Nivel 3 (agua
residual + 29,68 24,64
30mg/l) 29,86 26,88
26,88 26,88
43,12 45,36
45,360 43,12

Nivel 4 (agua
residual + 44,80 43,68
S0mg/l) 44,78 43,12
44,80 45,36
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IV.4.2. Resumen de hoja calculo del ANOVA para el método Ti-trimétrico

Tabla 4.Hoja De Trabajo: ANOVA Il Verificacion De Validacién

CODIGO: F PG7.2-

02
HOJA DE TRABAJO: ANOVA Il VERIFICACION DE VALIDACION Rev. 03
stfuscliors Fecha de
Laboratorio de calidad de aguas. e I abo raci é n:
Resumen final
Mensurando : NITROGENO AMONIACAL METODO TI-TRIMETRICO Procedimiento PE 1,34
NIVEL Media (x) (uspl)) %RSDSI| Sr (sd) %RSDir %Precision [uRm| Uk=2 | %U k=2
AGUA
0 0
18,59 mg/L 10,33 | 10,80 | 104,6% 7,61 73,7% RESIDUAL
1,40 mg/L 1,40 0,31 | 21,9% 0,31 21,9% AGUA DE RIO
1,00 mg/L -0,23 0,69 |-304,2% 0,69 -304,2% 56,2% 0,12 | 1,40 139,5%
12,00 mg/L 9,81 0,85 8,6% 0,85 8,6% 81,7% 0,02| 1,69 14,1% AGUA
e 30,00 mg/L | 27,38 | 2,09 | 7,6% 1,41 5,2% 91,3% 002| 417 | 13,9% RESIDUAL
ALEEL 50,00 mg/L | 4435 | 1,01 | 2,3% 1,01 2.3% 88,7% 001| 2,02 4,0%
1,00 mg/L 0,84 0,31 36,5% 0,31 36,5% 84,0% 0,09 | 0,64 64,1%
12,00 mg/L 11,20 0,61 5,5% 0,61 5,5% 93,3% 0,02 | 1,23 10,2%
AGUA DE RIO
30,00 mg/L 28,00 1,35 4,8% 1,22 4,4% 93,3% 0,01| 2,70 9,0%
50,00 mg/L 48,44 1,39 2,9% 1,39 2,9% 96,9% 0,01 | 2,79 5,6%
-11,0% -14,3% 85,7%
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IV.4.3. Resumen de hoja calculo del ANOVA para el método Espectrofométrico
Tabla 5. Hoja De Trabajo: ANOVA Il Verificacion De Validacion

CODIGO: F
PG7.2-02
HOJA DE TRABAJO: ANOVA Il VERIFICACION DE VALIDACION Rev. 03
studios Fecha de
Laboratorio de calidad de aguas. e I ab 0 raCi é n:
Resumen final
Mensurando : NITROGENO AMONIACAL Procedimiento PE 1,34
DR3900 Equipo (s):
. Sl . . ~ %U
NIVEL Media (x) (up) %RSDSI| Sr(sd) | %RSDir %Precision uRm U k=2 k=2
AGUA
0, 0,
18,00 mg/L 18,00 0,07 | 0,4% 0,07 0,4% RESIDUAL
AGUA
0, 0,

2,53 mg/L 2,66 0,21 | 8,0% 0,21 8,0% SUPERFICIAL

1,00 mg/L 0,94 0,07 | 7,9% 0,07 7,9% 94,0% 0,02 0,15 | 15,5%

12,00 mg/L 10,89 0,40 | 3,7% 0,40 3,7% 90,8% 0,01 0,80 | 6,7% AGUA

_ 30,00 mglL 26,10 | 0,48 | 1,8% 0,48 1,8% 87,0% 0,00 | 0,96 | 3.2% RESIDUAL

Rango validado

50,00 mg/L 49,50 1,40 2,8% 1,40 2,8% 99,0% 0,01 2,81 5,6%

1,00 mg/L 1,03 0,25 | 24,6% 0,24 23,8% 103,0% 0,08 0,53 | 53,1%

12,00 mg/L 11,52 0,99 8,6% 0,62 5,4% 96,0% 0,02 1,98 | 16,5% AGUA

30,00 mglL 20,64 | 0,56 | 1,9% 0,56 1,9% 98,8% 0,01 | 1,12 | 3,7% | SUPERFICIAL

50,00 mg/L 50,49 1,14 2,3% 0,81 1,6% 101,0% 0,01 2,27 4,5%

6,2% 57% 96,2%



Discusién Tabla 4:

La siguiente tabla nos muestra el analisis de nitrdgeno amoniacal empleando el
método de ti-trimétrico. En la cual podemos observar la variabilidad que existe
en los diferentes rangos de concentraciones de los diferentes tipos de muestras
siendo estas aguas residuales domésticas y aguas superficiales. Si nos fijamos
bien los diferentes tipos de concentraciones para aguas domesticas son
relativamente bajos a los valores de precisibn para aguas superficiales.
Especificamente en la concentracion de 1, 00 mg/l para aguas domesticas se ve
mas afectada teniendo una precision de 56.2%. Mientras que la misma
concentracion en aguas superficiales se ve menos afectada que las aguas
domeésticas ya que nos da un valor de 84% de precision. Esto puede ser por
varias interferencias siendo una de estas la contaminacién de las aguas
superficiales por aguas domésticas. Ya que las aguas domesticas son vertidas
a las aguas superficiales. Las aguas domesticas posee una gran cantidad de
materia organica que con el tiempo es degradada aumentando asi el nitrégeno
amoniacal a las aguas superficiales. La precision para aguas domesticas en los
diferentes tipos de concentraciones abarca desde 56.2% hasta 88.7% mientras

gue en las aguas superficiales va desde 84% a 96.9% de precision.

Discusion Tabla 5:

La siguiente tabla nos muestra el analisis de nitrdgeno amoniacal empleando el
método de espectrofotometria uv - visible. En la cual podemos observar la
variabilidad que existe en los diferentes rangos de concentraciones de los
diferentes tipos de muestras siendo estas aguas residuales domésticas y aguas
superficiales. Especificamente en la concentracion de 30, 00 mg/l para aguas
domesticas se ve mas afectada teniendo una precision de 87%. Mientras que la
misma concentracion en aguas superficiales se ve menos afectada que las
aguas domeésticas ya que nos da un valor de 98.8% de precision. Esto puede
ser por varias interferencias siendo una de estas la contaminacion de las aguas
superficiales por aguas domésticas. Ya que las aguas domesticas son vertidas

a las aguas superficiales.
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Las aguas domesticas posee una gran cantidad de materia organica que con el

tiempo es degradada aumentando asi el nitrdgeno amoniacal a las aguas

superficiales. Si nos fijamos bien los diferentes tipos de concentraciones para

aguas domesticas son relativamente bajos a los valores de precision para aguas

superficiales. La precisidn para aguas domésticas en los diferentes tipos de

concentraciones abarca desde 87% hasta 99% mientras que en las aguas

superficiales va desde 96% a 106% de precision.

