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RESUMEN

El rio Daule es la fuente de agua para aproximadamente 3 millones de personas,
desde el cantén Pichincha en la Provincia de Manabi hasta el cantén Guayaquil en
la Provincia del Guayas. La calidad de sus aguas se ve influenciada por las
descargas agricolas, domésticas, naturales e industriales que se realizan a lo largo
de su recorrido.

Entre los parametros usados para determinar la calidad del agua se encuentran los
aniones que determinan el balance iénico del cuerpo acuatico de una region.

Este trabajo exhibe las actividades para la validaciéon del método de ensayo
“Cuantificacion de Aniones CI7, NO,™, NO;~, PO43'y S0~ por cromatografia idnica
para una matriz de agua de rio”, lo que ha dado como resultado un método
estandarizado y validado.

Con el objetivo de estimar los aportes de los iones CI™ (cloruro), NO,™ (nitrito), NO3~
(nitrato), PO,> (fosfato) y SO4* (sulfato), se presentan adicionalmente las
actividades como toma de muestra en las 6 estaciones del rio Daule, en la represa
Daule — Peripa y en el sector Pichincha, el analisis de las muestras corrido en el
equipo de cromatografia idnica Metrohnm 883 y el analisis estadistico de sus
resultados a un nivel de confianza del 95 %.

Se realizan comparaciones estadisticas entre las muestras tomadas en las distintas
estaciones y puntos de muestreo, para saber si existe diferencia significativa en los
aportes del cauce y adicionalmente se compara con los valores dados por las
normas ambientales del TULSMA (Texto Unificado de Legislacion Secundaria del
Ministerio del Ambiente).

Se observa que existe diferencia significativa de los aniones, entre un dia y otro,
en la represa Daule-Peripa, Pichincha y sector Puente Lucia; mientras que no
existe diferencia significativa entre las 6 estaciones seleccionadas en Puente Lucia.
Adicionalmente se observa que hay diferencia significativa frente a los valores de
TULSMA, los mismos que son mayores a los contenidos en las muestras de agua
del rio Daule.

Palabras clave: aniones CI-, NO, , NO3~, PO,*, SO,*, Validacion, Cromatografia
ionica. Rio Daule.

\



iNDICE GENERAL

INDICE GENERAL

INDICE DE TABLAS

INDICE DE GRAFICAS
iNDICE DE ILUSTRACIONES
INTRODUCCION

CAPITULO 1
GENERALIDADES
1.1 Cromatografia
Historia e importancia de la cromatografia iénica.
Intercambio l6nico
Nutrientes
Investigaciones realizadas sobre monitoreo de rios
Rio Daule
Validacion de Métodos

IR R N N (I N |
~NOoO O bk~ WN

CAPITULO 2
PROCEDIMIENTO ESTANDARIZADO DE VALIDACION DE METODO
2.1 Objetivo
2.2 Alcance
2.3 Justificacion del Método
2.4 Responsabilidades
2.5 Cualificacion y funcionamiento de los equipos vy
reactivos
2.6 Procedimiento de analisis
2.7 Toma de muestra experimental
2.8 Calculos

CAPITULO 3

METODOLOGIA DE ANALISIS DEL AGUA DEL RiO DAULE
3.1 Determinacion de los puntos de muestreo
3.2 Toma de muestras
3.3 Preparacién de muestras en el laboratorio
3.4 Analisis diversos

CAPITULO 4
RESULTADOS
4.1 Resultados de pruebas para Validacion
4.2 Resultados de analisis realizados en muestras de
agua del rio Daule
4.3 Analisis estadistico de muestras de agua del rio Daule
4.4 Analisis de muestras tomadas en la represa Daule —

Pag.

VI
Xl
A\
XV
XVI

35
35
35
36
36

38
42
43

44
46
47
47

48
95

98
123

VI



Peripa y en puntos como Pichincha y Puente Lucia

4.5 Prueba estadistica “t” de student

4.6 Comparacioén de las muestras de agua de rio versus
los valores establecidos en la normativa ambiental
TULSMA.

4.7 Resultados de Analisis de pH

4.8 Resultados de Analisis de Conductividad

4.9 Analisis de resultados

CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

128
132

132
133
133

137

141

Vil



ANOVA
CEPE
Cl

%CV
CI

DS
FAO

F
INAMHI
INEN
LC

LD

Lo

m

mgl™
NDS
NO,
NO;"

p

pH
PNUD
PO,
ppm

R2

r

S

S0~

t

terit.
texp.
TULSMA
MS/cm
UNESCO
UNEP
A

ABREVIATURAS

Analisis de varianza

Comision econémica para Europa

Cromatografia lonica

Coeficiente de variacion o variacion relativa

Cloruro

Difiere significativamente

Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura
Prueba Fisher

Instituto Nacional de Mineralogia e Hidrologia

Instituto Ecuatoriano de Normalizacion

Limite de cuantificaciéon

Limite de deteccidn

Intercepto

Pendiente

Miligramos por litro

No difiere significativamente

Nitrito

Nitrato

Probabilidad

Potencial de hidrégeno

Programa para el desarrollo de las Naciones Unidas
Fosfato

Partes por millon

Coeficiente de determinacion

Coeficiente de correlacion

Desviacion estandar

Sulfato

De prueba t de student

t critico, valor de tabla

t experimental o calculada

Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente.
Micro siemens por centimetro

Organizacién de las Naciones Unidas para la Educacién
Programa de las Naciones Unidas para el medio Ambiente. PNUMA
Conductividad equivalente



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Numero de habitantes de los sectores de las riberas del rio Daule

(INEC, 2013 it XIX
Tabla 2 . Historia de la cromatografia idnica (Eith et al., 2001) .......ccccoeeiiiiriiiinnnnnnnn. 4
Tabla 3. Valores referenciales de aniones (OMS, 2006)...........cccoovvviiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 11
Tabla 4. Valores referenciales de otros organismos para el nivel maximo de

ingesta (RYCZEIl, 2006 ) ......ooviiiiiiiii e 12

Tabla 5. Limites maximos permisibles para agua de consumo humano y uso
domeéstico, que unicamente requieren tratamiento convencional, Aniones

(TULSMA,L2003) ...ttt a e e e e e e e e e e e e e e e aeas 16
Tabla 6. Informacién guia de seleccion de caracteristicas de rendimiento de

= 1S T= Y/ 1= 22
Tabla 7. Responsabilidades de las actividades de validacion .............cc..c...oeee 36
Tabla 8. Concentracion de estandares en mezcla de ensayo...........ccccceeeeeeeeenennn, 39
Tabla 9. Volumenes en ml afladidos a partir de la mezcla de estandares............... 40
Tabla 10. Estandares con concentracién conocida de aniones (ppm)..................... 40
Tabla 11. Estaciones de muestreo en sector Puente Lucia ............c.c..ocoeeiiiinn 45
Tabla 12. Tiempo de retencién y resolucion de los aniones de estudio................... 49
Tabla 13. Ecuacién de la recta y coeficiente de correlacion.............cccccceeeeeeeii, 50
Tabla 14. Resultados de concentracion del idn CI™ en la mezcla de estandares .....50
Tabla 15. Resumen de estadisticos, por minimos cuadrados, Cl™................coeees 52
Tabla 16. Limites de m y Lo, ClIm ..o 55
Tabla 17. Regién de confianza de la recta de calibracibn de ClI™...............oooooee. 56
Tabla 18. Concentracion de NO,™, en la mezcla de estandares ............cccevveeveniean.. 57
Tabla 19. Resumen de estadisticos, minimo cuadrados, NOy ™ ........cceviviviniennnnnnn. 58
Tabla 20. Limites de m y Lo, para NOy ....cooiiiiiiiiii e 59
Tabla 21. Region de confianza de la calibracion...............oovvvvviviiiiiiiiiiiieeeeeeeee 59
Tabla 22. Concentraciones de lon NO3;™,en mezcla de estandares.......................... 60
Tabla 23. Resumen de estadisticos, minimos cuadrados, NO3™ ..........ccoeevvvneeinnnnnns 62
Tabla 24. Limites de m y Lo, para NO3 ...coooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 62
Tabla 25. Regién de confianza de la calibracidon, NO3 .......ccoiviiiiiiiiiiicii e, 63
Tabla 26. Resultados de concentracién de ién PO,>, en la mezcla de

LYy = [T F= T 64
Tabla 27. Resumen de estadisticos, por minimos cuadrados, PO/ i, 65
Tabla 28. Limites de m y Lo, para PO e 66
Tabla 29. Regién de confianza de la calibracidn............cccccceeeeii i, 66
Tabla 30. Resultados de concentracion de ion SO,%, en la mezcla de

LTy = [ Lo F= T 67



Tabla 31. Resumen de estadisticos, cuadrados minimos, SO4% ......coooveeeecveeveenenn, 69

Tabla 32. Limites de M Y L0, SOu4Z .. .o 69
Tabla 33. Regién de confianza de la recta de calibracion, SO ........ccoeeveeevennne.. 69
Tabla 34. Tabla de residuales de NO, ™, PO,>, NOs w.veeioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 71
Tabla 35. Residuales de ClIT Y SO4Z ... 71
Tabla 36. Resultados del test de Cochran ...........cccooooiiiiiiiiii e, 73
Tabla 37. Valores del coeficiente de variacion del factor de respuesta................... 73
Tabla 38. Concentraciones para ensayo de repetibilidad 4.5y 2.5 pm................... 74
Tabla 39. Concentraciones para ensayo de repetibilidad 10y 5 ppm ..................... 75
Tabla 40. % CV de los aniones para analisis de repetibilidad .............cccccoeeveenin. 76
Tabla 41. Concentraciones para ensayo de repetibilidad 10y 5 (ppm) .......ceeee. 77
Tabla 42. Concentraciones para analisis de precision intermedia........................... 77
Tabla 43. % CV de los aniones para precision intermedia............ccccccieiiiieeeeeeenes 78
Tabla 44. Resultado de concentraciones, repetibilidad del método......................... 78
Tabla 45. Resultados de analisis de repetibilidad del método...........ccceeeivieinns 79
Tabla 46. Resultados de analisis de muestras estandar con 1 ppm de aniones .....80
Tabla 47. Resultados de analisis de muestras con 2 ppm de cada anién ............... 81
Tabla 48. Resultados de analisis de muestras con 1.8 ppm de CI, 2 de SO,*

y 1 ppm de NO,~, 1 ppm de NO5™y 1 ppm de PO ..o, 81
Tabla 49. Resultados de analisis con muestras 1,8 ppm de CI, 2 de SO, z y

1 ppm de NO,, 1 ppm de NOzy 1 ppm de PO, ..., 82
Tabla 50. Soluciones con 3.6 ppm CI7, 2 ppm de NO,", 2 ppm de NOj",

2 ppm de PO, Y 4 PPM de SO4Z ..o 82
Tabla 51. Resultados de analisis de muestras con 7.5 ppm de ClI;

7.6 ppm de SO,% y 3.8 ppm de NO,, NO3 Y POLY ..o, 83
Tabla 52. Soluciones con 13 ppmde CI7, 7.5 ppm NO,", 7.5 ppm NO;",

7.5 pPM PO, Y 15 PPM SO47 . oo 84
Tabla 53. Resumen de resultados del porcentaje de recuperacion........................ 85
Tabla 54. Concentraciones del estandar primario Multi-anion..............cccccooooevieee. 86
Tabla 55. Resultados de analisis de muestras de agua del rio Daule...................... 87
Tabla 56. Adiciones 1 a la muestra Control ...........cccoooviiiiiiiiiiini e, 87
Tabla 57. Adiciones 2 ala muestra control ..............oooviiiiiiiiini e 88
Tabla 58. Resumen del porcentaje de recuperacion .............ccoooeeeeveeeiiiiiiineeeeeeeeeees 89
Tabla 59. Limites de deteccidn y de cuantificacion .............ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 89
Tabla 60. Limites de cuantificacion..............cooovvviiiiiiiieee e 90
Tabla 61. Valores del limite minimo de deteccidon LD ..........cccooeviiiviiiiiiiiiiiieeeeeee, 9
Tabla 62. Valores del tiempo de retencion...........cccoooeviiiiiiiiiiiii e 91
Tabla 63. NUmero de platos t€OrCOS .......cccuviiiiiiii e 92
Tabla 64. Valores de asimetria T ..o 92
Tabla 65. Concentraciones de estandar al inicio y fin de trabajo..............cccuveeeeeen. 93
Tabla 66. Concentracion de CI” en el rio Daule, sector Puente Lucia..................... 94
Tabla 67. Concentracion de PO,> en el rio Daule, sector Puente Lucia............... 94
Tabla 68. Concentracion de SO,* en el rio Daule, sector Puente Lucia................. 95
Tabla 69. Concentracion de NO;™ en el rio Daule, sector Puente Lucia.................. 95
Tabla 70. Concentracion de aniones en la represa Daule - Peripa ...........ccccevee..... 96
Tabla 71. Concentracion de aniones, sector Pichincha..............ccoooiveiiiiiiiiiiiins 96

Xl



Tabla 72. Concentracidon de aniones, sector Puente Lucia ..........coovvevveiiiiiieieneann.n, 97

Tabla 73. Concentraciones de ion Cl en D1, D2y A ..., 98
Tabla 74. ANOVA paraion Cl, entredias en A ..., 98
Tabla 75. Concentraciones deion Cl enD1yD2enB......cccccoooeiiiiiiiiiiieiiieeeeei, 99
Tabla 76. ANOVA paraion Cl,entredias en B ............oooiiiiiiiiiiiiicieeeeeee, 100
Tabla 77. Concentraciones deion Clren D1 en Ay B ... 101
Tabla 78. ANOVA paraion Cl, enun mismodiaD1,en AyB ......cccoceeeiieiniinnnn, 101
Tabla 79. Concentraciones de ion Clren D2 en Ay B ... 102
Tabla 80. Anova para ién CI', enun mismo dia D2, en Ay B.......ooovvviviiiiiiiiiinnnn. 103
Tabla 81. Concentraciones de ion NO3;"en D1y D2enA........ooooiiiiiiiiieieeecennn, 104
Tabla 82. ANOVA paraion NOjz ™, entredias en A.........ccooeiiiiiiiiiiiii e, 104
Tabla 83. Concentraciones de ion NO3™ (ppm) en estaciones D1y D2 agua

arriba (B) oo 105
Tabla 84. ANOVA para idon NO3 , entredias, enB .........ccooovviiiiiiiiiiiiiiecen, 106
Tabla 85. Concentracion de ion NO3™ (ppm), en dia D1 en estaciones Ay B ...... 107
Tabla 86. ANOVA paraion NO3,enD1en AyB....ooooriiiiie e 107
Tabla 87. Concentracionde ion NO3™ (ppm), en dia D2, en estaciones Ay B........ 108
Tabla 88. ANOVA paraion NO3™ ,enD2en Ay B ... 109
Tabla 89. Concentraciones de ion PO,* (ppm), en estacionesD1y D2 agua

AITIDA (A i et e e e e e e e aaaaaaaaaa 110
Tabla 90. ANOVA para ionPO,> en D1y D2 en A .......cccoovovieeeeeeeeeeeeereeens 110
Tabla 91. Concentraciones de ion PO4> (ppm), en estacionesD1 y D2 agua

AITIDA (B ) coeieiiiiee e e e e e e aaaaa 111
Tabla 92. ANOVA paraion PO,> enD1yD2enB......ccccooovieeereeeeeeeeereeens 112
Tabla 93. Concentracion de PO,* (ppm), en dia D1, en ambas estacionesAy B ..113
Tabla 94. ANOVA para ion PO43"entre Ay B, en D1 ..ooiiiiiiiiiiecieeeeeee 113
Tabla 95. Concentracionde PO,* (ppm), en dia D2, en ambas estaciones Ay B .114
Tabla 96. ANOVA para ion PO,> enA yBenD2...... 115
Tabla 97. Concentracion de SO4% (ppm), en D1y D2 en estaciones (A)

= Lo U E= T 1 | o ¥ 116
Tabla 98. ANOVA para de i6n S0,% entre dias D1 y D2 en estacién A............... 116
Tabla 99. Concentraciones de ion SO4Z enD1yD2enB......c.ccccvveveeereeeennn, 117
Tabla 100. ANOVA para ion SO,* entre dia D1y D2 en estacién B.................... 118
Tabla 101. Concentraciones de ion SOZen AyBen D1 .......cccooevveveeecrcnennn, 119
Tabla 102. ANOVA para ion SO,*entre estaciones Ay B endiaD1................... 119
Tabla 103. Concentraciones de i6n SOZ enD2en Ay B....cccocooveeveveeereeennn, 120
Tabla 104. ANOVA para i6n S0,* en D2 entre las estaciones A YB. 121
Tabla 105. Concentraciones de i6n CI" en AB y represa.........cccccvvevvevveeeeeeeeenennn. 122
Tabla 106. ANOVA para ion Cl” entre AB y represa.........cccceeveeeiiiieiiiiiiiiieeeeeeennns 123
Tabla 107. Concentraciones de ion SO,%en las estaciones Yy represa.....ccceee....... 124
Tabla 108. ANOVA para ion SO entre estaciones y represa.............cccocoeveueee... 124
Tabla 109. Concentraciones de ion CI”, Represa, Pichincha y Puente Lucia........ 125
Tabla 110. Prueba t, CI", Represa vs Pichincha...........c.ccccccoooiiiiiiiiii, 127
Tabla 111. Prueba t, CI", Represa versus Puente Lucia ............ccccoevvvvciiiiiinenennnn, 127
Tabla 112. Concentracién de ion SO,%, Represa, Pichincha y Puente Lucia ....... 128
Tabla 113. Prueba t, SO,*", Represa vs Pichincha ...........ccccooiii 128

Xl



Tabla 114. Prueba t, SO,*, Represa versus Puente Lucia.......cc.ccccooeeiiiiien, 129
Tabla 115. Concentraciones de iones frente a normativa ............cccooeevvvveeeeeennnnn... 130
Tabla 116. Valores de pH de las estaciones muestreadas durante los dos dias...130
Tabla 117. Valores de conductividad de las estaciones muestreadas durante

(o SRe [0S 3o | = - TR 131
Tabla 118. Resumen de validacion del método .............eiiiiiiiiiiiiiiii e, 132
Tabla 119. Comparacién de valores de prueba F, ClI™.......cccoooiiiiiiiii, 133
Tabla 120. Comparacién de valores de prueba F, NO3 ......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 134
Tabla 121. Comparacion de valores de prueba F, PO, .......covoioiiieiieeieen. 134
Tabla 122. Comparacién de valores de prueba F, S04 e, 134
Tabla 123. Valores F, de estaciones incluyendo represa Daule............cccccceeeee.. 135

Xl



Griéfica 1.
Grafica 2.

iNDICE DE GRAFICAS

Recta de calibracién, ion CI, a través del programa Magic Net.............. 51
Representacion grafica de recta de calibracion para CI7, usando el

Programa EXCEl.........coi i 52
Grafica 3. Region de confianza para Cl ... 56
Grafica 4. Recta de calibracion de NOy ..., 57
Grafica 5. Recta de calibracién para ién NO,™, a través del programa Excel........... 58
Grafica 6. Region de confianza de NOy ..o 60
Grafica 7. Recta de calibracién de NO;3™, programa Magic Net ............cccccoeeeee 61
Grafica 8. Recta de calibracién para ion NO3™, programa Excel...........cccccceeeeeennn. 61
Grafica 9. Region de confianza de la recta de calibracion, NO3™...........ovvveeeeeenne. 63
Gréfica 10. Recta de calibracion del ion POLZ .....oeooeeeeeee oo 64
Gréfica 11. Recta de calibracion para idnPO4 .........covieoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 65
Grafica 12. Recta de region de confianza, PO e, 67
Grafica 13. Recta de calibracion del ion SO4Z ..o, 68
Grafica 14. Recta de calibracion de idn SOuZ ..o, 68
Grafica 15. Region de confianza de la recta de calibracion, SO e, 70
Grafica 16. Residuales de NO; ™, PO, Y NO3 .o, 72
Grafica 17. Residuales de CIT Y SO4Z ... .o, 73
Grafica 18. Precipitacion diaria, Guayaquil, marzo 2012 .........cccooeeiiiiiiiiiiieeneennn. 134
Gréfica 19. Acumulado de precipitaciones Guayaquil, Agosto 2012 .................. 135

XV



iNDICE DE ILUSTRACIONES

llustracion 1. Diagrama esquematico que muestra los procesos en cromatografia

o] 3 [ To= WU PP U PSSR UPPPTPR 5
llustracion 2. Componentes del cromatografo iOniCO.........cceeeeeviiiiiiiiiiiiiieeeeee, 7
llustracién 3. Concentracién de NO,” mas NO;™ en mg.I"" en agua superficial y

ST [=ToteTo] g F=To [ 1 o o] gl = Te | (o] o AN 10
llustracion 4. Recorrido del rio Daule, desde represa hasta Guayaquil ................... 16
llustracion 5. Embalse de la represa Daule Peripa..........cccoooevvviiiiiiiiiiieeeeeeeein. 17
llustracion 6. Rango de linealidad, representacién grafica...........ccccceeeeeieiiiiiinnnnnnnn. 25
llustracion 7. Descripcion del pico cromatografiCo ..............eeevvieieeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennas 34
llustracion 8. Estaciones de muestreo ...........oii i 44

XV



INTRODUCCION

El agua dulce es un recurso finito y vital para el hombre, es el recurso clave para el
desarrollo sostenible (ONU, 2013). Tal es su importancia que organismos a nivel
mundial trabajan para su cuidado, proteccion y reparticion equitativa como la
Organizacién de las Naciones (ONU), Programa de desarrollo de las Naciones
Unidas para el Desarrollo (PNUD), Organizacion de las Naciones Unidas para la
Educacion (UNESCO), Comision Econémica para Europa (CEPE), Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO), Programa de
las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (UNEP), Programa de las Naciones
Unidas para Asentamientos Humanos (UN-HABITAT) y otras.

Este importante e imprescindible recurso de una gran parte de la poblacion del
Ecuador incluyendo la ciudad de Guayaquil esta ubicado en el ambito del
Ecosistema Guayas (EG), ecosistema de especiales connotaciones donde habita el
42 % de la poblacion nacional y se asientan 16 de las ciudades del Ecuador con
mas de 50 000 habitantes (Montano, 2010). En este sentido el presente proyecto se
se propone caracterizar el entorno del rio Daule, especificamente en el tramo de
sus aguas comprendido entre la represa Daule-Peripa y la ciudad de Guayaquil,
atravesando las poblaciones de Balzar, Colimes, Palestina, Santa Lucia, Daule y
Nobol.

Generalmente, el agua de los rios, es usada para esparcimiento, regadio, industria
y para el consumo humano al ser potabilizada previamente; sin embargo,
descargas industriales, téxicas, domésticas, enriquecimiento de nutrientes causan
degradacion de la calidad de agua (Palacios y Burgos, 2009; Rodriguez , 2002;
Helmer, 1994). De esta manera, las descargas industriales sin tratamiento, falta de
recoleccién de residuos solidos, aplicacion indiscriminada de fertilizantes y
plaguicidas afectan a la Cuenca del rio Guayas (Montafio, 2008) de la cual forma
parte el rio Daule.

Entre las especies quimicas que sirven para advertir de un posible deterioro del
agua, a corto o largo plazo estan los aniones, entre ellos: cloruros (CI), nitritos
(NO), nitratos (NOjy"), fosfatos (PO,*) y sulfatos (SO,*), cuya presencia en
cantidades superiores a lo permitido podrian causar dano a la poblacién y al medio
ambiente.

Para la determinacién de estas substancias a través de una metodologia apropiada
como es la cromatografia iénica, fue necesario efectuar la estandarizacién de un
método y su validacion a través de rectas de calibracion, ensayos de repetibilidad,
repetibilidad media, repetibilidad instrumental, adecuabilidad del sistema y pruebas
de recuperacion con un material de referencia certificado (MRC), esto con el
proposito de obtener un método seguro y resultados confiables que muestren
informacioén real de las aguas del rio Daule.
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La aplicacién de este método validado fue realizado en las muestras de agua
tomadas en las diferentes estaciones seleccionadas en el rio Daule, represa
Daule—Peripa y sector Pichincha.

Problema

El agua se contamina a través de la atmésfera al punto que ciertos contaminantes
han sido observados en el hielo y nieve del Artico y Antartica (Helmer y Meybeck,
1996). Entre tales contaminantes se incluyen metales pesados, PCBs, pesticidas
(AMAP, 1997) y a través del suelo, el agua dulce se contamina por la descarga de
aguas residuales domeésticas, industriales y ciertas actividades agricolas y
ganaderas, por el uso de pesticidas y de fertilizantes (Helmer y Meybeck, 1996;
Ryczel, 2006). En los ecosistemas agua-suelo el deterioro es debido a salinizacién,
enriquecimiento de nitratos, contaminacién de pesticidas y erosién (Helmer, 1994).

La presencia de ciertas substancias quimicas en el agua restringe su uso. De esta
manera, la alcalinidad, salinidad, CI", SO,%, NO,™ y NO;™ se incluyen dentro de las
normativas que regulan el uso del agua. El Codex Alimentarius a través de la
Norma Codex para las aguas minerales naturales (Codex 108, 1981) establece los
limites de determinadas substancias quimicas que podrian afectar a la salud de la
poblacion. La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) presenta
informacion completa sobre leyes y normas referente a la calidad de distintos tipos
de agua y al mantenimiento de su calidad (EPA, 2012).

En el Ecuador el Ministerio del Ambiente a través del Decreto Ejecutivo No. 3516.
RO/Suplemento 2 de 31 de marzo de 2003 se crea el Reglamento a la Ley de
Gestion Ambiental para la prevencién y Control de la contaminacion ambiental, a
través del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente
(TULSMA). Este cuerpo legal establece las normas generales nacionales
aplicables a la prevencién y control de la contaminacion ambiental, los impactos de
las actividades econdmicas, los limites permisibles de emision, descargas, vertidos
al ambiente y los criterios de calidad de agua, aire y suelo (TULSMA, 2003). En
este texto, se establecen los limites permisibles de diferentes sustancias, para el
agua destinada a consumo humano previamente potabilizada.

Entre las substancias quimicas a analizar esta el CI" que le comunican al agua un
sabor desagradable y ademas puede ser corrosivo; los SO,> que contribuyen a la
salinidad y su presencia en alta concentracion tiene efecto laxante; el NO3™ que
podria indicar oxidacion de la materia organica por bacterias, fertilizantes residuales
y NO,™ cuya presencia hace que el agua no se pueda potabilizar por el riesgo de
causar la inutilizacion de la hemoglobina en la sangre, en especial en los infantes
(Helmer y Meybeck, 1996; Helmer R., 1994).

El agua del rio Daule se usa para consumo humano, riego, uso domeéstico,
pecuario y para recreacion; sin embargo se observa que poblaciones que se
encuentran en sus riberas descargan en su cauce basura, desechos industriales,
domésticos y aguas servidas sin tratamiento previo, o que de seguro afecta a la
calidad de la misma. Como consecuencia se ha evidenciado, bajos niveles de
oxigeno (Universidad Agraria, 2009), presencia de aniones como sulfatos (SO,%),
nitratos (NOjy"), fosfatos (PO4>) y numero de coliformes fecales superior a lo
establecido en el TULSMA libro VI Anexo | Tabla 1 (Proafio, 2011).
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La situacion del rio Daule lejos de ser ideal, a la fecha 04-04-2012, solamente 50
de 200 empresas catastradas, es decir el 25 % tienen licencia ambiental. Y
solamente 7 de estas 200 relacionadas directamente al rio, tienen una certificacion
ecologica que garantiza su cuidado y conservacion. Por ello la necesidad de
regularizar y aplicar correctos planes de manejo de desechos sélidos y afluentes
industriales (Ecuador inmediato, 2012).

Segun lo expuesto, es necesario conocer la carga de aniones presentes en el rio
Daule, en especial en el sector donde se iniciara la potabilizacién, y esto a través de
un método validado que demuestre confianza y seguridad de los resultados.

Hipétesis
Tomando como referencia los niveles establecidos en la normativa TULSMA libro VI
Anexo 1, el contenido de aniones en el rio Daule no es significativamente diferente

de lo permitido para agua de consumo humano y uso domeéstico previo a ser
potabilizada.

Objetivos

General

Estimar el aporte de aniones cloruros (CI7), nitritos (NO,"), nitratos (NO3"), fosfatos
(PO,¥) y sulfatos (SO,*) en el rio Daule, sector Puente Lucia, en 6 estaciones
seleccionadas y en la represa Daule—Peripa, a través de un método validado por
cromatografia iénica.

Especificos

1. Elaborar un procedimiento estandarizado para la determinacién de los
aniones cloruro (CI), nitrito (NO,"), nitrato (NO3"), fosfato (PO,*) y sulfato
(SO,%) por cromatografia iénica.

2. Validar el método de analisis de iones por cromatografia idnica de: cloruro
(CI"), nitrito (NOy"), nitrato (NO3”), fosfato (PO,>) y sulfato (SO,*) para la

matriz agua de rio.

3. Analizar el contenido de los aniones cloruro (CI7), nitrito (NO;"), nitrato
(NO3"), fosfato (PO4>) y sulfato (SO,*7) en funcién de la normativa vigente.

4, Comparar la carga aniones aguas arriba y aguas abajo del sector La Toma.

Justificacion
El planteamiento de programas de mejora inicia con el conocimiento de las

condiciones actuales o la determinacién de linea base, por ello un programa de
gestion de calidad de agua requiere informacion de la calidad de agua existente, de
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la influencia de las actividades del ser humano, los criterios del agua presente y de
los usos planificados (Helmer y Meybeck, 1996).

El rio Daule, es una de las fuentes mas importantes de suministro de agua para
alrededor de 3 000 000 de habitantes, esto es el 18 % de habitantes del Ecuador,
ubicados en los sectores que se encuentran en el cantén Pichincha en Manabi,
Balzar, Colimes, Palestina, Santa Lucia, Daule, Nobol y Guayaquil en el Guayas
(Tabla 1).

Los valores citados en la Tabla 1, corresponde al afio 2010, con un total de
14 483 499 habitantes y para el dia 13 de enero de 2013 de acuerdo al censo, la
poblacion fue de 15 406 979 (INEC, 2011). Al hacer una proyeccioén, los habitantes
de las riberas del rio Daule serian aproximadamente 2 822 618.

Tabla 1. Numero de habitantes de los sectores de las riberas del rio Daule (INEC,
2013)

Sector Poblacion (hab.)
Pichincha 30 244
Balzar 53937
Colimes 23423
Palestina 16065
Santa Lucia 38923
Daule 120326
Nobol 19600
Guayaquil 2350915
Total 2653433

Considerando la Norma ISO 17025: 2005, el Organismo de Acreditacion
Ecuatoriano, a fecha julio de 2010, 29 laboratorios estan acreditados para analisis
de agua y suelos, 27 de los cuales lo hacen en matriz de aguas naturales y
residuales. Los ensayos acreditados varian, estos sean por volumetria,
cromatografia de gases, cromatografia liquida, absorciéon atdmica, plasma acoplado
inductivamente y por espectrofotometria.

Estas técnicas permiten determinar cloruros, hidrocarburos, hidrocarburos
aromaticos, metales, cationes y aniones. Existen varios métodos convencionales
colorimétricos, electrométricos o titrimétricos para determinar aniones individuales;
sin embargo, solamente la cromatografia idnica provee una técnica instrumental
sencilla que puede ser usada por su rapidez y medida secuencial (Standar
Methods, 2005).

La técnica generalizada para el analisis de aniones se observa que es la
espectrofotometria, y los aniones analizados mas comunes son: NO3;~, NO;", S0~
y CI". Esta técnica es una herramienta muy util, usada para el analisis cuantitativo
de nutrientes o de aniones, sin embargo, tiene sus propias limitaciones como es la
aplicacion de la Ley de Beer, la misma que aplica solamente para substancias
diluidas; mientras que para substancias concentradas mayores a 0.01M o con
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substancias concentradas de otro analito se altera la absortividad y por lo tanto se
ocasiona desviaciones a la ley de Beer (Jackson et al., 2001; Skoog y West, 1985).

Por ejemplo para NO3™ la medicion por espectrofotometria ultravioleta es hasta 11
mg N/L segun el Standars Methods (2005) y de acuerdo a la reglamentacion
TULSMA para agua de consumo humano previo a la potabilizacion es de 10 N-NO;
mg.L™" cédmo valor maximo, encontrandose en el limite superior de la cuantificacion,
ademas TULSMA establece el uso de métodos a través de cromatografia idnica ya
que la misma elimina la necesidad de usar reactivos peligrosos y distingue
eficazmente entre los haluros (B~, CI" y F) y los iones con oxigeno (S05%, SO,%,
NO,” y NOj") (Standar Methods, 2005) y posee la ventaja de determinar en
cantidades desde partes por billén (ppb) y ser amigable con el medio ambiente.

Al ser el rio Daule la unica fuente de suministro de agua para potabilizacion
destinada a la ciudad de Guayaquil, es necesario conocer y evaluar su calidad a
través de métodos especificos, rapidos, exactos y confiables para obtener una linea
base de informacion para monitoreo periddico del mismo, cuidado de salud de la
poblacion, actualizacién de normativas y otros, con el objeto de evitar mayores
problemas suscitados por contaminacién, eutrofizacién o cambios en el ecosistema.
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CAPITULO 1

GENERALIDADES

1.1  Cromatografia

Segun la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) la cromatografia
es un método fisico de separacion en el cual los componentes a separar se
distribuyen entre una fase estacionaria y una fase moévil. La fase estacionaria
puede ser un solido, un gel, o un liquido adherido quimicamente o inmovilizado
sobre un solido. La fase mévil constituye el fluido que penetra a lo largo del lecho
estacionario, en una direccion determinada y puede ser liquido, gas o un fluido
supercritico (IUPAC, 1995).

La cromatografia fue inventada y denominada por el botanico Michael Tswett a
principios del siglo XX, al utilizar la técnica para separar diferentes pigmentos
vegetales, lo cual consistid en pasar la solucion que los contenia a través de una
columna de vidrio empacada con carbonato de calcio finamente dividido. Las
especies separadas aparecian como bandas coloreadas sobre la columna, lo que
justifica el nombre griego que eligié para el método chroma que significa “color” y
graphein que significa “escribir’ (Skoog et al., 2008).

Segun la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada UIPAC 1995 se tiene la
siguiente clasificacion de la cromatografia:

1.1.1 Clasificacién de la cromatografia

1.1.1.1 Métodos principales

Segun el proceso de desarrollo se clasifica en:

Cromatografia frontal.- Es un procedimiento en el cual la muestra liquida o gaseosa,
se introduce de forma continua dentro del lecho cromatografico, sin la necesidad de

usar alguna fase movil adicional.

Cromatografia de desplazamiento.- Es un procedimiento en el que la fase movil
contiene un compuesto desplazante, que esta mas fuertemente retenido que los
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componentes de la muestra a analizar. A medida que la fase movil pasa a través de
la columna, desplaza la mezcla que al mismo tiempo se separa parcialmente.

Cromatografia de elucién.- Es un procedimiento por el cual la fase movil pasa
continuamente a través de un lecho cromatografico, separando sus componentes
en zonas.

1.1.1.2 Clasificacién segun la configuracién del lecho cromatografico

Cromatografia en columna.- Es una técnica de separacién en la que el lecho
estacionario esta dentro de un tubo, a través del cual la fase mévil se fuerza a pasar
por presion (Skoog et al., 2008).

Cromatografia en plano.- Es una técnica de separacién en la que la fase
estacionaria es un plano o esta sobre un plano, que puede ser un papel utilizado
como tal, o impregnado con una substancia a modo de lecho estacionario o bien
una capa de particulas sélidas que recubren un soporte, como por ejemplo una
placa de vidrio (cromatografia en capa fina, TLC). La fase mévil se desplaza a
través de la fase estacionaria por capilaridad o por gravedad (Skoog et al., 2008).

1.1.1.3 Clasificacién segun el estado fisico de la fase mévil

Las técnicas cromatograficas se clasifican a menudo indicando el estado fisico de
las dos fases utilizadas. Segun esta clasificacién se utilizan las siguientes
expresiones:

Cromatografia de gases (GC).- Es una técnica de separacién en la que la fase
movil es un gas y se usa una columna capilar o empacada.

Cromatografia de liquidos (LC).- Es una técnica de separacion en la que la fase
movil es un liquido y se puede realizar tanto en columna como en plano.

La cromatografia liquida que utiliza particulas muy pequenas y presiones de
entrada relativamente altas, se denomina cromatografia liquida de alta eficacia o
alta presion con el acronimo HPLC.

Cromatografia de fluidos super critico (SFC).- Es una técnica de separacion en la
que la fase movil es un fluido ligeramente por encima de su temperatura y presion
criticas.