IV.4.4. Incertidumbre del Estandar

Tabla 6.Incertidumbre del Estdndar por Espectrofotometria UV-VIS

STANDARD POR UV-VIS
LINEALIDAD
Concentracién Promedio Absorbancia Promedio
3,7 0,108
3,9 0,112
3,8 3,800 0,112 0,1107
14,4 0,421
14,4 0,42
14,1 14,300 0,411 0,4173
32,4 0,948
31 0,928
32,1 31,833 0,938 0,9380
51,1 1,493
51,5 1,504
52,1 51,567 1,524 1,5070
Promedio 0,7433
R 0,9998
R2 0,9996
LINEALIDAD
o 2 1,493
fes o Epsg e
T 1 PR
o 0,421 ...t
205 0108 .gT
= 0 e
0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000

Titulo del eje

llustracion 3.Incertidumbre del Estandar por Espectrofotometria UV-VIS
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IV.4.5. Discusién

En el presente trabajo se evaluo la determinacién de nitrogeno amoniacal en

aguas residuales domésticas y aguas superficiales mediante la técnica de

espectrofotometria uv — visible. Utilizando concentraciones de 1, 00 mg/l; 12, 00

mg/l; 30, 00 mg/l; 50, 00 mg/l a la cual se le realizo 10 repeticiones por nivel.

Mediante la curva de calibracion se pudo determinar que nuestra pendiente es

lineal. Debido a su coeficiente de correlacién siendo este de r2 = 0,9996. Lo que

nos indica que el método es factible para la determinacion de nitrogeno mientras

este dentro del rango de concentraciones dadas.

IV.4.6. Incertidumbre del Estandar

Tabla 7.Incertidumbre del Estandar

STANDARD POR METODO TI-TRIMETRICO
LINEALIDAD
Concentracién Promedio Absorbancia Promedio

1,12 0,2
1,12 0,2
1,12 1,120 0,2 0,2000
12,32 2,4
12,32 2,4
12,88 12,507 2,6 2,4667
26,88 5,4
29,12 5,6
26,88 27,627 5,3 5,4333
51,1 9,0
51,5 9,4
52,1 51,567 9,4 9,2667

Promedio 4,3417

R 0,9954

R2 0,9909
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En el presente trabajo se evalud la determinacion de nitrdgeno amoniacal en

aguas residuales domésticas y aguas superficiales mediante el método Ti-

trimétrico. Utilizando concentraciones de 1, 00 mg/l; 12, 00 mg/l; 30, 00 mg/l; 50,

00 mg/l a la cual se le realizo 10 repeticiones por nivel. Mediante la curva de

calibracion se pudo determinar que nuestra pendiente es lineal. Debido a su

coeficiente de correlacion siendo este de r2 = 0,9909. Lo que nos indica que el

método es factible para la determinacién de nitrégeno mientras este dentro del

rango de concentraciones dadas.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

V.1. Conclusién

Se valid6 un método analitico para la determinacion de nitrégeno
amoniacal mediante el método ti-trimétrico en el cual se obtuvo una
linealidad de R2=0,9909m la exactitud se demostr6 en porcentaje de
recuperacion siendo este entre el 85 a 115%, se determiné la precision
para cada nivel siendo el nivel de 1mg/L, una precisiéon del 56,2%,
estableciendo este como el limite de deteccion para este método. El nivel
de 12 mg/L, una precision del 81,7%, el cual no cumple con el criterio de
recuperacion establecido. El nivel de 30 mg/L, presento una precision del
91,3% vy finalmente el nivel de 50 mg/L con una precision del 88,7%
correspondiente a la matriz de agua residual, mientras que para la matriz
de agua superficial los valores de precision fueron los siguientes: Nivel de
1 mg/l, 84%, nivel 12mg/L y 30mg/L, 93,3% y el nivel de 50 mg/L, 96,9%.
Para todos los casos no se cumple con los criterios de aceptacion,
entonces se declara que el método estar4d validado a partir de
concentraciones mayores a 12mg/L.

Se valid6 un método analitico para la determinacion de nitrégeno
amoniacal mediante empleando deteccion uv-vis en el cual se obtuvo una
linealidad de R2=0,9950m la exactitud se demostr6 en porcentaje de
recuperacion siendo este entre el 85 a 115%, se determiné la precision
para cada nivel siendo el nivel de 1mg/L, una precisiéon del 94%,
estableciendo este como el limite de deteccion para este método. El nivel
de 12 mg/L, una precision del 90,8%, el cual no cumple con el criterio de
recuperacion establecido. El nivel de 30 mg/L, presento una precision del
87% vy finalmente el nivel de 50 mg/L con una precision del 99%
correspondiente a la matriz de agua residual, mientras que para la matriz
de agua superficial en el nivel de 1mg/L obtuvo una precision del 103%,
nivel de 12mg/L, 96%, nivel de 20mg/L, 98% y finalmente para el nivel de
50mg/L, 101%.
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Para todos los casos no se cumple con los criterios de aceptacion,
entonces se declara que el método estard validado a partir de
concentraciones mayores a 12mg/L

El presente estudio es el resultado de una comparacion de los resultados
de muestras reales con 2 métodos previamente validados
mostré diferencias significativas, pero esto dependera de la naturaleza de
la muestra, las condiciones en las que sea analizada y tipo de analisis
a determinar. Para ambas metodologias las concentraciones altas de
determinacién de nitrdgeno amoniacal son fiable, mientras que para
concentraciones bajas se sugiere revisar o ajustar de mejor manera la

metodologia para que sea factible.
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V.2. Recomendacién

Se recomienda que para una proxima investigacion se realice una nueva
lectura para el analisis en otro equipo Espectrofotometro UV-VIS con la
finalidad de comprobar que los errores obtenidos en los niveles de baja
concentracion durante los andlisis presentados tienen influencia con la
metodologia empleada o en caso de que amerite, el equipo
espectrofotometro DR3900 no sea el ideal para determinar nitrégeno

amoniacal en concentraciones bajas.
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ANEXOS

Anexo 1. Equipo destilador de nitrégeno/proteinas TECNAL
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Anexo 2.Equipo Espectrofotometro UV-VIS DR3900

Anexo 3. Mantenimiento y limpieza del destilador
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Anexo 4. Muestra de Agua superficial

Anexo 5. Andlisis de muestras para lecturas en el espectrofotometro
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Anexo 6. Preparacion de los estdndares.
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Anexo 7. Destilacion de muestra
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ANEXO 8.HOJA DE TRABAJO: ANOVA Il VERIFICACION DE VALIDACION