1.1.1.4 Clasificacion segun el mecanismo de separacion

Cromatografia de adsorcion.- La separacion se basa fundamentalmente en las
distintas afinidades de adsorcidon de los componentes de la muestra hacia la
superficie de un sdlido activo (IUPAC, 1995).

Cromatografia de reparto.-La separacion se basa fundamentalmente en las
diferencias de solubilidad de los componentes de la muestra en la fase estacionaria
o en las diferencias de solubilidad de los componentes en la fase moévil y en la fase
estacionaria (IUPAC, 1995).
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Cromatografia de intercambio idnico.- La separacion se basa fundamentalmente en
la distinta susceptibilidad para el intercambio de iones de los componentes de la
muestra (IUPAC, 1995), y se refiere al proceso que permite la separacion de iones
y moléculas polares segun su carga.

Cromatografia de exclusién.- La separacion se basa fundamentalmente en efectos
de exclusion, tales como diferencias en el tamafo de las moléculas y /o en su forma
0 en su carga.

Cromatografia de afinidad.- Esta expresion caracteriza a una particular variante de
la cromatografia, en la que se utiliza para la separacion una interaccion biologica
especifica entre el analito y la fase.

1.2 Historia e importancia de la cromatografia idnica

La cromatografia iénica (Cl) aplica a cualquier método moderno para la separacion
cromatografica de iones.

A mediados de los afios 30 se inventaron las resinas de intercambio iénico y se
utilizé las separaciones de intercambio idnico o anionico. Luego en 1935 y 1950 el
conocimiento acerca del intercambio de iones y sus aplicaciones fueron ampliados
por el “Manhattan Project” (Metrohm, 2010). En los 70 la CI revoluciona al
demostrarse que las mezclas de aniones o de cationes se podian separar en
columnas para HPLC rellenas con resinas de intercambio aniénico o de intercambio
iénico y en 1975 la compania Dow Chemical Company idea una técnica de
supresion del eluyente haciendo posible la deteccion de los iones eluidos por
conductividad (Skoog et al., 2008).

La Cl puede ser usada en la determinacién de grandes proteinas, pequefos
nucleétidos y aminoacidos; sin embargo, es dominante en la determinacion de
aniones, donde su mayor campo de aplicacion es la investigacion de sistemas
acuosos, en agua de bebida (Jackson et al., 2001), para el analisis de especies de
elementos en elementos anidnicos o complejos y el tercer campo mas grande de
aplicacion es el analisis de ultra trazas en procesos quimicos ultra puros requeridos
en la industria de semiconductores (Eith et al., 2001).

Las aplicaciones se podrian dividir por segmentos (Passos, 2011):

o Aguas: potable, rios, lluvia, mar, agua ultra pura. Efluentes industriales y
aguas residuales.
. Petroquimico: Acidos organicos, aniones, cationes y aminas, cianuro vy

sulfuro, fenoles

Bebidas: Leche, vino, vodka, cerveza, agua mineral, jugos

Alimentos: chocolates, extractos vegetales, mayonesa

Productos farmacéuticos: micronutrientes, solucion de hemodialisis
Concentrados: peréxido de hidrogenos 30 %, hidroxido de sodio 50 %, acido
clorhidrico 18 mol.L™

Disolvente organico polar: alcohol etilico, isopropilico, acetona

o Fertilizantes y aditivos

o Papel y celulosa
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En la Tabla 2 se puede observar el avance de la Cl a lo largo del tiempo.
Tabla 2 . Historia de la cromatografia idnica (Eith et al., 2001)
Ao Avance Protagonista Tipo
1850 El suelo como intercambiador de Thomson & Way LC
lones para Mg?', Ca2" y NH*
1935 Polimeros de condensacion Adams, Holmes
sulfonados y aminados
(fenol/formaldehido)
1942 Resinas sulfonadas PS/DVB como dAlelio
intercambiador de cation (Manhattan
Project)
1947 Resinas Aminadas PS/DVB como McBurney
intercambiador de anion
1953 Cromatografia de exclusion de lon Wheaton, Baumann
1957 Intercambiadores micro porosos de Corte, Meyer, Kunin et
iones al.
1959 Principios Basicos Teoricos Helfferich
1967-70 Intercambiadores Peculiares de iones Horvath, Kirkland
1975 Cromatografia de intercambio iénico Small, Stevens, HPLC
con detector de conductividad usando Baumann
un “stripper”
1979 Deteccion de conductividad sin un Gjerde, Fritz,
“stripper” Schmuckler
1976 -80 Cromatografia de par i6nico Waters, Bidlingmeier,
Hovath et al.

El avance actual ha permitido incrementar las aplicaciones debido al desarrollo de
columnas y capacidad de inyeccién de mayor cantidad de muestra (Jackson, 2000).
Ademas se aplica a sistemas organicos y bioquimicos, como farmacos y sus
metabolitos, sueros y conservadores, mezclas de vitaminas, azucares vy
preparaciones farmacéuticas (Skoog et al., 2008).

1.3 Intercambio idnico

La cromatografia de intercambio idnico estd basada en una reaccidon quimica
estequiométrica entre iones de una solucién y una substancia sdlida llamada
cambiadora de iones, que normalmente lleva grupos funcionales los cuales pueden
fijar iones como resultado de fuerzas electrostaticas y a la vez ceder otros. En
teoria, los iones con la misma carga pueden ser intercambiados reversiblemente y
completamente entre las dos fases hasta llegar a una condicion de equilibrio,
dependiendo de la afinidad de los iones participantes con los grupos funcionales de
la fase estacionaria (Eith et al., 2001).
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Este intercambio so6lo puede realizarse entre iones de la misma carga es decir,
positivo con positivo y negativo con negativo. En la cromatografia de intercambio
cationico, se retiene cationes cargados positivamente debido a que la fase
estacionaria se encuentra cargada negativamente (SO;7); mientras que en la
cromatografia de intercambio anidnico, se retiene aniones ya que se usa grupos
funcionales cargados positivamente (N'R,, N'R3).Es decir, para separar aniones se
utiliza fases estacionarias con cargas positivas que se encontrara unida a algun
anién encargado de mantener la electro neutralidad, el mismo que sera desplazado
por el analito de ensayo para el establecimiento del equilibrio.

En la llustracion 1, se observa los procesos cromatograficos de intercambio idnico.
A la izquierda el intercambio catidnico y a la derecha el intercambio aniénico. La
fase estacionaria muestra en la superficie grupos funcionales iénicos que
interactuan con iones de carga opuesta.

Para la cromatografia aniénica, el proceso consiste en que los analitos A" y B™ de la
muestra se desplacen brevemente por los iones del eluente E™ y se retengan en la
resina antes de que sean intercambiados por el ion eluyente (Eith et al., 2001).

Resina - N'R;E™ + A" e=——=2 resina- N'R;A” + E-

Resina - N'R;E™ + B-g——=> resina- N'R;B™ + E~

Fage Maovil

A: iones analito
E: lones Eluente
A E' ol E-

Intercambio catidnico Intercambio Anidnico
Fase estacionaria

llustracion 1. Diagrama esquematico que muestra los procesos en cromatografia
idnica (Eith et al., 2001).

El intercambio idnico se efectia en una cantidad equivalente estequiométricamente
por iones del mismo signo.

2R'Cl + Na,SO, — RS0~ + 2Na'Cl
Fase sélida solucién <+———fase solida solucién

Las columnas para Cl poseen resinas de intercambio i6nico mas pequefas en
tamano y tienen una menor capacidad que las columnas antiguas, lo cual significa
que tienen mayor numero de paltos tedricos, por ello las separaciones de iones son
muy buenas a pesar de que los iones tienen tiempos de retencién muy parecidos.

FCNM 2-5 ESPOL



Estimacion de la concentracion de nutrientes en aguas superficiales del rio Daule y MILADE
validacién del método de cuantificacion de aniones en agua por cromatografia idnica

Un sistema de cromatografia idnica adecuado deberia poseer (Fritz y Gjerde,
2000):

o Una columna de intercambio iénico o catidnico con el mayor niumero de
platos tedricos.

o Un eluente adecuado para separar razonablemente los tiempos de retencién
de los iones.

o Un sistema eluente que alcance el equilibrio rapidamente.

o Condiciones de elucion adecuadas, es decir tiempos de retencién ni tan
cortos ni tan largos.

o Eluente y resina compatibles con el detector.

Los componentes de un CI expuestos en la llustracion 2 son los siguientes:

Eluente: Constituye el agua adicionada con sales o solventes organicos o
acomplejantes y sirve para transportar los analitos. Segun el uso puede ser:

Aniones: Agua, acido ftalico, hidréxido de sodio, hidracido de potasio, carbonato de
sodio, bicarbonato de sodio y acido sulfurico.

Cationes: Acido nitrico, acido dipicolinico, acido citrico, acido oxalico, etileno
diamina

Bomba: Envia la fase movil al sistema con alta presién a un minimo de ruido
posible.

Inyector: Es el dispositivo capaz de introducir un volumen controlado de los analitos
al sistema.

Pre columna: Evita que la columna sea contaminada. Puede ser del mismo material
de la columna o de otro diferente. Es llamada también guarda columna.

Columna: Es la fase estacionaria, promueve la separacion de los iones. Posee
diferente tamafo de particula desde 2 hasta 10 um. Puede ser resina polimérica,
silica gel modificada, sales inorganicas, vidrio entre otros.

Supresor: Aumenta la sensibilidad del equipo reduciendo la conductividad del
eluente.

Supresor Quimico: Es usado para supresion quimica durante el analisis de aniones,
la cual se basa en el uso de sales de acidos débilmente disociables como
eluyentes. En la cromatografia idnica con supresién, los aniones se transforman en
sus formas acidas, muy conductoras; en el eluyente de carbonato-bicarbonato, los
aniones se transforman en acido carbonico, cuya conductividad es baja. Se mide la
conductividad de las formas acidas separadas y se identifican comparando sus
tiempos de retencion con los de los correspondientes patrones (OMS, 2006).

Por ejemplo el NaHCO; usado en cromatografia anidnica como eluyente, se
pueden eliminar por intercambio catiénico en una reaccién post-columna, de
acuerdo a la ecuacion:

+H*
Na+HCO3 ——— H2C0;

a+
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llustracion 2. Componentes del cromatografo idnico

El acido carbdnico formado como resultado del intercambio catidnico se disocia
muy débilmente, por lo que aporta poca conductividad. En cambio, los iones de la
muestra sufren la reaccion correspondiente, por ejemplo para el ClI” se observa:

+

_ T _
Na + Cl Ta““_) HCl

El proceso de supresion convierte el NaCl al correspondiente acido fuerte, el cual
tiene una mayor conductividad que la sal original (Schafer et al., 2003).

R-SO3"H* + Na*+ HCO3™ «<——=> R-SO3 Na* + H20+CO2
R-SO3'H* + Na'+CI'  g——>  R-SO3Na* + H*+ CI” (g

El principio de la supresién quimica es presentado en las ecuaciones anteriores.
Siguiendo con el NaHCO; como eluente y el CI” como analito, la supresién es
llevada a cabo con un &cido fuerte con H*- forma de intercambiador catién. El
eluente es neutralizado en la ecuacion (1), ya que los iones de sodio son
reemplazados por protones. Esto hace que la conductividad del eluente baje
drasticamente pero el ion CI” en si mismo no es alterado, y el contra i6n Na® es
intercambiado por H* el cual tiene una conductividad mayor, conforme a la
ecuacion (2). Para la regeneracion de las membranas de los supresores es
necesario un lavado periddico con un acido diluido tal como el acido sulfuarico (Eith
et al., 2001; Schafer et al., 2003).

Supresor de CO,: Se usa para mejorar los limites de deteccion y para remover el
CO,, del flujo del eluente antes de la deteccion.
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Detector: Es el dispositivo que sirve para registrar la presencia de un compuesto
presente en el eluyente. Los principales detectores para Cl son: de conductividad,
amperomeétrico y UV-Vis (Eith et al., 2001).

Un detector de conductividad consiste en una celda de deteccién, un medidor de la
lectura y los dispositivos electronicos para la medicion de la conductancia (Fritz y
Gjerde, 2000).

La conductimetria o medicién de la conductividad, es la habilidad de las soluciones
electroliticas en un campo eléctrico aplicado entre dos electrodos de transportar
corriente eléctrica debidoa la migracion de los iones (Schafer et al., 2003).

La relacion entre el voltaje aplicado U y la corriente eléctrica es dada por la Ley de
Ohm:

R=U
|
U = Voltaje
| = Corriente

La conductividad k es determinada técnicamnete como el reciproco de la
Resistencia R,la cual es producida por un liquido entre dos electrodos con area A a
una distancia L

k=L/(AR)

La conductividad equivalente A de una solucién puede ser determinada como:
N=k/IC

C = Concentracion en z mol.L™, y z corresponde a la carga del ién.

De acuerdo a la ley Kohlraush, la conductividad de una solucién diluida es
proporcional a la suma de las conductividades de todos los iones multiplicados por
sus concentraciones.

k = ZAiCi
1000

k = Conductividad (S.cm™)
N\ = Limite de conductividad o conductividad equivalente (S.cm? mol™)
C = Concentracion (mol.L™) (Eith, 2001).

El detector amperométrico es usado para la mayoria de los compuestos que son
facilmente reducidos u oxidados. En éste detector un cierto potencial es aplicado
entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia (Eith et al., 2001). El
analisis amperométrico consiste en la medida de la intensidad de corriente
generada en la reaccion de reduccion u oxidacion de un analito al aplicar un
potencial eléctrico adecuado (ITC, 2010).

El detector UV/VIS es usado para la deteccion de substancias organicas las cuales
contienen grupos cromoforos capaces de absorber radiacion en el rango UV o en el
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VIS. El eluente no debera absorber en las longitudes de onda seleccionadas. Este
tipo de detector es selectivo y por ello substancias que tienen una absorcion
limitada en una particular longitud de onda pueden ser determinados indirectamente
(Eith., 2001).

1.4 Nutrientes

Para el desarrollo vegetal se consideran esenciales 16 nutrientes, los cuales son
considerados como ésta forma, cuando:

o Su ausencia reduce drasticamente el crecimiento
o Su ausencia produce sintomas visuales
° Los sintomas son superables con el suministro del nutrimento.

Entre los nutrientes mencionados estan: entre los elementos mayores se encuentra
C, H, O, N, K, P entre los medios estdan Ca, Mg y S y en los oligoelementos estan
Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo, Cl y Ni.

Para los animales el B y el Mo no resultan esenciales mientras que si lo son el Na y
el Co.

Los nutrimentos tienen formas quimicas particulares de absorcidon como las
cationicas del N, K, Ca, Mg, Mn, Zn, Cu y Fe y aniénicas como del N, P, S, By Cl
(Bertsch, 1998).

La presencia de cantidades excesivas de ciertos nutrientes provocan diversos
problemas tales como toxicidad en las plantas y eutofizacién en rios, lagos
(Fonturbel, 2005) y otros cuerpos de agua (Aranda, 2004).

1.4.1 Cloruro (CI)

Los cloruros estan ampliamente distribuidos en la naturaleza en forma de sales de
sodio (NaCl), de potasio (KCI) y calcio (CaCl,) (WHO, 2003). Este es lixiviado
desde las rocas al suelo y agua por erosion; es altamente movil y es transportado
hasta las cuencas u océanos. El cloruro presente en el agua de consumo procede
de fuentes naturales, aguas residuales, vertidos industriales, escorrentia urbana
con sal de deshielo e intrusiones salinas (WHO, 2011; OMS, 2006: WHO, 2003).

El sabor del ion CI” en agua depende del cation asociado, siendo perceptible en
excesos de 250 mg.L™", la guia para agua de consumo no propone ningin valor de
referencia basado en efectos sobre la salud para el CI” en el agua de consumo; sin
embargo toma el valor de 250 mg.L'como normativa de cumplimiento para agua de
consumo (WHO, 2011).

La toxicidad de CI" en seres humanos no se ha evidenciado, excepto en la
alteracion del metabolismo del NaCl. El consumo de CI” para un adulto es de
aproximadamente 1 g de sal por persona y por dia, para jovenes de hasta 18 afios
se sugiere una ingesta de 45 mg.dia™. La toxicidad del CI” estaria asociada con el
catién unido (OMS, 2006; WHO, 2011; 2003).
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1.4.2 Nitratos (NO;3") y Nitritos (NO;)

El NO3;  y el NO, son iones de origen natural que forman parte del ciclo del
nitrégeno (N;), formados por la oxidacion del amoniaco (NH3) proveniente de la
descomposicion de los desechos organicos con N (Palacios y América, 1997).

El uso de fertilizantes nitrogenados, la disposicion de excretas, la disposicion de
desechos municipales e industriales y el uso de aditivos alimentarios son las
actividades del hombre mas importantes como fuentes ambientales de
contaminacion de NO;™ y de NO,™ (Ryczel, 2006).

En el Ecuador se usan para las faenas agricolas fertilizantes como urea u otros con
contenidos de fuentes de N, P y K, los mismos que contaminan (Matamoros, 2004)
el suelo y la presencia de éstos en las aguas subterraneas limita los usos del agua
(Leanza et al., 2005).

Las excretas de los animales es otra fuente importante de contaminacién, las
cuales se transformaran en NOj;  y contaminarian las aguas superficiales y
profundas de las zonas ganaderas, avicolas, porcinas (Ryczel, 2006).

Fuente de contaminacién son ademas las descargas de desechos municipales e
industriales, los lodos de las plantas de tratamiento, las filtraciones de las lagunas
de estabilizacion y el uso de combustibles fésiles (Ryczel, 2006), que
incrementaran el contenido de NOj3;™ en el suelo, en aguas subterraneas o en los
rios en donde se descargan.

Las aguas de abastecimiento publico son contaminadas por NO;™ debido a la
contaminacion de las aguas naturales con compuestos nitrogenados (Ryczel,
2006). Las condiciones anaerobias pueden favorecer la formacién y persistencia
del NO,". La cloraminacion podria ocasionar la formacion de NO,™ en el sistema de
distribucion si no se controla debidamente la formacién de cloramina. La nitrificacion
en los sistemas de distribucién puede aumentar la concentracion de NO,™ que
suele ser de 0.2 a 1.5 mg.L™" (OMS, 2006).

La presencia de NO3;™ en agua superficial es a nivel mundial, y se observa en la

llustracion 3 publicado por UNEP, que Europa tiene la mayor concentracion de
NO;™ con un incremento anual importante.