Grupos
[ [ | i | v | v | Vi | VI | Vil | IX X
Test 1 0,560 0,560
Test 2 0,000 1,120
Test 3 0,000 1,120
Test4 0,580 0,560
Test5 0,560 0,560
Test 6
Tabla IV: Concentracion Recuperada de la Muestra Enriquecida
1,0 mg/L
Grupos
I I [ 1T [ IV v [ VI [ Vil [ Vil [ IX [ X
Test 1 0,560 0,560
Test 2 0,000 -1,120
Test 3 0,000 -1,120
Test4 -0,580 -0,560
Test5 -0,560 0,560
Test 6
X -0,116 -0,336
S 0,473 0,849
s? 0,224 0,721
n 4 4
ns?2 0,90 2,89
Tabla V: Calculo de los cuadrados medios entre-grupos y dentro-grupos
Grados de
Fuente de variacién Suma de cudrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe SSe = SSt - SSe ne =p-1 MSe = SSe/ne
Dentro-grupos SSd SSd = S nisi? nd = p(n-1) MSd = SSd/nd
Total SSt SSt = nt st? nt = pn-1 -
Suma de Grados de
Mensurando Fuente de varianza cuadrados (SS) libertad () Cuadrado medio (MS)
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Tabla lll: Factor de Recuperacion

Grupos
[ Il | I v | v | VI Vi Vil IX
Test 1 0,560 0,560
Test 2 0,000 1,120
Test 3 0,000 1,120
Test 4 0,580 0,560
Test5 0,560 0,560
Test 6
Tabla IV: Concentraciéon Recuperada de la Muestra Enriquecida
1,0 mg/L
Grupos
I Il | i v v [ Vi VI VIl 1X
Test 1 0,560 0,560
Test 2 0,000 -1,120
Test 3 0,000 -1,120
Test 4 -0,580 -0,560
Test5 -0,560 0,560
Test 6
X -0,116 -0,336
S 0,473 0,849
s2 0,224 0,721
n 4 4
ns? 0,90 2,89

Tabla V: Célculo de los cuadrados medios entre-grupos y dentro-grupos

48



Grados de

Fuente de variacion Suma de cudrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe SSe = SSt - SSe ne =p-1 MSe = SSe / ne
Dentro-grupos SSd SSd = S nisi? nd = p(n-1) MSd = SSd/ nd

Total SSt SSt = nt st? nt=pn-1 -
Suma de Grados de

Mensurando Fuente de varianza cuadrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)

Entre-grupos SSe 0,1210 1 MSe = 0,121

NITROGENO AMONIACAL Dentro-grupos SSd 3,7814 8 MSd = 0,473

Total SSt 3,9024 9

El cuadrado medio, MSe y MSd, son comparados para determinar si MSe es significativamente mayor que MSd,
Es decir, si hay una diferencia estadisticamente significante entre-grupos. Para esto, se usa la prueba-F
Siendo sd, se y st las desviaciones estandares entre-grupos, dentro-grupos y total respectivamente, se tiene que:

[ sd2= Mmsd | se2=(MSe - MSd)/n st2 = se2 + sd2
Tabla VI: Prueba de Significacién y célculo de Varianzas
F=MSe/MSd F0.05 p-value Significacién
Mensurando Fcalculado Fcritico a=0.05 estadistica? s2d se? s2t
NITROGENO AMONIACAL 0,26 5,32 6,27E-01 No 0,473 0,000 0,473

If F> F0.05, existe una razonabl e evidencia de una real variaci én entre-grupos

If F < FO.05, es usual considerar que la variacién entre-grupos no es significante
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Incertidumbre expandida (U) de la medicién basada en la precisién intermedia

Tabla VII: Calculo de la Incertidumbre estandar (up), media e incertidumbre expandida (U)

Mensurando(] sd se up media( x ) ) RSDil RSDir
NITROGENO AMONIACAL 0,688 0,000 0,688 -0,23 1,38 -3,042 -3,042
U=kxup

donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%
up = incertidumbre estandar de la precision intermedia (desviacion estandar total, st)

Un calculo de la incertidumbre dentro del rango del método puede ser calculado utilizando el RSDIR
seguln la formula: U =2 x RSDil x result

Tabla VIII: Calculo del factor de correcciéon (Rm)y su incertidumbre estandar, u (Rm)

Mensurando Rm Cobs Ccorr tcalc t0.05 Signif. u(Rm)

NITROGENO AMONIACAL 0,56 0,23 0,40 3,71 2,26 Yes 0,118

Incertidumbre en la medicion (incluye la incertidumbre del factor de recuperacion, Rm)
si Ccorr = (Cobs/Rm)
(u(Ccorr)/Ccorr)2 = (u(Cobs)/Cobs)2 + (u(Rm)/Rm)2

Tabla IX: Valores de las Incertidumbres up, u(Rm)y U

up = 0,69
u(Rm) = 0,12
uc = 0,70
U = 1,40

up = incertidumbre estandar calculada de los datos de validacion (ver spreadsheet: Validacion)
uc = Incertidumbres estandar combinadas, up2 + u(Rm)2
U=kxuc
donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%



ANEXO 9.HOJA DE TRABAJO: ANOVA Il VERIFICACION DE VALIDACION

ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE EN LA MEDICION
Andlisis de Varianza (ANOVA)

Mensurando NITROGENO AMONIACAL Procedimiento PE 1,34
Equipo (s):
RESULTADOS EXPERIMENTALES
Tabla l: Matriz: Agua residual
Grupos
IlLabl | liLab1 llab2 | IV Lab 2 | | [ VI [ Vil IX |
Test 1 18,48 18,48
Test 2 17,36 18,48
Test 3 17,92 19,60
Test 4 19,06 19,04
Test 5 19,04 18,48
Test 6
Tabla Il: Concentracién medida de la Muestra Enriquecida
12,0 mg/L
Grupos
lLabl [ HlLab1 lNlab2 | IV Lab 2 [ [ VI Vil Vil IX
Test 1 28,00 29,20
Test 2 28,56 28,56
Test 3 28,56 28,56
Test 4 28,00 28,00
Test5 28,56 28,00
Test 6
Spike (surrogate) = 12,0 mg/L
Spike recovery= 9,806 mg/L

Donde x = el resultado experimental

p

2

n

5
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Tabla lll: Factor de Recuperacién