N oo -

" . I

North America Latin America and the Caribbean Europe Asia and the Pacific

llustracién 3. Concentracion de NO,” mas NO;™ en mg.I'" en agua superficial y
seleccionado por region (UNEP/GEMS, 2004)
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La preocupacion sobre el control de consumo de NO;™ es de gran importancia,
observandose publicaciones, hojas informativas sobre éste producto y advertencias
(DOH, 2004). El Organismo Mundial para la Salud, publica valores referenciales
para el control de consumo de NO3;~ y NO,™ lo cual se ve en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores referenciales de aniones (OMS, 2006)

Valor de referencia

50 mg.L 'para proteger a los lactantes alimentados con biberén

NO;~ contra la metahemoglobinemia (exposicién a corto plazo).
Valor de referencia 3 mg.L™"'para la metahemoglobinemia en lactantes (exposicion a
NO,” corto plazo).

Valor de referencia
provisional NO,~

0.2mg.L" (provisional)( exposicion prolongada)

La presencia de nitritos en sistemas de distribucién como
consecuencia del uso de cloramina sera intermitente, y las
exposiciones medias a lo largo del tiempo no deben exceder.

Valor de referencia
para el NO3™ y el NOy™
en conjunto

La suma de los cocientes entre la concentracion de cada uno y
su valor de referencia no debe ser mayor que 1.

Presencia

NO;™ en aguas de consumo de aguas superficiales no superan
los 10 mg.L'1, en agua de pozo superan con frecuencia los 50
mg.L'1; las concentraciones de NO,  suelen ser menores,
inferiores a unos pocos miligramos por litro.

Método de calculo del
Valor de referencia

NOj;” (lactantes alimentados con biberon): en estudios
epidemiolégicos no se  describi6 metahemoglobinemia en
lactantes en zonas en las que el agua de consumo contenia
siempre menor de 50 mg.L‘1 de NO;™.

NO;™ (lactantes alimentados con biberén): el nitrito es 10 veces
mas potente que el NO3;~ (en molaridad) con respecto a la
formacion de metahemoglobina.

NO,™ (exposicion prolongada): basado en la asignacion al agua
de consumo del 10% de la IDA propuesta por el JECFA de 0.06
mg.kg'1 de peso corporal al dia, correspondiente a las
alteraciones morfologicas en las glandulas suprarrenales, el
corazon y los pulmones inducidas por el NO,™ en estudios con
animales de laboratorio

Limite de deteccion

0.1 mg.L™" (NO3") y 0.05 m1g.L'1 (NO,") mediante cromatografia
liquida; 0.01-1 mg.L" (NO3") mediante técnicas
espectrométricas; 0.005-0.01 mg.L’1 (NO2") por un método de
espectrometria de absorcién molecular; 22 pg.L‘1 (NOj3") vy 35
pg.L’1 (NO,") mediante cromatografia iénica

Concentraciéon
alcanzable
mediante tratamiento

NO;™: la concentracién deberia poderse reducir hasta 5 mg.L™"o
menos mediante desnitrificacion biolégica (aguas superficiales)
o intercambio de iones (aguas subterraneas).

NO,": la concentracién deberia poderse reducir hasta 0.1 mg.L'1
mediante cloracion (para formar NO3").

Observaciones
Adicionales

Las concentraciones de NO,™ en los sistemas de distribucion
pueden ser més altas cuando se emplea la cloraminacién (alli,
se debera monitorear la concentracion de desinfectantes
microorganismos presentes y NO,7), pero su presencia es casi
siempre esporadica. La metahemoglobinemia es, por tanto, el
riesgo mas importante, y el valor de referencia que ofrezca
proteccion contra la metahemoglobinemia sera el mas adecuado
en tales circunstancias, teniendo en cuenta ademas la posible
presencia de NO;".
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Ciertos organismos segun la Tabla 4, han determinado los valores referenciales
para proteger a los grupos mas vulnerables con respecto a la ingesta de NO;™ y
NO,", siendo el codigo alimentario Argentino que refiere los valores mas bajos.

Tabla 4. Valores referenciales de otros organismos para el nivel maximo de ingesta
(Ryczel, 2006)

Organismo NO; (mg.L™) NO, (mg.L™"
Caddigo Alimentario Argentino Hasta 45 0.1
OMS Hasta un maximo de 50 3
Agenda de proteccion Ambiental 10 N 6 50 de NO3~ 1
Estado Espanol RD 140/2003 Hasta 50 0.1

Los efectos debido a la toxicidad del NO3;~ en humanos es atribuido principalmente
a la reduccion de éste en NO,, el cual puede oxidar la hemoglobina en
metahemoglobina, la misma que es incapaz de transportar el oxigeno a los tejidos y
producir metahemoglobinemia, cianosis y a concentraciones altas asfixia.

Los infantes son los mas afectados y presentan signos azulados alrededor de boca,
manos y pies presentando el “sindrome del bebe azul’. Estos nifios podrian tener
problemas al respirar, vomito, diarrea, en casos extremos letargo, incremento en la
produccion de saliva, pérdida de conciencia, convulsiones y muerte (WHO, 2011).

El NO,™ en dosis altas es un fuerte vasodilatador, por lo que puede ocasionar
hipotension y shock. Se podria desarrollar acidosis metabdlica, disnea y taquipnea
e inflamacion del tracto respiratorio (Ryczel, 2006).

Otros efectos se han observado sobre la tiroides y mas cuando existe deficiencia de
yodo. También con respecto a la incidencia de bocio. Los mismos efectos no se
han observado en otras investigaciones o no ha sido posible comprobar.

En Argentina-Rosario en septiembre de 2003 se observé la intoxicaciéon con NO,Na
(nitrito de sodio) en carne vacuna, cuyo paciente con mayor ingesta evolucioné con
vémitos importantes, leve cianosis, hipotension ortostatica, depresién sensorial y
midriasis y falleci6 a las 6 horas de la ingestidbn con colapso cardiovascular
(Evangelista et al., 2006).

1.4.3 Sulfatos (SO,>)

Los SO4*, estan presentes de forma natural en muchos minerales y se utilizan
comercialmente, sobre todo en la industria quimica. Se liberan al agua desde
residuos industriales y mediante precipitacion desde la atmésfera; no obstante, las
concentraciones mas altas suelen encontrarse en aguas subterraneas y provienen
de fuentes naturales. En general, la ingesta diaria media de S0,* procedente del
agua de consumo, el aire y los alimentos es de aproximadamente 500 mg, siendo
los alimentos la principal fuente. Sin embargo, en regiones cuyas aguas de
consumo contienen concentraciones altas de SO, el agua de consumo puede ser
la principal fuente de ingesta (OMS, 2006).
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Los datos existentes no permiten determinar la concentracién de SO,* en el agua
de consumo que probablemente ocasiona efectos adversos para la salud de las
personas. Los datos de un estudio en lechones con una dieta liquida y estudios con
agua de grifo en voluntarios muestran un efecto laxante con concentraciones de
1000 a 1 200 mg.L™", pero sin aumento de la diarrea, la deshidratacién o la pérdida
de peso (OMS, 2006).

No se propone ningun valor de referencia basado en efectos sobre la salud para el
S0.*. No obstante, debido a los efectos gastrointestinales de la ingestion de agua
de consumo con concentraciones altas de SO,*, se recomienda notificar a las
autoridades de salud las fuentes de agua de consumo en las que las
concentraciones de SO, rebasen los 500 mg.L™. La presencia de SO,* en el
agua de consumo también puede producir un sabor apreciable y contribuir a la
corrosion de los sistemas de distribucion (OMS, 2006).

1.4.4 Fosfatos (PO,*)

El fosforo (P), es un elemento necesario para la vida. Es altamente reactivo, por lo
cual no se produce de forma natural como elemento libre, sino que esta ligado a los
fosfatos los cuales se presentan tipicamente en rocas inorganicas.

El P es uno de los tres principales nutrientes necesarios para el crecimiento de las
plantas: nitrégeno (N), fésforo (P) y potasio (K). Usualmente los fertilizantes estan
etiquetados para la cantidad de NPK que contienen. La mayor parte del P es de
roca de PO,*. ElI PO,* crudo se utiliza actualmente en la agricultura ecoldgica,
mientras que las formas quimicamente tratadas como superfosfato o superfosfato
triple y fosfatos de amonio se utilizan en la agricultura no organica.

El resultado de la agricultura va a los consumidores y a los animales, los cuales
devuelven la mayor parte del fésforo. Sin embargo los fertilizantes que lo contiene
son aplicados sin mayor cuidado, cuyos excesos van al mar o son dispersados
(Dery y Anderson, 2007).

Los PO,*> y NO5™ son los nutrientes mas influyentes en el proceso de eutrofizacion
cuyo enfoque de gestion para la reduccion de la misma debe ser en la disminucién
de los aportes de P (Schindler et al.,, 2008). El P influye directamente en la
produccién de fitoplancton (Moreno et al., 2010) a pesar de la ausencia de N, por lo
cual es un importante producto a ser controlado.

1.5 Investigaciones realizadas sobre monitoreo de rios

La necesidad de conocer la calidad del agua y sus problemas es a nivel mundial y
se observa por medio de trabajos realizados y publicaciones presentadas, en
donde se nota que entre las substancias importantes indicadoras de contaminacion
estan los iones.

En Colombia, Sierra et al. (2002), a través del monitoreo en aguas del rio Bogota
manifiesta que se evidencian cambios a los largo del cauce del rio en cuanto a
azufre, turbidez, temperatura, demanda bioquimica de oxigeno (DBO), demanda
quimica de oxigeno (DQO), pH, alcalinidad, dureza, CI", amonio (NH,"), NO,~, NO5",
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PO,*, cromo VI (Cr VI), cobre (Cu) y concentracion de oxigeno disuelto (OD),
siendo éste ultimo mayor al inicio del nacimiento del rio y los demas menores.

A medida que el rio pasa por poblados, éste se contamina con diversas substancias
que son descargadas al rio provenientes de industrias o de las descargas
municipales (Sierra et al., 2002), un ejemplo de ello es en el sudeste asiatico en
Cambodia en donde alrededor de 3 000 empresas descargan sus desechos al rio
sin previo tratamiento (Moung, 2004).

En el rio Santa Cruz (RSC), Sonora, México, se realizd un estudio de campo para
evaluar los rasgos fisicos y quimicos de la columna de agua y sedimentos en cinco
sitios en época de lluvia y seca, durante 2009. Los parametros evaluados fueron:
temperatura del agua, pH, conductividad eléctrica y los nutrientes (NO3;~, NO,",
S0, y PO*) en agua superficial y sedimento. Los parametros fisico-quimicos
evaluados, con excepcién de los NO,™, fueron menores que lo recomendado en las
normas Mexicanas correspondientes. Los resultados obtenidos evidenciaron el
deterioro ocasionado al ecosistema debido a la presencia de desechos de ganado,
actividad agricola, sequia recurrente y prolongada, sobreexplotacion del acuifero y
demanda de mayor agua por la poblacién (Solis et al., 2010).

En el Ecuador se ha monitoreado los principales rios de la Cuenca del rio Napo,
en donde se concluyé que el CI", NO;~, SO4*, Na*, K* y Mg?*, por lo general estan
bajo el promedio mundial, y que los iones predominantes en las aguas de los
principales afluentes de la cuenca del rio Napo son el Ca* y el HCO5", indicando
que predomina la familia bicarbonatada calcica. Ademas analizaron pH, turbidez,
conductividad y alcalinidad (Barba, 2004).

Las formas idnicas reactivas de nitrébgeno inorganico mas comunes en los
ecosistemas acuaticos son el NH,*, el NO,y el NOs™, que pueden estar presentes
de manera natural en el medio acuatico como consecuencia de la deposicion
atmosférica, la escorrentia superficial y subterranea, la disolucion de depdsitos
geoldgicos ricos en nitrogeno (N), la descomposicion bioldégica de la materia
organica Yy la fijacion de N por ciertos procariontes.

Sin embargo, las actividades humanas, el drenaje de residuos y suelos agricolas
ricos en fertilizantes que descargan en los rios han alterado de manera significativa
el ciclo global del nitrégeno y de otros elementos quimicos, aumentando su
disponibilidad en muchas regiones del planeta como consecuencia de fuentes
puntuales y difusas de contaminacién provocando acidificacion de rios y lagos con
baja o reducida alcalinidad; la muerte y la descomposicion de las algas agota el
oxigeno, mata a los peces y animales que viven en el fondo, el sindrome de exceso
de nutrientes, las algas nocivas, agua sucia, y las zonas muertas llamada
eutrofizacion de las aguas (Carpenter, 2008) y con ello al desplazamiento de
comunidades vegetales (Corstanje, 2007) y proliferacién de algas toxicas, anoxia y
crecimiento de bacterias peligrosas especialmente para humanos (EPA, 2009;
Torres y Palacios 2007) y toxicidad directa de los compuestos nitrogenados para
los animales acuaticos. Ademas, la contaminacion por nitrogeno inorganico podria
inducir efectos perjudiciales sobre la salud (Camargo y Alonso, 2006). Mientras que
la ausencia de nutrientes ocasiona un desbalance de los mismos, ocasionando
desnitrificacion y erosion como se puede observar en el borde costero del Ecuador,
en especial en el archipiélago de Jambeli en la provincia de ElI Oro (Montafio, 2010;
Soledispa, 2003).
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En el Pais, estudios relacionados como Distribucion de NO;™ en aguas costeras por
Trejos y Okuda, (Trejos y Okuda,1983), Caracterizacion de la calidad de Aguas en
el rio Atacames 2002 por Rodriguez (2003), Calidad Ambiental del Bloom Algal en
area Urbana del Estero Salado por Torres y Palacios (Torres y Palacios, 2007)
proveen datos de nutrientes evaluados por espectrofotometria y en éste ultimo se
observaron que los promedios para NO3™ (7.04 ug-at.L™"), NO,™ (7.35 pg-at.L™) y
PO,* (18.01 pg-atl.L™") fueron considerados como altos para ambientes marinos
costeros, siendo la relacion proporcional del NOj™, PO,* y silicatos (SiO44'), mas
alto ;an la ciudad de Guayaquil en el Puente 5 de Junio con NO;™:1; PO, 10 y
SiO,: 30.

En la actualidad el analisis y cuantificacion de substancias o analitos se realiza en
laboratorios acreditados que cumplan la norma ISO 17025:2005, la misma que en el
punto 5.4.5.2 expresa la necesidad de validar los métodos de analisis.

EL Ministerio del ambiente a través de la Norma de calidad ambiental y de descarga
de efluentes: Recurso Agua, en el Libro VI Anexo 1 del TULSMA manifiesta:

“La presente norma técnica ambiental es dictada bajo el amparo de la Ley de
Gestion Ambiental y del Reglamento a la Ley de Gestion Ambiental para la
Prevencion y Control de la Contaminacion Ambiental y se somete a las
disposiciones de éstos, es de aplicacion obligatoria y rige en todo el territorio
nacional”.

La presente norma técnica determina o establece “Los limites permisibles,
disposiciones y prohibiciones para las descargas en cuerpos de aguas o sistemas
de alcantarillado; los criterios de calidad de las aguas para sus distintos usos; y
Métodos y procedimientos para determinar la presencia de contaminantes en el
agua.”

Los parametros estipulados en la Normativa vigente TULSMA libro VI Anexo 1 de
acuerdo al presente estudio se indican en la Tabla 5.

Ademas TULSMA indica que para determinar los valores y concentraciones de los
parametros determinados en esta Norma Oficial Ecuatoriana, se deberan aplicar los
métodos establecidos en el manual “Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater’, en su mas reciente edicion. Ademas deberan
considerarse las siguientes Normas del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion
(INEN):

1. Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2169:98. Agua: Calidad del agua,
muestreo, manejo y conservacion de muestras.

2. Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2176:98. Agua: Calidad del agua,
muestreo, técnicas de muestreo.
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Tabla 5. Limites maximos permisibles para agua de consumo humano y uso
doméstico, que unicamente requieren tratamiento convencional, Aniones (TULSMA,
2003)

Parametros Expresado Unidad Limite Maximo Perm
Como
Cloruro Cr mg.L” 250
Nitrato N-NO; mg.L™ 10.0
Nitrito N-NO, mg.L™ 1.0
Sulfatos S0,” mg.L” 400
Fosfato No indica
Potencial de hidrégeno pH 6-9

1.6 Rio Daule

CANTONES

T El rio Daule mide unos 250 — 300
fa jumonnoe — km de largo (Stemper, 1993), es
— la fuente de agua potable de la
ciudad de Guayaquil. Forma parte
de la Cuenca del rio Daule con
aproximadamente una extension
de 11 576 km? y de la cuenca del
rio Guayas la cual tiene una
extension de 34 500 km? donde
habita el 40 por ciento de la
poblacion total del pais (CELEC,
2012) y cuyas aguas son fuente
de supervivencia y motor de la
economia de este pais (Senagua,
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llustracion 4. Recorrido del rio Daule, desde represa Daule—Peripa hasta Guayaquil
(INEC, 2011)

[T maszan

Este rio inicia su recorrido en la represa Daule -Peripa, la cual funciona desde
Febrero de 1988, donde almacena el agua durante el invierno para descargarla
durante el verano. La represa tiene 78 metros de altura sobre el lecho del rio y una
longitud de 250 metros en la corona. Fue construida cerca de un canén facilitando
la creacion de un embalse con una capacidad de 6 000 millones de m® de agua y
una superficie de 27 000 hectareas y se alimenta en gran parte del 50 por ciento de
agua que produce la subcuenca del rio Daule (Hidronacion, 2007).

El agua de la represa bafia a las siguientes ciudades Pichincha, Balzar, Colimes,
Palestina, Santa Lucia, Daule, Nobol y Guayaquil hasta desembocar en el mar.
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-

llustracion 5. Embalse de la represa Daule Peripa

Pichincha.- Canton eminentemente agricola y ganadero que pertenece a la
provincia de Manabi; su cabecera cantonal es Pichincha, con un area de 1 076 km?,
con una poblacion aproximada de 302 440 habitantes (INEC, 2011). La
temperatura promedio esta entre los 25 °C, posee un clima sub-tropical seco y
tropico humedo (Prefectura Pichincha, 2012).

Balzar.- Su cabeza cantonal es San Jacinto de Balzar. Su temperatura promedio es
de 26 °C y una precipitacion anual entre 1 500 a 3 000 mm. La principal actividad es
la agricultura con su principal producto el maiz, luego a arroz, frutas por
temporada, y ademas existe una gran variedad de arboles como palo de balsa, palo
de vaca, guachapeli, guayacan, laurel, caoba entre otros usados en carpinteria
(Prefecturadel Guayas, 2012).

Colimes.- Su temperatura promedio es de 25 °C y una precipitacion anual promedio
de 1 200 mm. Eminentemente agricola con arroz, cacao, café, tabaco, bananas,
fréjol y frutas tropicales como maracuyd, naranjas, mandarinas, papayas y otras.
Ademas posee grandes zonas con ganado vacuno, porcino y aves de corral, y
peces de rio como sabalo, damas, bocachicos y cherres (Prefectura del Guayas,
2012a).

Palestina.- Su temperatura promedio es de 25 °C y su precipitacion promedio anual
es de 1 200 mm. Zona agricola, ganadera y con extensas zonas de maderas finas
como guayacan, laurel, teca y otras (Prefectura del Guayas, 2012b).

Santa Lucia.- Su temperatura promedio es de 25 °C y su precipitacién anual esta
entre 500 a 2 500 mm. Altamente agricola con productos como arroz, café, cacao,
cafia de azucar, banano, yuca, maiz, frutas tropicales como mango, papaya, melén
sandia, naranja, mandarinas. Ademas se encuentra ganado vacuno, porcino,
caballar y actividades como apicultura (Prefectura del Guayas, 2012c).

Daule.- Su temperatura promedio es de 24 °C y una precipitacion anual de 1 500

mm. Lugar agricola y comercial, se usa el rio Daule como la via de comunicacion
mas rapida y segura, usando canoas y balsas (Prefectura del Guayas, 2012d).
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Nobol.- Su temperatura promedio es de 27 °C y su precipitacién anual es de 500 a
1 000 mm. Se cultiva arroz, y gran variedad de frutas tropicales como mango,
sandia, naranja, ciruelas (Prefectura del Guayas, 2012e).

Ciudad de Guayaquil.- Ciudad mas habitada del Ecuador. Su temperatura promedio
es de 25 °C, su precipitacion anual es de 1 500 mm, observandose una
temperatura promedio de 27.8 °C, una temperatura maxima de 32.9 °C, una
temperatura minima de 22.8 °C y con una precipitaciéon mensual de 372.3 mm para
el mes de marzo de 2012 (INAMHI, 2013). Guayaquil puerto principal del pais es
una ciudad de negocios. Bafada por los rios Daule y Babahoyo cuya unién forma
el rio Guayas, considerado el mas caudaloso de toda la costa sudamericana del
Pacifico. En la zona rural sur se encuentra cacao, banano y frutas y en la zona
rural oeste se encuentra un ecosistema arido (Prefectura del Guayas, 2012f).

1.7 Validacion de métodos

El propdsito de un analisis quimico es obtener resultados consistentes, precisos y
exactos en un nivel de confianza determinados, también, se podria decir que es
para asegurar que las mediciones futuras estaran lo suficientemente cerca al valor
verdadero desconocido de analito presente en la muestra (UNODC, 2010; Gonzalez
y Herrador, 2007).

El reporte de datos errados podria causar pérdida de credibilidad del laboratorio,
pérdidas econdmicas, cierre de laboratorios o afectaciones para la salud de las
personas en caso de referirse a productos especiales como virus, toxinas,
pesticidas, diversas drogas, etc. (Ludwing, 1999; Aguirre y Garcia, 2001), llegando
incluso a millonarias demandas y/o problemas legales (Eurachem, 2005).

1.7.1 Definiciéon

Validacion es la confirmacion por analisis y provisién de evidencias objetivas de que
se cumplen los requisitos particulares para el uso especifico propuesto (ISO/IEC
17025, 2005).

La utilizacion de un método validado ofrece seguridad y confianza en los resultados
analiticos obtenidos, mejora la productividad debido a la disminucién del numero de

fallos y repeticiones y permite cumplir las normas establecidas.

Toda validacion implica unos requisitos previos (ICH-Q2A, 1995; Diaz, 2002) de:

. Buenas practicas del laboratorio.

. Procedimiento analitico desarrollado, probado y documentado.
. Equipo calibrado.

. Personal formado y entrenado.

La preparacion y ejecucion de validacion de un método contiene entre otros los
siguientes pasos a seguir:

1.- Desarrollo de un protocolo de validacion, procedimiento de validacién o plan
maestro de validacion.- Con el propdsito de establecer paso a paso la ejecucion del
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mismo y establecer roles y responsabilidades de todos los involucrados (AOAC,
2002).

2.- Definicién de la aplicacion, propdsito y alcance del método.- Para identificar el
analito que debera ser detectado, en qué niveles de concentracion, que tipo de
matriz, qué interferencias se podrian presentar y si deberian ser identificadas y
cuantificadas, qué tipo de regulaciones relacionadas existen, que tipo de resultados
cualitativos o cuantitativos, cuan robusto deberia ser el método, qué tipo de equipo
se deberia usar, etc.

3.- Definicion de los parametros de realizacién y los criterios de aceptacion.- Deben
ser definidos de acuerdo a la intencion de uso del método. Si la determinacion sera
cualitativa, no sera necesario establecer limites de cuantificacion o rectas de
calibracion.

4.- Definicién de los experimentos de validacion.
5.- Verificacion relevante de las caracteristicas de realizacion de los equipos.

6.- Materiales de cualificacion como estandares y reactivos de acuerdo al analisis,
cantidades exacta, estabilidad.

7.- Realizacién de ensayos de pre-validacion.
8.- Ajuste de parametros del método y criterios de aceptacion si fuese necesario.
9.- Realizacién completa de experimentos de validacion internos y externos.

10.- Desarrollo de procedimientos estandarizados para la ejecucién del método en
rutina de analisis.

11.- Definicion de los criterios de revalidacion.- Si una vez realizada la validacion,
se observa que alguno de los parametros no cumple las especificaciones
establecidas en el protocolo de validacién, se debe documentar y modificar el
método para mejorarlo (y volver a realizar la validacion), o bien aceptar los
resultados y ajustar el campo de aplicacion del método.

12.- Definicion de tipo y frecuencia de ensayos de test para control de calidad para
chequeo de analisis de rutina.- Periddicamente se realiza el control de calidad de
los resultados, ensayos de aptitud con el fin de asegurar que el método es conocido
por los analistas y el proceso esta dentro de control y se lo hace durante el analisis
de muestras a ensayar.

13.- Experimentos de validacién documentados y reporte de resultados en la
validacion.- La validacion demostrara que tanto el método de analisis como su
sistema analitico producen resultados segun las exigencias establecidas. Toda
validacion debe presentar un protocolo de validacion donde se recoge el objetivo,
definicion del sistema, identificacion de los parametros, el disefio del plan
experimental y los criterios de aceptacion. Debe ser especifico, firmado y fechado
por las personas responsables de la validacion y aprobacién. La realizacion vy
evaluacion de los resultados en una validacion deben tener la posibilidad de ser
auditables. En los informes de validacion se debera incluir los resultados de las
determinaciones de cada parametro, hacer referencia al protocolo en el que se
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escribe el procedimiento, referenciar la calibracion y cualificacion de instrumentos,
discusion de resultados, conclusiones, etc., informacién que asistira a la ejecucion
de nuevos proyectos (ICH-Q2A, 1995; ICH-Q2B, 1996;UNODC, 2010; EDQM,
2005; Aguirre 2001; Aubry et al., 2009). El reporte de resultados deberia incluir lo
siguiente:

1. Objetivo y alcance del método

2. Resumen de la metodologia

3. Tipo de compuestos y matriz

4, Reactivos, estandares, muestras de control, detalles en la preparacion.

5. Procedimientos para chequeo de calidad de estandares y quimicos usados.

6. Precauciones de seguridad.

7. Un plan y procedimiento para implementacion del método desarrollado para
analisis de rutina.

8. Parametros del método.

9. Parametros criticos tomados desde ensayos de robustez.

10. Lista de equipos y su funcionamiento y requerimientos de realizacion por

ejemplo dimensiones de celdas, linea base de ruido, columna, rango de
temperatura, graficos necesarios, etc.

11. Condiciones detalladas de como fue conducido el experimento incluyendo la
preparacion de la muestra. El reporte debe ser detallado lo suficiente para
asegurar que éste pueda ser reproducido por un técnico competente con un
equipo comparable.

12. Procedimientos estadisticos y céalculos representativos.

13. Procedimientos para control de calidad en rutina de analisis.

14. Graficos representativos, cromatograma, rectas de calibracién.

15. Datos de limites de aceptacion del método.

16. Resultados de medicion de incertidumbre esperada.

17. Criterio para revalidacion.

18. Responsable quien desarrollé y validoé el método.

19. Referencias.

20. Aprobacién del método, con nombre, titulos fecha y firma de los
responsables para la revision y aprobacion del procedimiento analitico
(Ludwing, 1999; UNODC, 2010)

1.7.2 Principios basicos de la validacién de método

La validacion de un método inicia con la necesidad de asegurar que los resultados
de un andlisis sean los correctos y efectivamente correspondan a la muestra dada.

La validacion de métodos se lleva a cabo una vez, y la revalidacion se realiza si hay
algun cambio en las condiciones generales de realizacion del método.

La validaciéon sigue un procedimiento especifico para determinar un analito
determinado dentro de un rango de concentraciones y en una matriz especifica,
con personal competente y previamente calificado y capacitado.

En este procedimiento se detallan cada uno de los pasos a seguirse, los diferentes
puntos a tomarse en cuenta, materiales, reactivos, el proceso en si del método y las
consideraciones del mismo, de tal manera que no haya sorpresas o cambios
durante la elaboracion del mismo.
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La validacion del método esta ligada al desarrollo del mismo, y es dificil establecer
los limites de cada uno.

Cambios de reactivos, personal u otro son motivos para una revisiéon del desarrollo
del método y cambios posibles.

Es necesario establecer responsabilidades y autoridades al inicio de la validacion
aunque van ligadas no son lo mismo (Bittel, 1991).

1.7.3 Proceso de validacion

La validacion de métodos emplea un conjunto de pruebas que verifican todas las
hipotesis en las que se basa el método analitico, establecen y documentan las
caracteristicas de rendimiento de un método, demostrando asi la competencia del
personal y si dicho método es adecuado para un propédsito analitico particular
(Sadzawka et al., 2007).

Las caracteristicas de rendimiento de los métodos analiticos son:

Selectividad

Linealidad y rango

Precision: Instrumental, media, de método
Reproducibilidad

Exactitud

Sensibilidad

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Prueba de adecuabilidad del sistema

Ademas de precision, sensibilidad, selectividad, se deben evaluar ciertos
parametros del método analitico como tiempo, coste, tipo de equipo e
instrumentacion (AOAC, 2002). La estabilidad de la muestra se debe evaluar
durante la fase de desarrollo del método, junto con la robustez, y ésta sirve para
optimizar y ver los parametros criticos antes de iniciar la validacién, es decir
determinar el grado de cambio que puede soportar el método sin modificarse el
resultado. Posterior al estudio de robustez, se deben definir las caracteristicas de
idoneidad del sistema el mismo que debe realizarse cada dia al inicio del analisis y
durante éste a intervalos de tiempo, para comprobar su correcto funcionamiento. La
puesta a punto del método, va desde los primeros estudios con patrones hasta la
utilizacion del método con muestra real. La ultima fase del desarrollo analitico son
las caracteristicas de fiabilidad del método para su aplicacién rutinaria, éstas
demuestran la capacidad del método para mantener a lo largo del tiempo los
parametros de la validacion (ICH-Q2A, 1995;ICH-Q2B, 1996; Aguirre y Garcia,
2001; Asecal-Corpei-Instituto Nacional de Pesca, 2008)

La necesidad de determinar unas caracteristicas u otras dependeran del tipo de

ensayo (UNODC, 2010), pudiéndose resumir segun la Tabla 6 de la guia ICH Q2A
(1995; Aguirre, 2001).
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Tabla 6. Informacion guia de seleccion de caracteristicas de rendimiento de
ensayos

Tipo de Identificacién | Pruebas para impurezas | Ensayos;  disolucion
procedimiento Cuantificacion 1 Limite (solamente medicion);
analitico. contenido/potencia
Caracteristicas

Exactitud - + - +

Precision

Repetibilidad - + - +

Precision - 1 - 1
intermedia

Especificidad, + + + +

Limite de - 3 + -

deteccion

Limite de - + - -
cuantificacién

Linealidad - + - +

Rango - + - +

Nota: - Significa que esa caracteristica no es normalmente evaluada; + significa que
esa caracteristica es normalmente evaluada.

1. En caso donde la reproducibilidad haya sido realizado, precisidbn no es
necesaria.

2. Ausencia de especificidad de un procedimiento analitico podria compensado
por otro procedimiento analitico de soporte.

3. Podria ser necesario en algunos casos.

1.7.3.1 Parametros fundamentales en una validacion analitica

a. Selectividad o especificidad

Se define la selectividad como la habilidad para evaluar inequivocamente un analito
en presencia de otras substancias quimicas que pudieran estar presentes en la
muestra (ICH-Q2A, 1995), también se define como la capacidad de un método
para determinar con exactitud y especificidad el analito de interés en presencia de
otros componentes en una matriz de muestra bajo condiciones de prueba
establecidas (Eurachem, 2005).

Es el primer parametro dentro de la validacion, ya que se debe conocer qué grado
de respuesta del analito a analizar se obtiene sin interferencias de otro (ICH-Q2A,
1995; ICH-Q2B, 1996; EDQM, 2005; Aguirre y Garcia, 2001; AOAC, 2002).

Ambito de aplicacion

Es uno de los parametros mas importantes dentro de la validacion de un método

FCNM 2-22 ESPOL



Estimacion de la concentracion de nutrientes en aguas superficiales del rio Daule y MILADE
validacién del método de cuantificacion de aniones en agua por cromatografia idnica

analitico. Consiste en establecer que la sefial producida en la etapa de medicion
atribuida al analito, se debe Unicamente a éste y no a la presencia de substancias
quimicas o fisicamente similares que pudiesen estar coincidentemente (Eurachem,
2005).

Objetivo del analisis

El método debe ser capaz de diferenciar sin interferencias entre el analito,
sustancias de composicion similar y otros productos presentes en la muestra. En el
control rutinario de una sustancia, es suficiente el comparar el analito con una
sustancia de referencia.

Determinacion de selectividad

Consiste en comparar una muestra con y sin el analito a estudio; o mediante la
adicion de interferencias conocidas. La eleccidén de la concentracion en la que se
realiza el estudio podria ser la de trabajo para el analito y del limite maximo
establecido para las interferencias (Aguirre y Garcia, 2001; Eurachem, 2005).

b. Linealidad y rango

La linealidad es la capacidad del método analitico para proporcionar resultados que
sean directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra
dentro de un rango previamente establecido (AOAC, 2002). Se pretende que la
respuesta obtenida sea de tipo lineal, de este modo se obtendra una mejor
interpolacion y una mejor interpretacion (ICH-Q2A, 1995; ICH-Q2B, 1996). Las
pruebas estadisticas relacionadas con la linealidad obligatoria son la ecuacién de la
recta de regresion, su representacion grafica, determinacién del coeficiente de
correlacion “r’, caracterizacion de la varianza residual y analisis de varianza
comprobando que se cumple la homogeneidad de varianzas y normalidad de
residuales (ICH-Q2A, 1995; ICH-Q2B, 1996).

Ambito de aplicacion

Se recomienda estudiar la linealidad en todos los métodos analiticos cuantitativos.
El rango de linealidad sera el intervalo en el cual la sefal del método sea
proporcional a la concentracion del analito.

Determinacion de la linealidad

Se recomienda estudiar al menos 5 puntos de concentracion dentro del rango de
estudio. Siendo el numero de repeticiones de cada muestra, dependiente de la
precision del sistema instrumental utilizado. Se inyectan al menos por triplicado y se
determina la recta de regresion sobre los puntos individuales sin promediar por el
método de los minimos cuadrados.

Es conveniente comparar los resultados de la recta de regresion obtenida sobre el
analito puro, con la correspondiente a analito mas matriz, la no correspondencia de
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las rectas indica problemas por efecto de matriz y esta relacionado con la exactitud
del método en cuestion (Quattrocchi et al., 1992).

Evaluacion estadistica
La linealidad es evaluada por la inspeccion visual de un conjunto de datos como
una funcién de la concentracion o contenido del analito y a través de la
comprobacion estadistica, por ejemplo a través del calculo de la regresion lineal por
el método de los minimos cuadrados (Ludwing, 1999).

Ecuacion de la recta:

En la recta de regresion Y = mX + Lo

Dénde:
X = Concentracion
Y = Respuesta
= Valor de la pendiente
Lo = Término independiente

La pendiente m se relaciona con la sensibilidad del método y para evaluar la
correlacion de diferentes métodos (Quattrocchi et al., 1992) de forma que a mayor
pendiente se tendra una mayor respuesta frente a los cambios de la concentracion
del analito. Lo se determina para evaluar la proporcionalidad de la funcion
analitica, es decir, que la recta pase por el origen y que cualquier desviacién pueda
adjudicarse unicamente a un error aleatorio.

Rango de Linealidad
El rango de un método analitico es el intervalo entre el nivel mas bajo y el mas alto,
inclusive, en los cuales el método tiene un nivel aceptable de precision, exactitud y
linealidad. El rango es normalmente expresado en las mismas unidades como de
los resultados de los ensayos obtenidos por el método analitico (Ludwing, 1999).
La ilustracion 6 muestra:

1. La relacion de la concentracion frente a la respuesta.

2. El limite minimo de deteccién LD (LOD) o la minima cantidad de analito que
se puede detectar.

3. La relacion sefial-ruido S/N de la respuesta del analito.

4, El limite de cuantificaciéon LC (LOQ) o la minima cantidad de analito que se
puede cuantificar.

5. El valor minimo de senal-ruido S/N, su valor maximo de Coeficiente de
Variacién en porcentaje (CV %).
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6. El rango de linealidad que empieza desde el LC (LOQ) hasta la pérdida de la
respuesta lineal.

Respuesta
F'y
Rango de linealidad
Pendiente = Sensibilidad
LoOQ CV% = 10% , S/N = 10
" LoD SIN > 3
[ 4

Concentracion

llustracion 6. Rango de linealidad, representacion grafica (Diaz, 2002)

Coeficiente de correlacion r

El coeficiente de correlacion r indica el grado de relacion entre la variable X y la
variable Y. Si es cercano a 1 significa que existe correlacion y si es cercano a 0,
indica la ausencia de relacion lineal entre las variables. El valor recomendado para
el coeficiente de correlacion es = 0.999, siendo en algunos casos = 0.990.

Con el fin de observar la correlacion entre las variables x y y, es necesario graficar
fisicamente la misma y observar si efectivamente ésta correlacion se refiere a una
relacién lineal.