Grupos
I [ I | 1 v | Vv | VI [ VI | Vil 1X
Test1 0,793 0,893
Test 2 0,933 0,840
Test 3 0,887 0,747
Test 4 0,745 0,747
Test5 0,793 0,793
Test 6
Tabla IV: Concentracién Recuperada de la Muestra Enriguecida
12,0 mg/L
Grupos
| [ I [ Il v vV [ VI [ VI [ VIl IX
Test 1 9,520 10,720
Test 2 11,200 10,080
Test 3 10,640 8,960
Test 4 8,940 8,960
Test5 9,520 9,520
Test 6
X 9,964 9,648
5 0,926 0,758
s2 0,857 0,575
n 4 4
ns? 3,43 2,30
Tabla V: Calculo de los cuadrados medios entre-grupos y dentro-grupos
Grados de
Fuente de variacion Suma de cudrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe SSe = SSt - SSe ne =p-1 MSe = SSe / ne
Dentro-grupos SSd SSd = S nisi? nd = p(n-1) MSd = SSd/ nd
Total SSt SSt = nt st? nt = pn-1 -
Suma de Grados de
Mensurando Fuente de varianza cuadrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe 0,2496 1 MSe = 0,250
NITROGENO AMONIACAL Dentro-grupos SSd 5,7264 8 MSd = 0,716
Total SSt 5,9760 9

El cuadrado medio, MSe y MSd, son comparados para determinar si MSe es significativamente mayor que MSd,
Es decir, si hay una diferencia estadisticamente significante entre-grupos. Para esto, se usa la prueba-F
Siendo sd, se y st las desviaciones estandares entre-grupos, dentro-grupos y total respectivamente, se tiene que:
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[ sd2= msd se? = (MSe - MSd) / n st2 = se2 + sd2

Tabla VI: Prueba de Significacién y célculo de Varianzas

F=MSe/MSd F0.05 p-value Significacién
Mensurando Fcalculado Fcritico a =0.05 estadistica? s2d se2 s2t
NITROGENO AMONIACAL 0,35 5,32 5,71E-01 No 0,716 0,000 0,716

If F > FO0.05, existe una razonabl e evidencia de una real variaci én entre-grupos

If F < F0.05, es usual considerar que la variaciéon entre-grupos no es significante

Incertidumbre expandida (U) de la medicion basada en la precision intermedia

Tabla VII: _Calculo de la Incertidumbre estandar (up), media e incertidumbre expandida (U)

O sd se up media( x ) U RSDil RSDir
NITROGENO AMONIACAL 0,846 0,000 0,846 9,81 1,69 0,086 0,086
U=k xup

donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%
up = incertidumbre estandar de la precision intermedia (desviacion estandar total, st)

Un célculo de la incertidumbre dentro del rango del método puede ser calculado utilizando el RSDIR
segun la formula: U = 2 x RSDil x result

Tabla VIII: Célculo del factor de correccién (Rm) y su incertidumbre estandar, u (Rm)

Mensurando Rm Cobs Ccorr tcalc t0.05 Signif. u(Rm)

NITROGENO AMONIACAL 0,82 9,81 12,00 8,51 2,26 Yes 0,021

Incertidumbre en la medicién (incluye la incertidumbre del factor de recuperacién, Rm)
si Ccorr = (Cobs/Rm)
(u(Ccorr)/Ccorr)2 = (u(Cobs)/Cobs)2 + (u(Rm)/Rm)2



Tabla IX: Valores de las Incertidumbres up, u(Rm) y U

up = 0,85
u(Rm) = 0,02
uc = 0,85
U = 1,69

up = incertidumbre estandar calculada de los datos de validacion (ver spreadsheet: Validacion)
uc = Incertidumbres estandar combinadas, up2 + u(Rm)2
U=kxuc
donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%



ANEXO 10.HOJA DE TRABAJO: ANOVA Il VERIFICACION DE VALIDACION

ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE EN LA MEDICION
Anadlisis de Varianza (ANOVA)

Mensurando NITROGENO AMONIACAL Procedimiento PE 1,34
Equipo (s):
RESULTADOS EXPERIMENTALES
Tabla l: Matriz: Agua residual
Grupos
lLab1l | HLab1l | mlab2 | IV Lab 2 | | | VI Vil 1X |
Test 1 18,48 18,48
Test 2 17,36 18,48
Test 3 17,92 19,60
Test 4 19,06 19,04
Test5 19,04 18,48
Test 6
Tabla Il: Concentracién medida de la Muestra Enriquecida
30,0 mg/L
Grupos
lLabl [ nLab1l [ lab2 | IV Lab 2 [ [ VI Vil Vil IX
Test 1 48,72 45,92
Test 2 46,48 43,68
Test 3 47,60 44,24
Test 4 45,92 45,92
Test5 45,92 45,36
Test 6
Spike (surrogate) = 30,0 mg/L
Spike recovery= 27,382 mg/L

Donde x = el resultado experimental

p

2

n

5

55



Tabla lll: Factor de Recuperacion

Grupos
I I [ i v [ Vv [ VI [ VI [ VIl IX
Test 1 1,008 0,915
Test 2 0,971 0,840
Test 3 0,989 0,821
Test 4 0,895 0,896
Test 5 0,896 0,896
Test 6
Tabla IV: Concentracién Recuperada de la Muestra Enriquecida
30,0 mg/L
Grupos
I Il [ I v Vv [ VI Vil Vil IX
Test 1 30,240 27,440
Test 2 29,120 25,200
Test 3 29,680 24,640
Test 4 26,860 26,880
Test 5 26,880 26,880
Test 6
X 28,556 26,208
S 1,589 1,214
s2 2,526 1,474
n 4 4
ns2 10,10 5,90
Tabla V: Célculo de los cuadrados medios entre-grupos y dentro-grupos
Grados de
Fuente de variaciéon Suma de cudrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe SSe = SSt - SSe ne =p-1 MSe = SSe / ne
Dentro-grupos SSd SSd = S nisi? nd = p(n-1) MSd = SSd/ nd
Total SSt SSt = nt st? nt=pn-1 -
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Suma de Grados de
Mensurando Fuente de varianza cuadrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe 13,7828 1 MSe = 13,783
NITROGENO AMONIACAL Dentro-grupos SSd 15,9984 8 MSd = 2,000
Total SSt 29,7812 9
El cuadrado medio, MSe y MSd, son comparados para determinar si MSe es significativamente mayor que MSd,
Es decir, si hay una diferencia estadisticamente significante entre-grupos. Para esto, se usa la prueba-F
Siendo sd, se y st las desviaciones estandares entre-grupos, dentro-grupos y total respectivamente, se tiene que:
[sd2= msd se2 = (MSe - MSd) / n st2 = se2 + sd2
Tabla VI: Prueba de Significacidn y célculo de Varianzas
F=MSe/MSd F0.05 p-value Significacién
Mensurando Fcalculado Fcritico a=0.05 estadistica? szd se? s2t
NITROGENO AMONIACAL 6,89 5,32 3,04E-02 Si 2,000 2,357 4,356

If F > FO.05, existe una razonabl e evidencia de una real variaci 6n entre-grupos

If F < F0.05, es usual considerar que la variaciéon entre-grupos no es significante

Incertidumbre expandida (U) de la medicién basada en la precision intermedia

57



Tabla VII: _Calculo de la Incertidumbre estandar (up), media e incertidumbre expandida (U)

O sd se up media( x ) U RSDil RSDir
NITROGENO AMONIACAL 1,414 1,535 2,087 27,38 4,17 0,076 0,052
U=k x up
donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%
up = incertidumbre estandar de la precision intermedia (desviacion estandar total, st)
Un célculo de la incertidumbre dentro del rango del método puede ser calculado utilizando el RSDIR
segun la férmula: U = 2 x RSDil x result
Tabla VIIIl: _Célculo del factor de correcciéon (Rm) y su incertidumbre estandar, u (Rm)

Mensurando Rm Cobs Ccorr tcalc t0.05 Signif. u(Rm)
NITROGENO AMONIACAL 0,91 27,38 30,00 4,55 2,26 Yes 0,019

Incertidumbre en la medicion (incluye la incertidumbre del factor de recuperaciéon, Rm)
si Ccorr = (Cobs/Rm)
(u(Ccorr)/Ccorr)2 = (u(Cobs)/Cobs)2 + (u(Rm)/Rm)2

Tabla IX: Valores de las Incertidumbres up, u(Rm) y U

up = 2,09
u(Rm) = 0,02
uc = 2,09
U = 4,17

up = incertidumbre estandar calculada de los datos de validacion (ver spreadsheet: Validacion)
uc = Incertidumbres estandar combinadas, up2 + u(Rm)2
U=k x uc
donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%
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Anexo 11.HOJA DE TRABAJO: ANOVA Il VERIFICACION DE VALIDACION

ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE EN LA MEDICION
Anadlisis de Varianza (ANOVA)

Mensurando NITROGENO AMONIACAL Procedimiento PE 1,34
Equipo (s):
RESULTADOS EXPERIMENTALES
Tabla l: Matriz: Agua residual
Grupos
lLab1l | HLab1l | mlab2 | IV Lab 2 | | | VI Vil 1X |
Test 1 18,48 18,48
Test 2 17,36 18,48
Test 3 17,92 19,60
Test 4 19,06 19,04
Test5 19,04 18,48
Test 6
Tabla Il: Concentracién medida de la Muestra Enriquecida
50,0 mg/L
Grupos
lLabl [ nLab1l [ lab2 | IV Lab 2 [ [ VI Vil Vil IX
Test 1 61,60 63,84
Test 2 62,72 61,60
Test 3 62,72 62,72
Test 4 63,84 62,72
Test5 63,84 63,84
Test 6
Spike (surrogate) = 50,0 mg/L
Spike recovery= 44,350 mg/L

Donde x = el resultado experimental

p

2

n

5
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Tabla lll: Factor de Recuperacion

Grupos
I | I [ 1 [ v | Vv M VI [ Vil 1X
Test 1 0,862 0,907
Test 2 0,907 0,862
Test 3 0,896 0,862
Test 4 0,896 0,874
Test5 0,896 0,907
Test 6
Tabla IV: Concentracion Recuperada de la Muestra Enriquecida
50,0 mg/L
Grupos
I Il [ T v v VI Vil [ VIl 1X

Test 1 43,120 45,360
Test 2 45,360 43,120
Test 3 44,800 43,120
Test 4 44,780 43,680
Test5 44,800 45,360
Test 6

X 44,572 44,128

S 0,848 1,148

s2 0,719 1,317

n 4 4

ns2 2,88 5,27
Tabla V: Calculo de los cuadrados medios entre-grupos y dentro-grupos
Grados de
Fuente de variacidn Suma de cudrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe SSe = SSt - SSe ne =p-1 MSe = SSe / ne
Dentro-grupos SSd SSd = S nisi? nd = p(n-1) MSd = SSd/ nd
Total SSt SSt = nt st? nt = pn-1 -
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Suma de Grados de
Mensurando Fuente de varianza cuadrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe 0,4928 1 MSe = 0,493
NITROGENO AMONIACAL Dentro-grupos SSd 8,1450 8 MSd = 1,018
Total SSt 8,6378 9
El cuadrado medio, MSe y MSd, son comparados para determinar si MSe es significativamente mayor que MSd,
Es decir, si hay una diferencia estadisticamente significante entre-grupos. Para esto, se usa la prueba-F
Siendo sd, se y st las desviaciones estandares entre-grupos, dentro-grupos y total respectivamente, se tiene que:
[sd2= msd se2 = (MSe - MSd) / n st2 = se2 + sd2
Tabla VI: Prueba de Significacién y calculo de Varianzas
F=MSe/MSd FO0.05 p-value Significacién
Mensurando Fcalculado Fcritico a=0.05 estadistica? szd se? s2t
NITROGENO AMONIACAL 0,48 5,32 5,06E-01 No 1,018 0,000 1,018

If F > FO.05, existe una razonabl e evidencia de una real variaci én entre-grupos

If F < F0.05, es usual considerar que la variacién entre-grupos no es significante
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Incertidumbre expandida (U) de la medicién basada en la precision intermedia

Tabla VII: Célculo de la Incertidumbre estandar (up), media e incertidumbre expandida (U)

O sd se up media( x ) U RSDil RSDir
NITROGENO AMONIACAL 1,009 0,000 1,009 44,35 2,02 0,023 0,023
U=k x up

donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%
up = incertidumbre estandar de la precision intermedia (desviacién estandar total, st)

Un célculo de la incertidumbre dentro del rango del método puede ser calculado utilizando el RSDIiR
segun la formula: U = 2 x RSDil x result

Tabla VIIl: Célculo del factor de correccién (Rm) y su incertidumbre estandar, u (Rm)

Mensurando Rm Cobs Ccorr tcalc t0.05 Signif. u(Rm)

NITROGENO AMONIACAL 0,89 44,35 50,00 18,24 2,26 Yes 0,006

Incertidumbre en la medicidn (incluye la incertidumbre del factor de recuperacion, Rm)
si Ccorr = (Cobs/Rm)

(u(Ccorr)/Ccorr)2 = (u(Cobs)/Cobs)2 + (u(Rm)/Rm)2

Tabla IX: Valores de las Incertidumbres up, u(Rm) y U

up = 1,01
u(Rm) = 0,01
uc = 1,01
U = 2,02

up = incertidumbre estandar calculada de los datos de validacién (ver spreadsheet: Validacion)
uc = Incertidumbres estandar combinadas, up2 + u(Rm)2
U=k x uc
donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%