Ademas es necesario realizar una prueba estadistica t para ver si el coeficiente de
correlacion es significativo. Se calcula el valor t y se compara con el valor tabulado
de t de dos colas y (n-2) grados de libertad. La hipétesis nula (Ho), en este caso es
que no existe correlacion entre x y y; si tcal. 0 texp. es mayor que t de tablas o tcrit.
la Ho se rechaza, es decir que si existe una correlacion significativa (Miller y Miller,
1993).

L= 71y (n—2)
- Ja-m

Varianza residual constante

Se representan los valores observados frente a los valores estimados. La
distribucion de los puntos deberia ser aleatoria y no reflejar ninguna tendencia.
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La ecuacion utiliza los residuos de y, y observado — y estimado, donde los valores y
estimados son los puntos sobre la recta de regresion calculada correspondientes a
los valores individuales de x es decir, los valores de y “ajustados” (Miller y Miller,
1993).

Prueba de homogeneidad de varianzas

Para poder realizar un analisis de varianza, se debe cumplir la homogeneidad de
varianzas aplicando el test de Cochran, éste indica si el factor de concentracion
tiene alguna influencia en la variabilidad de los resultados. Si la homogeneidad de
varianzas no se cumple, se puede corregir acortando uno de los extremos de mayor
variabilidad del rango, cuando los margenes de las especificaciones lo permitan.
También se puede corregir planteando el analisis a otro nivel de concentraciones
que favorezca en menor variabilidad (Aguirre y Garcia, 2001).

Prueba de linealidad

Se puede verificar la linealidad por medio de los coeficientes de variacion de los
factores de respuesta, los cuales expresan la relacion entre la respuesta y la
concentracién. Es una expresion aproximada de la sensibilidad de calibrado
(Aguirre y Garcia, 2001).

Prueba de ordenada en el origen o test de proporcionalidad

Permite evaluar si la recta pasa por el origen, determinando si la variable
independiente es significativamente distinta de cero. Suele aceptarse que el valor
de la ordenada sea < 1 % de la respuesta del analito (Aguirre y Garcia, 2001).

c. Precision

El término precision expresa el grado de dispersion de las medidas alrededor de su
valor medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos
individuales cuando el método se aplica a varias alicuotas de una muestra
homogénea (Quattrocchi et al., 1992). A través de la precision se busca conocer la
variabilidad debido a errores y cuyas fuentes pueden ser analistas, instrumentos,
reactivos, tiempo y entorno. La precision engloba repetibilidad, precision intermedia
y reproducibilidad (ICH-Q2A,1995; ICH-Q2B,1996; Eurachem, 2005)

Ambito de aplicacion

Segun la ICH-Q2B, el estudio de la precision debe realizarse para la determinacion
cuantitativa de sustancias.
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Repetibilidad

La repetibilidad se expresa por el coeficiente de variaciéon de una serie de medidas.
Es la desviacion mas pequefa esperada, cuando ejecuta un solo analista, un
equipo y en un periodo corto tiempo. Este parametro se ve afectado por la
concentracién de analito, y de ser necesario debe analizarse su relacién
(Eurachem, 2005). Con la ecuacion siguiente se puede calcular la desviacion
estandar (s) a cada concentracion:

2?:1()(1‘—92)2
S =
n—1

Posteriormente al calculo de la desviacion estandar, se debe calcular el coeficiente
de variacién CV % para caracterizar la repetibilidad.

CV %= ==100

> vxa

S_ = Desviacion estandar
X = Media

Repetibilidad instrumental

Estudia la variabilidad debida al instrumento, y se determina analizando
repetidamente una misma muestra de forma consecutiva de 5 a 10 veces.
Generalmente se estudia a partir de la concentraciéon nominal o del estandar.

Repetibilidad del método

Se efectlia sobre varias muestras, las mismas que han sido obtenidas desde una
muestra homogénea, las cuales siguieron la misma metodologia desde la
preparacion hasta la obtencién de resultados por el mismo instrumento y por el
mismo analista.

Precision intermedia

Se determina la variabilidad del método, efectuando una serie de analisis sobre la
misma muestra, en un mismo laboratorio pero en condiciones operativas diferentes.
Se debe considerar aquellas circunstancias en las que se pretende desarrollar el
método. La precision intermedia expresa las variaciones dentro del laboratorio:
diferentes dias, diferentes analistas, diferente instrumento, etc. (ICH-Q2B, 1996;
Eurachem, 2005).

Un método en el cual se realice una precision intermedia podria reflejar
discrepancias en resultados obtenidos:
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Desde diferentes operadores

Practicas inconsistentes de trabajo del mismo operador
De diferentes instrumentos

Con estandares y reactivos de diferentes proveedores
Con columnas de diferentes marcas, modelos

Una combinacion de las anteriores.

El objetivo de la precision intermedia es verificar que en el mismo laboratorio el
método proveera los mismos resultados una vez que la fase de desarrollado haya
terminado (Ludwing, 1999).

d. Reproducibilidad

Representa la precision obtenida entre diferentes laboratorios. Su objetivo es
demostrar que los mismos resultados se obtendran en diferentes laboratorios. Se
determina analizando alicuotas de un lote homogéneo de muestra en diferentes
laboratorios con diferentes analistas, diferentes condiciones de equipamiento y
ambientales con la condicién de seguir los parametros especificos del método.
(Ludwing, 1999; Eurachem, 2005; Quattrocchi et al., 1992).

e. Exactitud

La exactitud de un método analitico expresa el grado de concordancia entre el valor
que se acepta como un valor convencional verdadero o un valor aceptado de
referencia y el valor experimental encontrado. Este valor verdadero se puede
obtener de varias maneras. Una alternativa es comparar los resultados de un
método cuyos resultados son obtenidos de un método de referencia del cual su
exactitud ya fue demostrada, otra es mediante el anadlisis de una muestra con
concentraciones conocidas que puede ser una muestra certificada o muestra de
referencia y comparar el valor medido con el valor verdadero suministrado con el
material.  Una recuperacion aceptable estad en funcién de la concentracion y
proposito del analisis, para una concentracion de 10 ppm, una recuperacion
aceptable esta entre 80 — 115 % y para 1 ppm esta entre 75 — 120 % (AOAC,
2002).

Desviacion: E = (X - u)

X = valor medio
U = valor verdadero

Si el material de referencia certificado o muestras de control no son disponibles, un
blanco muestra matriz de interés puede ser anadido con una concentracion
conocida por peso o volumen. Después de la extraccion del analito de la matriz e
inyeccion en el equipo de analisis, la recuperacion puede ser determinada
comparando la respuesta del extracto con la respuesta del material de referencia
disuelto en un solvente puro (ICH-Q2A, 1995; CH-Q2B, 1996; Quattrocchi et al.,
1992).
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E
Desviacion relativa: %0 E = z x 100

X 100

Recuperacion: % R =

=

E = Error o desviacion

X = Valor medio

M = Valor verdadero
Otra forma de obtener la Recuperacion es segun Eurachem:

Recuperacion (%)= 100 ( 1 — €2)/C3

C1= Concentracion determinada en la muestra fortificada
C2= Concentracion determinada en la muestra no fortificada
C3= Concentracion de fortificacion.

Ambito de aplicacion
Segun la guia ICH Q2A, debe evaluarse la exactitud en métodos de analisis de
cuantificacion.

Determinacion de la exactitud
Se debe determinar la exactitud en todas las concentraciones estudiadas y deberia
incluir concentraciones cercanas al limite de cuantificacién, en la concentracién
central y en el extremo final de la recta de calibracion (Ludwing, 1999). A través de
blancos de matriz o muestras no fortificadas y fortificadas con el analito de interés
en una gama de concentraciones (Eurachem, 2005).

Muestra de concentracion conocida
Para evaluar la exactitud de una muestra de concentracion conocida, se prepara a
partir de un placebo cargado con cantidades conocidas de analito.

Método de placebo cargado

Se prepara un placebo del problema que contiene todos los ingredientes excepto el
analito a determinar. Se afaden cantidades conocidas de un analito patrén a tres
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niveles de concentracién dentro del rango a estudiar. Se realiza con tres replicados
para cada nivel.

Método de adicion de patréon

Esta aproximacion se utiliza, cuando no es posible preparar un placebo de la
muestra que no contenga el analito. Se afiaden sobre una o varias muestras,
cantidades conocidas de un analito patrén a tres niveles de concentracion dentro
del rango a estudio. Se realizan como minimo 3 replicados para cada nivel y se
analizan las muestras adicionadas y no adicionadas calculando la recuperacion.

Comparacién con un método de referencia validado

Se comparan los resultados obtenidos con el método analitico que se quiere validar
con los obtenidos con un método de referencia. Ambos métodos deben ser
independientes. Se puede usar un MRC Material de referencia certificado y se usa
el método analitico estandarizado, se calcula la recuperacion, la misma que
dependiendo de la manera como haya sido preparado el MRC, se podria obtener
recuperaciones mayores al 100 % (Eurachem, 2005).

Criterios de aceptacion

La recuperacion esperada depende de la matriz de la muestra, del procedimiento
de preparacion de la muestra y de la concentracion del analito. Se desea alcanzar
el 100 % de recuperacién, pero en algunos tipos de muestras no es posible
alcanzar ese resultado.

En ocasiones se presenta desviacion de la exactitud por exceso y se produce
cuando existen interferencias y la selectividad del método no es adecuada,
obteniendo resultados superiores al valor verdadero. Cuando esto sucede, se
deberian modificar las condiciones del método para optimizar la selectividad o
cambiar a otro que sea mas selectivo establecer limites de aceptacion del mismo.

Se observa ademas desviacion de la exactitud por defecto, cuando la matriz de la
muestra es compleja y la extraccion del analito requiere varios pasos obteniendo
recuperaciones mas bajas. Se deberia intentar optimizar la preparacion para
mejorar el factor de recuperacion. Si no es posible pero la exactitud es precisa se
deberia aplicar un factor de correccion para compensar las pérdidas del analito.

f. Sensibilidad
La sensibilidad es la capacidad de un método analitico de registrar ligeras
variaciones de concentracion (ICH-Q2A, 1995;ICH-Q2B, 1996 ). Para expresar la
sensibilidad se suelen utilizar los parametros:
o Limite de deteccién (LD) se define como la minima cantidad de analito

presente en la muestra que se puede detectar aunque no cuantificar bajo las
condiciones experimentales del método objeto de estudio (ICH-Q2A, 1995).
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o Limite de cuantificacion (LC) se define como la minima cantidad de analito
presente en la muestra que se puede cuantificar con una adecuada
precision y exactitud.

El limite de cuantificacion es un término cuantitativo y el limite de deteccion es un
término cualitativo. Estos limites son la relacién entre el ruido y la sefal debida al
analito.

Ambito de aplicacion

La guia ICH establece como necesaria la determinacion del LC en métodos para la
evaluacion de trazas limite, particularmente para la determinacion de impurezas y/o
en la degradacion de productos (ICH-Q2A, 1995). Generalmente se establece el
LC en ensayos en los que el rango analitico se encuentre muy préximo al limite de
deteccion. Estos se pueden determinar a partir de la recta de regresion siempre y
cuando se hayan analizado concentraciones bajas del analito (Quattrocchi et al.,
1992).

Determinacion del Limite de Deteccion LD

La observacion visual podria ser usada para métodos no instrumentales e
instrumentales. El limite de deteccién se determina por el andlisis de las muestras
con concentraciones conocidas del analito y por el establecimiento del nivel minimo
en el cual el analito puede detectarse de manera fiable (ICH-Q2B, 1996).

Determinacion del Limite de Cuantificacion LC

Cuando no se posee una muestra placebo y cuando se especifica un criterio
concreto de precision y exactitud, el método EURACHEM es apropiado para el
calculo de LC (Eurachem, 1993), donde se prepara una serie de muestras con
cantidades decrecientes, analizables cada una de ellas varias veces, representando
CV % de la precision frente a la concentracién de cada muestra. De este modo, se
obtiene la concentraciéon de LC en funcién del CV % maximo aceptado para el
meétodo estudiado.

Habitualmente se fija un criterio de precision con un CV % = 10 % para el LC
aunque se acepta hasta valores de 20 %, en funcion del método.

Relacion seial / ruido

Para esto, se requiere que el método de analisis sea instrumental, que proporcione
un ruido de linea base. El procedimiento para la determinacion de limite de
deteccién se basa en establecer un rango de la seifal ruido que proporciona la
solucion del blanco y muestras con bajas concentraciones conocidas y al establecer
la minima concentracion a la cual el analito puede ser detectado. Un rango de
sefial ruido aceptable es de 3 a 2:1 (ICH-Q2B, 1996).

Para la determinacion de limite de cuantificacion LC se establece un rango de la

sefial ruido que proporciona la solucién del blanco y muestras con bajas
concentraciones conocidas y al establecer la minima concentracion a la cual el
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analito puede ser cuantificado. Un rango de sefal ruido aceptable es de 10:1 (ICH-
Q2B, 1996).

g. Prueba de adecuabilidad del sistema

La prueba de adecuabilidad del sistema consiste en un conjunto de ensayos que
permiten comprobar en el momento de utilizacion del método, que el sistema es
adecuado para llevar a cabo la determinacién de los ensayos. Es la comprobacién
efectuada en un sistema cromatografico validado para verificar que la resolucién y
la reproducibilidad del sistema es adecuada para el analisis que se va a realizar
(ICH-Q2A 1995; Q2B 1996; EPA, 2009; AOAC, 2002).

La prueba es requisito previo al procedimiento de analisis, se ha de realizar cada
dia antes de iniciar el trabajo en rutina para comprobar el correcto funcionamiento
del sistema cromatografico. Dicha prueba proporciona la seguridad de que en el
momento de iniciar el ensayo, el conjunto del sistema continda siendo valido para el
propésito para el que fue realizado (ICH-Q2A 1995; Q2B 1996; EPA, 2009; AOAC,
2002).

Ambito de aplicacién

Se debe emplear en cualquier procedimiento de medida en el que las condiciones
analiticas puedan estar sometidas a cambios o variaciones operacionales.

Determinacion de la idoneidad

La prueba se encuentra vinculada de forma directa a las caracteristicas del método
analitico, debiendo reflejar su viabilidad en el momento de su uso. Los ensayos de
idoneidad del sistema vendran dados por el conocimiento adquirido del método y la
viabilidad de su empleo en rutina. Estos ensayos demuestran que el sistema esta
en plenas condiciones para la realizacion de analisis y permiten establecer el
criterio necesario para modificar las condiciones analiticas en el procedimiento para
alcanzar la idoneidad. Estas modificaciones vendran marcadas por el estudio de
robustez. El procedimiento de realizacion de la prueba de idoneidad, sus criterios
de aceptacion deben encontrarse dentro del método analitico (Aguirre y Garcia,
2001).

Precision de la prueba del sistema

Se evalua mediante el calculo del coeficiente de variacion de los resultados
obtenidos tras el analisis de una serie de replicados de una muestra. La USP 24
(Farmacopea de Estados Unidos) establece como criterio de aceptacion un CV % <
2 % en la inyeccion de 5 replicados (y si es superior al 2 % se realiza sobre 6
replicados). La precisiébn es el parametro de mas amplia aplicacion para la
evaluacién de la idoneidad del sistema. Habitualmente se estudia sobre el area del
pico cromatografico, también puede evaluarse sobre altura o tiempo de retencion.
(Aguirre y Garcia, 2001).
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h. Parametros cromatograficos:

Numero de platos teéricos (N)

Mide la eficacia del sistema cromatografico, que expresa el nUmero de picos que
pueden aparecer en el cromatograma por unidad de tiempo y de la capacidad del
sistema de proporcionar bandas de elucién estrechas. Su calculo se basa en la
relacion entre el tiempo de retencién y la anchura del pico cromatografico. El
numero de platos teéricos depende del tiempo de elucion y se recomienda que sea
superior a 2 000 (Aguirre y Garcia, 2001).

N = 16{tr/w)?

N = numero de platos tedricos
tr = tiempo de retencién
w= ancho de base del pico

Factor de asimetria
Es una medida de la asimetria de la sefial generada por el analito. Un aumento del

factor de asimetria provoca una pérdida de resolucién y una disminucion de la
precision de la integracion (Aguirre y Garcia, 2001).

T =1"VD.DE
2F
Doénde:
T = Factor de asimetria
Wo o5 = Anchura del pico al 5 % de la altura del pico.
F = Distancia entre la perpendicular trazada desde el maximo pico y el

frente al 5 % de la altura del pico.

Un pico perfectamente simétrico tendra un factor de asimetria de 1.0. Un pico que
presente ensanchamiento por el inicio del pico tendra valores inferiores a la unidad,
mientras que si presenta cola, el factor sera superior a la unidad. Como norma
general, el factor de asimetria debe encontrarse entre 0.8 y 1.5, aunque se aceptan
valores de hasta 3.0 (European Pharmacopoeia, 2009; Aguirre y Garcia, 2001).

Resolucién
Mide la separacion entre dos picos. Se calcula entre la pareja de picos mas dificil
de separar o entre el analito y sus impurezas. Se calcula tal como se indica en la

ecuacion siguiente de acuerdo a la ilustracion de la llustracién 7 (Aguirre y Garcia,
2001).
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try —tr-
R = 118 2712
(wy —w,)

Dénde:

try ¥ try = Tiempo de retencion, try < try

wy —ws= Anchura del pico a media altura
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llustracion7. Descripcion del pico cromatografico (Aguirre y Garcia, 2001)

Para picos de tamano similar se alcanza una resolucién a linea de base con valores
de 1.5, es deseable fijar una resolucion mayor de 2.0 si se espera la aparicién de
interferencias (Aguirre y Garcia, 2001).
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CAPITULO 2

PROCEDIMIENTO ESTANDARIZADO DE VALIDACION DEL
METODO

2.1 Objetivo

Asegurar que el método de analisis de determinaciéon de aniones CI7, NO,”, NOj3",
S0, y PO, en muestras de agua de rio, a través de cromatografia iénica (Cl),
esté bajo control.

2.2 Alcance

Este procedimiento se utilizara para la determinacion cuantitativa de los aniones
CI,, NO,~, NO5~, SO,* y PO, en agua de rio y residuales; desde su muestreo,
traslado, preparacion de muestras en el laboratorio hasta su determinacién a través
del cromatégrafo idnico 883 Metrohm, desde 0.3 mg.L” (ppm) hasta 10 ppm de
concentracién en NO,~, NO;3™ y PO,* y desde 1 ppm hasta 20 ppm de CI" y SO,~.

2.3 Justificacion del Método

El laboratorio de aguas del Departamento de Ciencias Quimicas y Ambientales de
la Escuela Politécnica del Litoral (ESPOL), cuenta con modernos equipos para la
realizacion de analisis fisico-quimicos y bacteriolégicos de aguas claras
(embotellada, potable, de pozo, de rio, etc.), asi como de aguas residuales. Entre
estos instrumentos se encuentra un equipo de cromatografia idnica nuevo, su uso
requiere de estandarizar y validar el método de analisis para la matriz especifica de
interés.

El laboratorio realiza los analisis de aguas a través de metodologias confiables y
amigables con el medio ambiente, por lo que ha determinado que la cromatografia
idnica es la técnica indicada para la determinacién de aniones en aguas.

Para conocer el funcionamiento del equipo y su programa, se capacité al personal
técnico en el manejo de los mismos, esta instruccion fue parte de la compra —
entrega del equipo.
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2.4 Responsabilidades

La responsabilidad de la realizacién de la validacién es del analista quimico, el
responsable del laboratorio colabora en las acciones administrativas; y la
aprobacion del certificado de validacion esta a cargo del director del laboratorio, lo
cual se detalla a continuacion en la Tabla 7:

Tabla 7. Responsabilidades de las actividades de validacion

Responsables

Actividad Director Analista Jefe de
quimico de  Laboratorio
Validacion

1. Elaborar el procedimiento R

2. Revisar el procedimiento R El

3. Autorizar el procedimiento R

4.Realizar ensayos vy registrar R El

datos

5. Supervisar operaciones R

6. Adjuntar certificados R El

7.Toma de muestras R

8. Preparar informe técnico R

9 Evaluar informe R El

10 Emision de certificacion R

Abreviaturas: R= Responsable; El= entrega informacion; RI= Recibe informacion

2.5 Cualificaciéon y funcionamiento de los equipos y reactivos

Todos los instrumentos se calibraron segun las especificaciones de calibracién
recomendadas por el fabricante del instrumento y verificados, de tal manera que
todos los equipos estan en condiciones de ser operados.

2.5.1 Reactivos
Todos los reactivos son calidad: Para analisis (P.A.).

1. Agua ultra pura, es agua de calidad 1 segun norma ISO 3696, a través de
equipo Milli-Q.

2. Carbonato de sodio (Na,CO3). Mallinckrodt 7528-04. Lote H06582.
3. Hidrégeno carbonato de sodio (NaHCOj;). Mallinckrodt. Lote J12605.
4. Acido sulfarico (H,SO,4) concentracion al 95 %. Mallinckrodt.

5. Nitrato de Potasio (K NO3) Panreac131524.1210 Lote 0000190635.
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10.

11.

2.5.2

Cloruro de sodio (NaCl) JT Baker 3624-19 lote J11C59.

Sulfato de sodio (Na,SO,) Fisher Chemical. Lote 083054.

Nitrito de sodio (NaNO,) JT Baker 3780-0.Lote J08622.

Di hidrogeno fosfato de potasio (KH,PO,) JT Baker 3246-01.Lote 7778-77.

Eluente: Disoluciéon tampdén 1 mmol Hidrégeno carbonato de sodio
(NaHCO3) — 3.2 mmol carbonato de sodio (Na,CO3). Disolver 0.084 g de
NaHCO; y 0.3392 g de Na,CO; en un baléon de aforo de 1 L con agua ultra
pura, mantenerlo en el bafio de ultrasonido por media hora, hasta eliminar
las burbujas de CO2 presentes Yy filtrar a través de una membrana de 0.45
pm.

Regenerante: Disolucion de 50 mmol de H,SO,. Se prepara bajo una cabina
de extraccion; se trasvasa en un vaso de precipitacion aproximadamente
unos 3 ml de H,SO, y con ayuda de una pipeta se toma 2.72 ml de H,SO,
en un balén de aforo de 1 L y se enrasa con agua ultra pura hasta el
volumen indicado.

Equipos y Materiales para el muestreo

2.5.2.1 Equipos y Materiales para la toma de muestra

Canoa o lancha para desplazamiento a lo largo y ancho del rio, se debe
contar con la seguridad para la toma de muestras (chaleco salvavidas,
ayudante).

Botellas de muestreo, recipientes con tapa y de boca ancha para la toma de
muestras. Las mismas que deben ser identificadas.

Recipiente térmico portétil, para el transporte de muestras a baja
temperatura hasta el laboratorio.

2.5.2.2 Equipos y Materiales para el analisis

FCNM

Jeringas de polietileno de 10 ml con aguja intercambiable

Filtros de membrana de 0.22 ym Millex-MF filtros de esteres de celulosa que
se acoplan a la jeringa anterior.

Cromatégrafo iénico, el cromatografo idnico de Metrohm Basic IC plus 883,
version del programa 5.850.0107, numero de serial 09136, mediante la
deteccién de conductividad realiza el analisis idnico. Estd compuesto de
bomba, detector de conductividad, valvula de inyeccion, amortiguador de
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impulsos, supresor quimico MSM II, columna , pre columna separadora,
inyector automatico de muestras, y sistema de adquisicion de datos.

4, Pre columna y columna separadora, pre columna compatible con la columna.
Columna Metrosep A Supp 5 — 150/4,0, nimero de orden 6.1006.520,
namero de serie 7110581, numero de batch 110930, longitud 150 mm,
diametro interno 4.0 mm, tamafio de particula 5 um, flujo estandar 0.7
ml.min™, flujo maximo 0.8 ml.min™, presién maxima 15 mPa, capacidad de
pH desde 3 hasta 12.

5. Automuestreador, Automuestreador compacto 863.0010, versién del
programa 5.863.0020, numero de serial del equipo 08108.

6. Tubos de polietileno adecuados para el automuestreador.
7. Balanza analitica, marca Ohaus modelo Explorer Pro.

8. Baro ultrasonido, marca Fisher Scientific, modelo FS60D.
9. Cabina de extraccién de gases, Frontier Junior.

10. Potencidémetro, marca Thermo, modelo Orion 3 Star pH Benchop.

11.  Conductimetro, marca Thermo, modelo Orion 3 Star Conductivity Benchop.
12.  Estufa, marca Memmert.

13.  Refrigerador, Electrolux de 21 pies®.

14.  Desecador de vidrio.

15.  Purificador de agua Milli-Q.

2.6 Procedimiento de analisis

2.6.1 Preparacién de muestras y blancos

Las muestras de ensayo, blancos, estandares, eluentes y regenerador, requieren
preparacion previa antes de ser inyectados en la columna del equipo, lo cual
consiste en temperar las muestras a la temperatura ambiente, filtrarlas a través de
un filtro de membrana de 0.22 pym y pasarlas por el ultrasonido, de la siguiente
manera:

El agua que se usara para: limpieza del equipo, formacion del &cido sulfurico 50
mmol y preparacion de estandares, debera ser agua ultra pura tipo 1, filtrada en una
membrana de 0.22 um.

Las muestras guardadas en el refrigerador deberan alcanzar la temperatura
ambiente para proceder a su analisis.

FCNM 2-38 ESPOL



Estimacion de la concentracion de nutrientes en aguas superficiales del rio Daule y MILADE
validacién del método de cuantificacion de aniones en agua por cromatografia idnica

Las muestras de agua de rio, deberan ser filtradas a través de un filtro de
membrana de 0.22 ym para evitar taponamientos en valvulas y columna.

El acido de regeneracion, el eluente y agua deberan ser desgasificados para
eliminar posible presencia de CO, lo cual afectaria en los resultados.

Disoluciones patron para la calibracion: Para la preparacion de soluciones patron se
utilizé el Método 300 de USEPA para la determinacién de Aniones inorganicos por
cromatografia idnica y el método 4110 B de estandar métodos considerando las
sales antes mencionadas.

Se pesan en la balanza analitica las sales previamente secadas en estufa a 104 °C
por 2 horas, con objeto de evitar errores por presencia de agua.

Teniendo en cuenta las buenas practicas de laboratorio se pesa y afora con agua
ultra pura de acuerdo a lo siguiente:

KNO;: 0.1630g.100 mI'= 500 mg.L" = 500 ppm
NaCl: 0.1649 g.100 mI™ = 1 000 mg.L" =1 000 ppm
Na,SO,: 0.1479g.100 mI =1 000 mg.L" =1 000 ppm
NaNO,: 0.0750g.100 mI" = 500 mg.L" = 500 ppm
KH,PO,: 0.0716g.100 mI" = 500 mg.L" = 500 ppm

Las disoluciones de los nuevos estandares se preparan con agua ultra pura
desgasificada en un matraz de aforo de 100 ml. Las mismas se deben preparar
semanalmente y ademas se deben guardar en botellas de polietileno con tapa y en
refrigeracion.

2.6.2 Selectividad

Con el fin de identificar los tiempos de retencién (ir) e identificar la sefal de cada
idn, se debera preparar soluciones con los analitos de interés y correrlos en el
equipo CI.

Con la informacién obtenida se calculara la resolucion y se determinara si existen
interferencias entre iones.

2.6.3 Calibracion

Se prepara la mezcla de soluciones estandares de acuerdo a la Tabla 8, se rotula,
se toma las alicuotas necesarias y el resto mantiene en refrigeracion.

Tabla 8. Concentracion de estandares en mezcla de ensayo

Identificacion CI- NO, NOs~ PO/ SO0,~
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (pPpPm)

Mezcla de estandares
1000 500 500 500 1000
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A partir de la mezcla de estandares, con pipetas automaticas se toma los
volumenes indicados en la Tabla 9 y en balones previamente lavados solamente
con agua destilada, se afora a 100 ml con agua ultra pura y se mezcla
vigorosamente.

Tabla 9. Volumenes en ml afadidos a partir de la mezcla de estandares

Item Std1 Stdz Std3 Std4 Std5 Stds Sdt7
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml)

Mezcla de aniones
0 001 002 041 0.5 1 2

Como resultado, se obtendran las siguientes mezclas de estandares que tienen
concentraciones de aniones segun la Tabla 10.

Tabla 10. Estandares con concentracion conocida de aniones (ppm)

item Std1 Stdz Std3 Std4 Std5 Stds Sdt7
cr 0 01 0.2 1 5 10 20

NO," 0 005 01 05 25 5 10
NO;” 0 005 01 05 25 5 10
PO,* 0 005 01 05 25 5 10

SO,* 0 01 0.2 1 5 10 20

Cada estandar preparado es analizado en el equipo, el analisis se inicia con agua
ultra pura y seguidamente los estandares de menor a mayor concentracién. Los
resultados son usados para preparar la recta de calibracion por cada analito.
Durante éste procedimiento, los tiempos de retencion deben ser grabados o
guardados.

La calibracién se realiza analizando por triplicado las 7 soluciones estandar de la
mezcla de los aniones mostrados en la Tabla 10.

La recta de calibracién debe ser verificada cada dia de trabajo o cuando el eluente
de los aniones se haya cambiado, asi como, después de cada 20 muestras. Si la
respuesta o tiempo de retencién por cada analito varia de acuerdo a los valores
esperados por mas del 10 %, se debera preparar un nuevo eluente, usando
estandares frescos para la calibraciéon. Si los resultados son aiun mas de £ 10 %,
una nueva recta de calibracion debera ser preparada para ese analito.

Con los datos obtenidos, se calcula la ecuacién de la recta o recta de regresion, el
coeficiente de correlacion (r) y su test de significancia t de regresién, pendiente (m),
desviacién de la pendiente (Sm), coeficiente de determinacion (R?), limites y region
de regién de confianza, intercepto (Lo), desviacion estandar del intercepto (Slo),
residual (Sy,x), limite de deteccidn, limite de cuantificacién, y se grafica la recta de
regresion, todo lo anterior se estima para cada uno de los iones de estudio.
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También sera necesario calcular el valor de los residuales y determinar la validez
del método al no haber una tendencia de sus puntos. Adicionalmente de debera
realizar la prueba de homogeneidad de varianzas o test de Cochran con el fin de
determinar que el valor de concentracién no influye en la variabilidad de los
resultados; y por ultimo se debera calcular el coeficiente de variacion (% CV) del
factor de respuesta.

2.6.4 Precision

Se debera realizar la precision a través de repetibilidad instrumental al correr la
misma solucién durante 7 veces, precision intermedia al correr 4 muestras
estandar durante dos dias vy repetibilidad del método al correr muestras que
representen el método desde su inicio.

2.6.5 Exactitud

Para la realizacion de exactitud se deberan preparar varias soluciones de
concentracién conocida, correr en el equipo Cl y obtener su error o % de
recuperacion. Se debera calcular la media, % CV y el analisis t de % de
recuperacion.

Se realizara también el analisis de un MRC, y se correrd durante 8 veces. Se
debera calcular la media, su desviacién estandar, su recuperacion y se realizara
una prueba t de significancia.

Adicionalmente se realizara el analisis de muestras conocidas adicionando un
estandar de concentracion conocida. Se debera determinar el % de recuperacion y
su % CV.

2.6.6 Limites de Deteccién y Cuantificacion.

Se deberan preparar soluciones de concentracion igual a la determinada por
minimos cuadrados, y se debera comprobar que no haya diferencia significativa
entre el valor leido y el valor tedrico.

2.6.7 Prueba de adecuabilidad del Sistema

Se debera comprobar al inicio del andlisis que los tiempos de retencion
permanezcan iguales y que su variacion no sea mayor a 2 %, que el numero de
platos tedricos (N) sea mayor a 2 000 y que el factor de asimetria (T) no sea mayor
a2%.

2.6.8 Analisis cromatografico

Para el manejo del equipo se debe considerar las buenas practicas de laboratorio.

En caso de no usar el cromatdégrafo por dos semanas consecutivas, se debera
retirar la columna y llenarla con eluente, ademas se debera limpiar el sistema.
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El equipo Metrohm 883 posee un manual de instrucciones para el manejo de
software, el mismo que se simplifica en el Instructivo Manejo de IC 883 (Anexo 1).
Se debe equilibrar el equipo con 30 a 40 minutos de anticipacion a la inyeccién de
muestras, esto significa que se debera dejar correr el equipo con el método
“Equilibration” hasta que la linea base se presente en forma constante, uniforme y
no presente variaciones.

Se colocan las muestras en el automuestreador.

Se programa el equipo cromatografo idnico Metrohnm 883 con las secuencias
necesarias para la determinacién de aniones con los dispositivos adecuados y se
lo identifica como: “METODO CALIBRADO COLUMNA CINCO”.

Se inyectan y se pone a correr las muestras

En caso de que las muestras excedan el limite del intervalo de calibracién, se
debera diluir la muestra, y se aplicara el factor de dilucién adecuado.

2.7 Toma de muestra experimental

Las muestras de agua deberan ser colectadas de acuerdo a la norma INEN
2176:98, Calidad de agua. Muestreo. Técnicas de Muestro (INEN, 1998), la cual
establece guias para obtener los datos necesarios en los analisis de control de
calidad de las aguas naturales, poluidas y aguas residuales para su caracterizacion.
Se usara ademas la norma técnica INEN 2169:98, Calidad de agua. Muestreo,
manejo y conservacion de muestras (INEN, 1998a) esta Norma establece las
precauciones generales que se deben tener en cuenta para conservar y transportar
las muestras de agua e indica la técnicas de conservacion usadas comunmente. La
norma Oficial Chilena NCh441/6 OF98, Calidad de Agua Muestreo Parte 6: Guia
para el muestreo de rios y cursos de agua (INN, 1998), Norma Oficial Chilena
NCh441/1 OF98 Calidad de Agua Muestreo Parte 1: Guia para el disefio de
programas de muestreo, normas que indican los principios para el muestreo y
realizacion de programas de muestreo en rios (INN, 1998a).

La calidad de los resultados obtenidos en un analisis depende en gran parte de la
calidad del muestreo, sin considerar el grado de tecnologia usada para dicho
analisis. El muestreo debe definirse dependiendo del objetivo a conseguir y con
ello su conservacion y traslado hacia el laboratorio de analisis.

En general, una muestra debe reproducir lo del total, debe ser homogénea y no
reaccionar o cambiar por efecto de las condiciones ambientales, de conservacién o
traslado; sin embargo, en aguas superficiales y residuales si podrian existir cambios
debido a las reacciones fisico, quimicas o bioldgicas, por lo cual se debera tener
cuidado al tomar las muestras, antes y después del traslado y durante su
conservacion en el laboratorio antes del analisis (INEN, 1998).

El rio Daule presenta un caudal promedio de 950 m®.s™ y minimo de 25 m®.s™, con
un maximo de 3 600 m*®.s” en épocas de precipitaciones muy altas (CAAM, 1996).
Se observa que el caudal del rio es muy variable en el tiempo dependiendo de
varias situaciones entre ellas el drenaje y el clima. Lo que significa que las
muestras deberan ser tomadas en un periodo corto de tiempo para no tener
influencia del caudal o de cambios subitos de nutrientes del rio.
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Cuando se pretende evaluar los efectos de un afluente en un curso de agua
principal, es necesario tomar muestras por lo menos en dos zonas, un muestreo
aguas arriba y otro muestreo aguas abajo de la confluencia. Los efluentes se
mezclan en forma vertical, horizontal y longitudinal dependiendo de las distancias,
velocidad y curvas, se podrian mezclar en menos de 1km o fracciones (INN, 1998).

Para el desarrollo del presente trabajo se tomaran muestras, en el sector conocido
como Puente Lucia, 500 m aguas arriba de La Toma y 500 m aguas abajo de la
misma. Se tomaran muestras en la represa Daule-Peripa y en el sector Pichincha,
como sitio primero de descarga de la represa.

2.8 Calculos

2.8.1 Determinacion de la concentracion de analito presente en la muestra

Los resultados se obtienen por interpolacion en la recta de calibracion con el
resultado de areas.

El programa del equipo da automaticamente el resultado de la concentracion en las
unidades deseadas, siendo para éste método en ppm, y debera ser comprobado
usando el programa Excel a través del método de minimos cuadrados.

2.8.2 Pruebas de significancia

Una medicién puede tener errores aleatorios y errores sistematicos, ocasionando
que la misma no represente exactamente al valor conocido como verdadero. La
manera para determinar si la variacion de resultados es debido a errores aleatorios
se realiza una prueba estadistica llamada Prueba de Significacion, la cual indica si
existe una diferencia significativa entre los dos resultados o si solamente se debe a
errores aleatorios (Miller y Miller, 1993).Para la determinaciéon de validez del
método, se emplearan varias pruebas de significancia tales como: Prueba t de
student, prueba F de Fisher, Analisis de Varianza, etc.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA DE ANALISIS DEL AGUA DEL RIiO DAULE

3.1 Determinacion de los puntos de muestreo

Una vez que se estandariza y valida el método de ensayo de analisis de los
aniones Cl, NO,~, NO;~, PO,* y S0,% para muestras de agua de rio, se procede a
establecer las estaciones de muestreo, la frecuencia, la identificacion de las
mismas, la logistica que involucra el muestreo en si mismo, la conservacion de las
muestras durante el traslado y permanencia en el laboratorio antes de ser
analizadas.