ANEXO 12. HOJA DE TRABAJO: ANOVA Il VERIFICACION DE VALIDACION

ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE EN LA MEDICION
Anadlisis de Varianza (ANOVA)
Mensurando NITROGENO AMONIACAL Procedimiento PE 1,34
Equipo (s):

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Tabla |: Matriz: Agua Superficial

Grupos
lLab1l | HLab1l | mlab2 | IV Lab 2 | | | VI | Vil | 1X |
Test 1 1,68 1,68
Test 2 1,12 1,12
Test 3 1,12 1,68
Test 4 1,12 1,68
Test 5 1,68 1,12
Test 6
Tabla Il: Concentracién medida de la Muestra Enriquecida
1,0 mg/L
Grupos
lLabl [ nLab1l [ lab2 | IV Lab 2 [ [ VI Vil Vil IX
Test 1 2,24 2,24
Test 2 2,24 2,24
Test 3 1,68 2,80
Test 4 1,68 2,80
Test 5 2,80 1,68
Test 6
Spike (surrogate) = 1,000 mg/L
Spike recovery= 0,840 mg/L

Donde x = el resultado experimental

p 2

n 5




Tabla lll: Factor de Recuperacion

Grupos
I I [ 1 [ v | Vv [ Vi [ VI [ Vil IX
Test 1 0,560 0,560
Test 2 1,120 1,120
Test 3 0,560 1,120
Test 4 0,560 1,120
Test 5 1,120 0,560
Test 6
Tabla IV: Concentraciéon Recuperada de la Muestra Enriguecida
1,0 mg/L
Grupos
I I [ Il v Vv [ VI Vil Vil IX
Test 1 0,560 0,560
Test 2 1,120 1,120
Test 3 0,560 1,120
Test 4 0,560 1,120
Test 5 1,120 0,560
Test 6
X 0,784 0,896
S 0,307 0,307
s2 0,094 0,094
n 4 4
ns2 0,38 0,38

Tabla V: Calculo de los cuadrados medios entre-grupos y dentro-grupos

Grados de
Fuente de variacion Suma de cudrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe SSe = SSt - SSe ne =p-1 MSe = SSe / ne
Dentro-grupos SSd SSd = S nisi? nd = p(n-1) MSd = SSd/ nd
Total SSt SSt = nt st? nt = pn-1 -
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Suma de Grados de
Mensurando Fuente de varianza cuadrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe 0,0314 1 MSe = 0,031
NITROGENO AMONIACAL Dentro-grupos SSd 0,7526 8 MSd = 0,094
Total SSt 0,7840 9
El cuadrado medio, MSe y MSd, son comparados para determinar si MSe es significativamente mayor que MSd,
Es decir, si hay una diferencia estadisticamente significante entre-grupos. Para esto, se usa la prueba-F
Siendo sd, se y st las desviaciones estandares entre-grupos, dentro-grupos y total respectivamente, se tiene que:
[sd2= msd se2 = (MSe - MSd) / n st2 = se2 + sd2
Tabla VI: Prueba de Significacién y calculo de Varianzas
F=MSe/MSd FO0.05 p-value Significacién
Mensurando Fcalculado Fcritico a=0.05 estadistica? szd se? s2t
NITROGENO AMONIACAL 0,33 5,32 5,80E-01 No 0,094 0,000 0,094

If F > FO.05, existe una razonabl e evidencia de una real variaci én entre-grupos

If F < F0.05, es usual considerar que la variacién entre-grupos no es significante
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Incertidumbre expandida (U) de la medicién basada en la precision intermedia

Tabla VII:_Célculo de la Incertidumbre estandar (up), media e incertidumbre expandida (U)

0 sd se up media( X ) U RSDil RSDir
NITROGENO AMONIACAL 0,307 0,000 0,307 0,84 0,61 0,365 0,365
U=k x up
donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%
up = incertidumbre estandar de la precision intermedia (desviacion estandar total, st)
Un célculo de la incertidumbre dentro del rango del método puede ser calculado utilizando el RSDIR
segun la formula: U = 2 x RSDil x result
Tabla VIII: Célculo del factor de correccién (Rm) y su incertidumbre estandar, u (Rm)

Mensurando Rm Cobs Ccorr tcalc t0.05 Signif. u(Rm)
NITROGENO AMONIACAL 0,84 0,84 1,00 1,71 2,26 No 0,093

Incertidumbre en la medicion (incluye la incertidumbre del factor de recuperacion, Rm)
si Ccorr = (Cobs/Rm)
(u(Ccorr)/Ccorr)2 = (u(Cobs)/Cobs)2 + (u(Rm)/Rm)2

Tabla IX: Valores de las Incertidumbres up, u(Rm) y U

up = 0,31
u(Rm) = 0,09
uc = 0,32
U = 0,64

up = incertidumbre estandar calculada de los datos de validacion (ver spreadsheet: Validacion)
uc = Incertidumbres estandar combinadas, up2 + u(Rm)2
U=k x uc
donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%
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ANEXO 13.HOJA DE TRABAJO: ANOVA Il VERIFICACION DE VALIDACION

ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE EN LA MEDICION
Analisis de Varianza (ANOVA)

Mensurando NITROGENO AMONIACAL Procedimiento PE 1,34
Equipo (s):
RESULTADOS EXPERIMENTALES
Tabla l:  Matriz: Agua Superficial
Grupos
IlLabl1 | HLab1 lNlab2 | IV Lab 2 | [ Vi | VI | Vil | 1X |
Test 1 1,68 1,68
Test 2 1,12 1,12
Test 3 1,12 1,68
Test 4 1,12 1,68
Test5 1,68 1,12
Test 6
Tabla Il: Concentracion medida de la Muestra Enriquecida
12,0 mg/L
Grupos
IlLabl | lLab1 llab2 | IV Lab 2 [ [ Vi [ Vil Vil X
Test 1 12,32 12,32
Test 2 12,32 12,32
Test 3 13,44 13,44
Test 4 12,88 12,32
Test5 12,32 12,32
Test 6
Spike (surrogate) = 12,000 mg/L
Spike recovery= 11,200 mg/L

Donde x = el resultado experimental

p

2

n

5)
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Tabla lll: Factor de Recuperacion

Grupos
I I [ i [ v [ Vv [ Vi [ Vil [ Vil 1X
Test 1 0,887 0,887
Test 2 0,933 0,933
Test3 1,027 0,980
Test 4 0,980 0,887
Test5 0,887 0,933
Test 6
Tabla IV: Concentracién Recuperada de la Muestra Enriquecida
12,0 mg/L
Grupos
I I [ I v Vv [ VI Vil Vil IX
Test 1 10,6 10,6
Test 2 11,2 11,2
Test 3 12,3 11,8
Test 4 11,8 10,6
Test5 10,6 11,2
Test 6
X 11,312 11,088
S 0,730 0,469
s2 0,533 0,220
n 4 4
ns2 2,13 0,88

Tabla V: Célculo de los cuadrados medios entre-grupos y dentro-grupos

Grados de
Fuente de variacion Suma de cudrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe SSe = SSt - SSe ne =p-1 MSe = SSe / ne
Dentro-grupos SSd SSd = S nisi2 nd = p(n-1) MSd = SSd/ nd
Total SSt SSt = nt st? nt=pn-1 -
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Suma de Grados de
Mensurando Fuente de varianza cuadrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe 0,1254 1 MSe = 0,125
NITROGENO AMONIACAL Dentro-grupos SSd 3,0106 8 MSd = 0,376
Total SSt 3,1360 9
El cuadrado medio, MSe y MSd, son comparados para determinar si MSe es significativamente mayor que MSd,
Es decir, si hay una diferencia estadisticamente significante entre-grupos. Para esto, se usa la prueba-F
Siendo sd, se y st las desviaciones estandares entre-grupos, dentro-grupos y total respectivamente, se tiene que:
[ sd2= msd se2 = (MSe - MSd) / n st2 = se2 + sd2
Tabla VI: Prueba de Significacién y calculo de Varianzas
F=MSe/MSd F0.05 p-value Significacion
Mensurando Fcalculado Fcritico a=0.05 estadistica? s2d se? st
NITROGENO AMONIACAL 0,33 5,32 5,80E-01 No 0,376 0,000 0,376

If F > FO.05, existe una razonabl e evidencia de una real variaci 6n entre-grupos

If F < F0.05, es usual considerar que la variaciéon entre-grupos no es significante
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Incertidumbre expandida (U) de la medicion basada en la precision intermedia

Tabla VII: Calculo de la Incertidumbre estandar (up), media e incertidumbre expandida (U)

0 sd se up media( x ) U RSDil RSDir
NITROGENO AMONIACAL 0,613 0,000 0,613 11,2 1,2 0,055 0,055
U=kxup

donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%
up = incertidumbre estandar de la precision intermedia (desviacion estandar total, st)

Un célculo de la incertidumbre dentro del rango del método puede ser calculado utilizando el RSDiR
segun la férmula: U =2 x RSDil x result

Tabla VIIl: Célculo del factor de correccién (Rm) y su incertidumbre estandar, u (Rm)

Mensurando Rm Cobs Ccorr tcalc t0.05 Signif. u(Rm)

NITROGENO AMONIACAL 0,93 11,20 12,00 4,29 2,26 Yes 0,016

Incertidumbre en la medicién (incluye la incertidumbre del factor de recuperacién, Rm)
si Ccorr = (Cobs/Rm)
(u(Ccorr)/Ccorr)2 = (u(Cobs)/Cobs)2 + (u(Rm)/Rm)2

Tabla IX: Valores de las Incertidumbres up, u(Rm) y U

up = 0,61
u(Rm) = 0,02
uc = 0,61
U = 1,23

up = incertidumbre estandar calculada de los datos de validacion (ver spreadsheet: Validacion)
uc = Incertidumbres estandar combinadas, up2 + u(Rm)2
U=k xuc
donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%



Mensurando NITROGENO AMONIACAL

ANEXO 14.HOJA DE TRABAJO: ANOVA Il VERIFICACION DE VALIDACION

ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE EN LA MEDICION
Analisis de Varianza (ANOVA)

Procedimiento PE 1,34
Equipo (s):
RESULTADOS EXPERIMENTALES
Tabla l: Matriz: Agua Superficial
Grupos
lLab1 | nLtab1 [ nrlab2 ] IV Lab 2 [ | VI | VI [ Vil | IX [
Test 1 1,68 1,68
Test 2 1,12 1,12
Test 3 1,12 1,68
Test 4 1,12 1,68
Test 5 1,68 1,12
Test 6
Tabla Il: Concentracién medida de la Muestra Enriquecida
30,0 mg/L
Grupos
lLabl [ nLabl [ nllab2 | IV Lab 2 [ [ VI Vil VIl IX

Test 1 32,48 28,56
Test 2 30,24 30,24
Test 3 29,12 28,56
Test 4 28,56 29,12
Test 5 29,12 28,00
Test 6

Spike (surrogate) =

30,000 mg/L

Spike recovery=

28,000  mglL

Donde x = el resultado experimental

p 2

n 5
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Tabla lll: Factor de Recuperacién

Grupos
lLab1 | ntab1 [ nrlab2 ] IV Lab 2 [ Vv M [ VI [ Vil 1X
Test 1 1,027 0,896
Test 2 0,971 0,971
Test 3 0,933 0,896
Test 4 0,915 0,915
Test 5 0,915 0,896
Test 6
Tabla IV: Concentracién Recuperada de la Muestra Enriquecida
30,0 mg/l
Grupos
I [ Il [ I vV vV VI [ Vil [ Vil IX
Test 1 30,800 26,880
Test 2 29,120 29,120
Test 3 28,000 26,880
Test 4 27,440 27,440
Test 5 27,440 26,880
Test 6
X 28,560 27,440
S 1,428 0,970
s2 2,038 0,941
n 4 4
ns2 8,15 3,76

Tabla V: Calculo de los cuadrados medios en

tre-grupos y del

ntro-grupos

Grados de
Fuente de variacion Suma de cudrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe SSe = SSt - SSe ne =p-1 MSe = SSe / ne
Dentro-grupos SSd SSd = S nisi2 nd = p(n-1) MSd = SSd / nd
Total SSt SSt = nt st? nt = pn-1 -
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Suma de Grados de
Mensurando Fuente de varianza cuadrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe 3,1360 1 MSe = 3,136
NITROGENO AMONIACAL Dentro-grupos SSd 11,9168 8 MSd = 1,490
Total SSt 15,0528 9
El cuadrado medio, MSe y MSd, son comparados para determinar si MSe es significativamente mayor que MSd,
Es decir, si hay una diferencia estadisticamente significante entre-grupos. Para esto, se usa la prueba-F
Siendo sd, se y st las desviaciones estandares entre-grupos, dentro-grupos y total respectivamente, se tiene que:
[ sd2= msd se2 = (MSe - MSd) / n St2 = se2 + sd2
Tabla VI:_Prueba de Significacién y célculo de Varianzas
F=MSe/MSd F0.05 p-value Significacién
Mensurando Fcalculado Fcritico a=0.05 estadistica? sad se? s2t
NITROGENO AMONIACAL 2,11 5,32 1,85E-01 No 1,490 0,329 1,819

If F > FO.05, existe una razonabl e evidencia de una real variaci 6n entre-grupos

If F < F0.05, es usual considerar que la variacion entre-grupos no es significante
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Incertidumbre expandida (U) de la medicidon basada en la precision intermedia

Tabla VII: Calculo de la Incertidumbre estandar (up), media e incertidumbre expandida (U)

O sd se up media( X ) U RSDil RSDir
NITROGENO AMONIACAL 1,220 0,574 1,349 28,00 2,70 0,048 0,044
U=kxup

donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%
up = incertidumbre estandar de la precision intermedia (desviacion estandar total, st)

Un célculo de la incertidumbre dentro del rango del método puede ser calculado utilizando el RSDiR
segun la férmula: U =2 x RSDil x result

Tabla VIII: Calculo del factor de correccién (Rm) y su incertidumbre estandar, u (Rm)

Mensurando Rm Cobs Ccorr tcalc t0.05 Signif. u(Rm)

NITROGENO AMONIACAL 0,93 28,00 30,00 4,89 2,26 Yes 0,014

Incertidumbre en la medicion (incluye la incertidumbre del factor de recuperacion, Rm)
si Ccorr = (Cobs/Rm)
(u(Ccorr)/Ccorr)2 = (u(Cobs)/Cobs)2 + (u(Rm)/Rm)2

Tabla IX: Valores de las Incertidumbres up, u(Rm) y U

up = 1,35
u(Rm) = 0,01
uc = 1,35
U = 2,70

up = incertidumbre estandar calculada de los datos de validacion (ver spreadsheet: Validacion)
uc = Incertidumbres estandar combinadas, up2 + u(Rm)2
U=k x uc
donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%



Mensurando NITROGENO AMONIACAL

ANEXO 15.HOJA DE TRABAJO: ANOVA Il VERIFICACION DE VALIDACION

ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE EN LA MEDICION
Analisis de Varianza (ANOVA)

Procedimiento PE 1,34
Equipo (s):
RESULTADOS EXPERIMENTALES
Tabla l: Matriz: Agua superficial
Grupos
lLabl | nLab1 | mlab2 ] IV Lab 2 | VLiab1 | VI [ VI | Vil | 1X |
Test 1 1,68 1,68
Test 2 1,12 1,12
Test 3 1,12 1,68
Test 4 1,12 1,68
Test 5 1,68 1,12
Test 6
Tabla Il: Concentracién medida de la Muestra Enriquecida
50,0 mg/L
lLabl | HLab1 [ 1mlab2 | IV Lab 2 [ V Lab 1 [ Vi [ Vi VIl IX

Test 1 49,28 48,72
Test 2 51,52 48,72
Test 3 51,52 49,28
Test 4 49,28 49,28
Test 5 49,28 51,52
Test 6

Spike (surrogate) =

50,000 mg/L

Spike recovery=

48,440  mglL

Donde x = el resultado experimental

p 2

n 5
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Tabla lll: Factor de Recuperaciéon

Grupos
1 [ I [ 1 | v [ Vv | Vi [ VI [ Vil IX
Test 1 0,952 0,941
Test 2 1,008 0,952
Test3 1,008 0,952
Test 4 0,963 0,952
Test5 0,952 1,008
Test 6
Tabla IV: Concentracién Recuperada de la Muestra Enriquecida
50,0 mg/L
Grupos
I Il [ Il v v | VI VI Vil IX
Test 1 47,600 47,040
Test 2 50,400 47,600
Test 3 50,400 47,600
Test 4 48,160 47,600
Test5 47,600 50,400
Test 6
X 48,832 48,048
S 1,450 1,337
s2 2,101 1,788
n 4 4
ns2 8,40 7,15

Tabla V: Célculo de los cuadrados medios entre-grupos y dentro-grupos

Grados de
Fuente de variacion Suma de cudrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe SSe = SSt - SSe ne =p-1 MSe = SSe / ne
Dentro-grupos SSd SSd = S nisi? nd = p(n-1) MSd = SSd/ nd
Total SSt SSt = nt st? nt=pn-1 -
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Suma de Grados de
Mensurando Fuente de varianza cuadrados (SS) libertad (v) Cuadrado medio (MS)
Entre-grupos SSe 1,5366 1 MSe = 1,537
NITROGENO AMONIACAL Dentro-grupos SSd 15,5546 8 MSd = 1,944
Total SSt 17,0912 9
El cuadrado medio, MSe y MSd, son comparados para determinar si MSe es significativamente mayor que MSd,
Es decir, si hay una diferencia estadisticamente significante entre-grupos. Para esto, se usa la prueba-F
Siendo sd, se y st las desviaciones estandares entre-grupos, dentro-grupos y total respectivamente, se tiene que:
[sd2= msd se2 = (MSe - MSd) / n st2 = se2 + sd2
Tabla VI: Prueba de Significacién y célculo de Varianzas
F=MSe/MSd F0.05 p-value Significacién
Mensurando Fcalculado Fcritico a=0.05 estadistica? sad se? s2t
NITROGENO AMONIACAL 0,79 5,32 4,00E-01 No 1,944 0,000 1,944

If F > FO.05, existe una razonabl e evidencia de una real variaci 6n entre-grupos

If F < F0.05, es usual considerar que la variacién entre-grupos no es significante
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Incertidumbre expandida (U) de la medicion basada en la precision intermedia

Tabla VII: _Calculo de la Incertidumbre estandar (up), media e incertidumbre expandida (U)

0 sd se up media( X ) U RSDil RSDir
NITROGENO AMONIACAL 1,394 0,000 1,394 48,4 2,8 0,029 0,029
U=kx up

donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%
up = incertidumbre estandar de la precision intermedia (desviacion estandar total, st)

Un célculo de la incertidumbre dentro del rango del método puede ser calculado utilizando el RSDIiR
segun la féormula: U =2 x RSDil x result

Tabla VIII: Célculo del factor de correcciéon (Rm) y su incertidumbre estandar, u (Rm)

Mensurando Rm Cobs Ccorr tcalc t0.05 Signif. u(Rm)

NITROGENO AMONIACAL 0,97 48,44 50,00 3,58 2,26 Yes 0,009

Incertidumbre en la medicién (incluye la incertidumbre del factor de recuperacion, Rm)
Si Ccorr = (Cobs/Rm)
(u(Ccorr)/Ccorr)2 = (u(Cobs)/Cobs)2 + (u(Rm)/Rm)2

Tabla IX: Valores de las Incertidumbres up, u(Rm) y U

up = 1,39
u(Rm) = 0,01
uc = 1,39
U = 2,79

up = incertidumbre estandar calculada de los datos de validacion (ver spreadsheet: Validacion)
uc = Incertidumbres estandar combinadas, up2 + u(Rm)2
U=k x uc
donde: k = factor de cobertura de 2, correspondiente a un nivel de confianza de 95%
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