Como parte de los objetivos se tiene: la determinacion de los nutrientes en el sector
Puente Lucia y la comparacion de la carga de nutrientes aguas arriba y aguas
abajo del sector La Toma, razones por las cuales se definen las siguientes
estaciones de muestreo, presentados en la Tabla 11 y en la llustracién 8.

[lustracion 8. Estaciones de muestreo
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Para facilitar la designacion de las estaciones se establecié la siguiente
codificacion.

Estacion 1, aguas arriba, orillal = A1
Estacion 2, aguas arriba, centro = A2
Estacion 3, aguas arriba, orilla2 = A3
Estacion 4, aguas abajo, orilla1l = B1
Estacion 5, aguas abajo, centro = B2
Estacion 6, aguas abaijo, orilla2 = B3

Dia 11 de marzo = D1

Dia 20 de marzo = D2

Hora: Desde las 9: horas hasta las 14: horas

1.- A nivel de sector Puente Lucia: Las estaciones incluyen las orillas y centro del
rio.

Tabla 11. Estaciones de muestreo en sector Puente Lucia

Sector Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra4 Muestrab Muestra 6

Hora: 1 Hora: 2 Hora: 3 Hora: 4 Hora: 5 Hora: 6

Aguas A1 A1 A1 A1 A1 A1
arriba de

A3 A3 A3 A3 A3 A3

Aguas B1 B1 B1 B1 B1 B1

abajo de B2 B2 B2 B2 B2 B2
La Toma

B3 B3 B3 B3 B3 B3

Muestras total: 36 * 2 72

2.- A nivel de la represa Daule Peripa. Toma de varias muestras a lo largo de la
represa, 5 de agosto de 2012

llustracién 9. Represa Daule Peripa
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3.- En el sector Pichincha.- Aguas arriba aproximadamente a 1 km desde el puente,
toma de varias muestras, 5 de agosto de 2012.

llustracion 10. Poblacion Pichincha

3.2 Toma de muestras

Las muestras de agua se recogieron en el rio Daule en el sector Puente Lucia,
aproximadamente a 2 m de las orillas y en el centro del mismo. A 500 m aguas
abajo aproximadamente del sector conocido como La Toma se repitié el muestreo.
Las muestras se tomaron cada hora durante 6 horas el dia 11 de marzo de 2012;
este procedimiento se repitio el dia 20 de marzo de 2012.

El muestreo en la represa Daule Peripa y sector Pichincha fue realizado el dia 5 de
agosto de 2012.

Las muestras fueron tomadas del agua superficial aproximadamente a 30 - 40 cm
de profundidad.

Previo al muestreo, los recipientes de polipropileno fueron rotulados con la
identificacion del sitio, fecha y hora. Seguidamente los recipientes con las muestras
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tapados se conservaron en un recipiente térmico frio hasta la llegada al Laboratorio
de Aguas del Departamento de Ciencias Quimicas y Ambientales de la Escuela
Superior Politécnica el Litoral, donde se almacenaron en un refrigerador mientras se
espera su analisis.

3.3 Preparacion de muestras en el laboratorio

Previo al analisis, las muestras en el laboratorio fueron colocadas al ambiente v,
homogenizadas, realizandose finalmente mediciones de pH y conductividad.

Las muestras para el analisis cromatografico son filtradas a través de filtro de 0.22
pm, obteniéndose una muestra transparente, libre de particulas, adecuada para ser
inyectada en el equipo sin que haya riesgos de contaminacion de la columna o
taponamientos de valvulas debido a los sedimentos presentes en las muestras
originales.

Las muestras filtradas se trasvasan en los tubos de polipropileno adecuados para
el equipo y se colocan en el automuestreador.

3.4 Analisis diversos

3.4.1 Analisis de pH

La lectura es directa usando un equipo de medicion de pH marca Thermo Modelo
Orion Star.

3.4.2 Analisis de conductividad

La lectura es directa usando un equipo de medicion de conductividad marca
Thermo modelo Orion Star.

3.4.3 Anadlisis en el equipo de Cromatografia lénica IC 883

Usando el instructivo Manejo de IC 883, se programa el equipo para el analisis de
las muestras seleccionadas y preparadas. Se verifica la existencia de agua, acido
sulfurico diluido y eluente en las respectivas botellas, o se procede a llenar con
nuevas soluciones.

Una vez acondicionado el equipo con el método de “Equilibrio”, se inyecta una
muestra control con el propdsito de verificar que los tiempos de retencién no hayan
cambiado o en su defecto que la variacién de los mismos no sea mayor al 10 %. En
caso de existir variacion, se debera preparar nuevas soluciones o preparar una
nueva recta de calibracion.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

Este capitulo contiene los resultados de las diversas pruebas de validacién del

método y los resultados de aplicacion del método en el andlisis de muestras de

agua recogidas en las diversos puntos de muestreo y su analisis estadistico.

41 Resultados de pruebas para Validacion

4.1.1 Selectividad

La prueba de selectividad consistid6 en preparar una solucion de las sales
correspondientes de los aniones para obtener una concentracion de 5 ppm de CI7, 5

ppm de SO,*, 2.5 ppm de NO,", 2.5 ppm de NO5™ y 2.5 ppm de PO,*
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llustracién 11. Cromatograma de aniones CI~, NO,”, NO5~, PO,*, SO*
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Esta solucion se procedié a inyectar en el equipo para la identificaciéon de los
aniones mencionados anteriormente. El equipo identifica automaticamente la
columna que se usa y determina los tiempos de retencidon para cada ion; sin
embargo, se tiene la opcidn de rectificar dichos tiempos si se requiere.

El cromatograma de la llustracion 11, muestra el resultado de la selectividad de la
solucion preparada con los aniones motivos de la investigacién y se presenta
ademas los tiempos de retencién de cada uno de ellos.

La Tabla 12 resume los tiempos de retencion y la resolucién de los aniones del
cromatograma anterior, para CI", NO,”, NO;” y PO,* y SO,%.

Tabla 12. Tiempo de retencién y resolucion de los aniones de estudio

Componente Tiempo de Ancho de base Resolucion
retencién (min)  del pico (min)

Ccr 5.04 0.20 4.4

NO,” 6.00 0.24 8.8

NOj3~ 8.48 0.32 10.2

PO,* 12.42 0.45 4.0

S0~ 14.30 0.48 -

En el cromatograma mostrado en la Grafica 11, se observa la inexistencia de picos
que interfieran y al observar la Tabla 12 se nota una buena resolucion, ya que para
cada uno de los iones el resultado de la resolucion es = 1.5. Por tanto, el resultado
de selectividad para el método analitico propuesto es conforme a lo esperado.

41.2 Linealidad

Se preparan 7 soluciones de distintas concentraciones de CI7, NO,~, NO;™, PO,* y
S0,%, se analizan y con los resultados obtenidos se calcula la recta de regresion
lineal por minimos cuadrados. Cada solucién se lee por triplicado.

La Tabla 13 resume los resultados de la recta de regresion, del coeficiente de

correlacion y el valor t experimental (texp.) de regresiéon y t critica (tcrit.) en la
prueba de linealidad para cada uno de los aniones estudiados.
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Tabla 13. Ecuacién de la recta y coeficiente de correlacion

Aniéon Ecuacion de la recta de regresion r texp. terit
regresion

cr Q = 2.592 + 94.574*A 0.9996 154.29 2.1

NO, Q=-1.011+ 162.586 *A 0.9999 352.89 2.13

NO;~ Q=-0.739 + 196.735*A 0.9999 253.41 210

PO, Q=0.036 + 402.544*A 0.9999 246.92 212

SOZ Q=0.275+ 144.114*A 0.9999 258.71 2.10

Q = concentracion (ppm), A = area (uS.cm™.min), r = coeficiente de correlacion

Los valores de r en la Tabla 13, son aceptables e indican una correlacién entre el
area y la concentracion, lo cual se confirma al hacer el test de regresion. El
resultado obtenido de texp. de cada ion es mayor que ftcrit., por lo tanto, implica que
se rechaza la hipotesis nula Ho que indica que no hay correlacion entre las
variables (r = 0), y se acepta la hipétesis alterna H1 que indica que r no debe ser
significativamente diferente de 1.

Se analizara cada ion en forma individual y se lo hara en el mismo orden de elucion.

4.1.2.1 Anién cloruro CI”

Las lecturas de CI” contenido en las 7 soluciones estandares, analizados por
triplicado y arrojados por el programa Magic Net, se muestran en la Tabla 14, con
estos valores se calcula los diversos resultados estadisticos necesarios.

Tabla 14. Resultados de concentracion del ion CI” en la mezcla de estandares

Sample type Index Conc. Volume Dilution Sample Area Indent
(ppm)  (uh) amount  (uS/cm*min)

Standard 1 1 0 20 1 1 n.d Agua purificada
Standard 1 2 0 20 1 1 0.000 Agua purificada
Standard 1 3 0 20 1 1 0.000 Agua purificada
Standard 2 1 0.1 20 1 1 0.022 Muestra estandar
Standard 2 2 0.1 20 1 1 0.022 Muestra estandar
Standard 2 3 0.1 20 1 1 0.024 Muestra estandar
Standard 3 1 0.2 20 1 1 n.d. Muestra estandar
Standard 3 2 0.2 20 1 1 0.040 Muestra estandar
Standard 3 3 0.2 20 1 1 0.040 Muestra estandar
Standard 4 1 1 20 1 1 0.181 Muestra estandar
Standard 4 2 1 20 1 1 0.181 Muestra estandar
Standard 4 3 1 20 1 1 0.181 Muestra estandar
Standard 5 1 5 20 1 1 0.957 Muestra estandar
Standard 5 2 5 20 1 1 0.959 Muestra estandar
Standard 5 3 5 20 1 1 0.959 Muestra estandar
Standard 6 1 10 20 1 1 2.041 Muestra estandar
Standard 6 2 10 20 1 1 2.045 Muestra estandar
Standard 6 3 10 20 1 1 2.044 Muestra estandar
Standard 7 1 20 20 1 1 4.233 Muestra estandar
Standard 7 2 20 20 1 1 4.245 Muestra estandar
Standard 7 3 20 20 1 1 4.240 Muestra estandar
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En la Gréfica 1 se observa la recta de calibracion para CI7, la ecuacién de la recta,
la desviacion estandar obtenida y el coeficiente de correlacion. La Grafica 1 ademas
muestra la relacién concentracién de aniones (ppm) versus area (uS.cm™.min), y se
observa una buena correlacion de acuerdo a su coeficiente r igual a 0.9996.

cloruro (Anions)
ppm

16.0 A
12.0 H
8.0 1
4.0

0.0 4

00 04 08 12 16 20 24 28 32 36 (uS/em) x min

Function: . .. ... e e ot Q=259243 + 94 5745% A
Relative standard deviation 4.218645 %

Cormelation CoBMICIBNL . . . ..t it e e et i et e e e e 0.999646

Gréfica 1. Recta de calibracion, ion CI7, a través del programa Magic Net

Analisis mediante programa Excel

Los datos obtenidos para CI” se analizan a través del programa de Microsoft
Windows office Excel, para verificar el correcto funcionamiento del programa
presente en el Cl y ademas para calcular los diveros resultados estadisticos
necesarios.

El célculo del método de minimos cuadrados en Excel se aplica al senalar 2
columnas y cuatro filas en blanco, seguidamente se selecciona “estimacién lineal”,
se define el rango de datos y la constante “verdadero” y al mismo tiempo se pulsa
“control+shift+capslock” y se obtiene la pendiente (m), la desviacion estandar de la
pendiente (Sm), el coeficiente de determinacién (R?), el intercepto (Lo), la
desviacion estandar del intercepto (SLo), el residual (Sy,x) y los grados de libertad
(gl), los cuales estan resumidos en la Tabla 15.

Con la informacion anterior y el valor t de student, se calcula los limites de

deteccion LD, de cuantificacion LC, los limites de confianza, y la regién de
confianza, mostrados en la Tabla 15.
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Tabla 15. Resumen de estadisticos, por minimos cuadrados, CI”

Estadistico Valor
m(area/concentracion)= Pendiente 0.21163
Sm (area/concentracion)= desviacidén estandar de la pendiente. 0.00137
R2 = coeficiente de determinacion 0.99928
t de student 2.10981
L.sup.Regién de confianza 0.05841
L.inf.Regién de confianza -0.12056
Resolucion(concentracion) 0.00047
M resolucion 0.00027
Coeficiente de correlacion =r 0.99964
Lo(area) = intercepto -0.03107
Slo(area)= desviacion estandar del intercepto 0.01250
Sy,x(area)= Residual 0.04242
grados de libertad 17
Limite Deteccion area -0.00469
Limite Deteccion(concentracion) LD 0.12462
Limite Cuantificacion (area) 0.05842
limite cuantificacion(concentracion)LC 0.42286
Sx,y (concentracion) 0.20042

Los resultados obtenidos del analisis para el ion CI” son graficados en una recta
area (uS.cm™.min) verus concentracién (ppm). El resultado se puede observar en
la Grafica 2, en donde se muestra la linealidad y la ecuacion de la recta. Se
procede a corroborar con la ecuacion presentada por el equipo.

-1 i - . - -
A(“SCTS -min) Curva de calibracion de Cl
a y=0.211x-0.0317"
R2=0.999
3.5

3
2 /}’I
1.5 =
4 Lineal (Cloruro)

—+—Cloruro

1

0.5 /

0
05 5 10 15 20 25

Concentracion ppm

Grafica 2. Representacion grafica de recta de calibraciéon para CI°, usando el
programa Excel.

FCNM 4-52 ESPOL



Estimacién de la concentracion de nutrientes en aguas superficiales del rio Daule y MILADE
validacién del método de cuantificacion de aniones en agua por cromatografia idnica

El programa del equipo para la recta del anion CI” da como resultado la ecuacion:

@ =259243 + 94.5745* 4

La cantidad de muestra tomada para el analisis fue de 20 pl, por lo que se procede
a dividir por éste valor y se obtiene lo siguiente:

259243 . 94.5745
20 20

Q = 01296216 + 4728725 A

A (Q —0.1296)
- 47287

A =0.18 uS.cm L. min

Y segun excel se obtiene la ecuacion:

¥=0211X —-0.031

¥ = 0.18 uS. cm . min

Es decir, el valor de A del programa Magic Net corresponde al valor de Y de la
ecuacion de la recta del programa Excel.

A=Y =018 uS.cm™t. min

El valor del coeficiente de determinacién R? dado por el programa Magic Net del Cl
es:

R? = 09992863

g
= N'IR‘
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r = Vv0.9992863

r = 0.9996

Y a través del programa Excel y presentado en la Grafica 2 se obtiene un valor de
r:

r = 0.9996 r = 0.9996

Por lo anterior, se determina que los valores de A y r presentados por las dos
metodologias son similares.

Region de Confianza y limites de intervalo
La regién de confianza o intervalo de confianza es: la zona o intervalo en el cual se
puede suponer o decir bajo que probabilidad se encuentra el valor verdadero de
cualquier observacién que se realice; los limites de confianza son los valores
extremos de éste intervalo.

Se calcula usando las siguientes férmulas:

Region de confianza de curva de calibracion: Lo + t = Sy, x

L.suprc=Lo+ (t*Sy,x) L.infrc=~Lo— (t*5y,x)

Ymax =m=X + L.suprc Ymin =m=X + L.infrc
En donde:

Limite superior de region de confianza a una concentracion
Yméax = conocida

Limite inferior de region de confianza a una concentracion
Y min =  conocida
L.suprc = Limite superior de la region de confianza
L.infrc = Limite inferior de la regiéon de confianza
Sy, x = Residual de Y con respecto a X

Se calcula ademas el limite de la pendiente, del intercepto, de deteccién y de
cuantificacién con las siguientes ecuaciones:
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Limite de pendiente L (sup o infym =m + (t * Sm)
Limite de intercepto Lo (sup 6 infym= Lo + (t*SLo)
Limite de deteccion de Area = Lo F (t = SLo)

Limite de deteccién de Area — Lo

Limite de deteccion de concentracion =

"
Limite de cuantificacion de Area = Lo + (t * Sy, x)

Limite de Cuantificacién de Area —Lo

Limite de cuantificacion de concentracion = -

En donde:
L supm = Limite superior de la pendiente
Linf. m = Limite inferior de la pendiente

En la Tabla 16 se tabulan los limites de la pendiente y del intercepto.

Tabla 16. Limites demy Lo, CI”

Limites Superior  Inferior
Intervalo de pendiente 0.21452 0.20873
Limite de intercepto Lo -0.00469 -0.05745

Limite de Region de confianza 0.05841 -0.12056

Se realiza el test de verificacion de la pendiente m, buscando corroborar la
significancia estadistica de la misma a través de sus limites superior e inferior. Este
intervalo de pendiente no debe incluir el cero, para considerarla pendiente
significativamente diferente de éste valor. En la Tabla 16 se observa que el valor
del parametro mencionado no incluye el 0, es decir existe significancia.

De la misma manera se calcula el estadistico t del intercepto, a través de sus
limites y para concluir que la ordenada no es significativamente diferente de 0, el
valor del intervalo de los limites debera incluir el valor 0 mencionado.

De acuerdo a la Tabla 16 para el intercepto, en el intervalo de sus limites no se
encuentra el valor 0, es decir es significativamente diferente de 0, por lo cual el
valor de una muestra analizada debera estar interpolado entre al menos dos
estandares uno superior y otro inferior, para evitar el sesgo del método.
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Tabla 17. Regién de confianza de la recta de calibracién de CI

Concentracion x y max. y min.
(ppm) (MScm™.min) (MScm™.min)
0 0.05841 -0.12056
0.1 0.07958 -0.09940
0.2 0.10074 -0.07823
1 0.27004 0.09106
5 1.11657 0.93759
10 217473 1.99575
20 4.29105 4.11207

En la Tabla 17 se indica la region en donde se podrian encontrar los valores del
estandar CI™ analizado para su calibracion.

En la Grafica 3 se observa la region de confianza y la recta de CI7, la cual esta
dentro del intervalo.
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Gréfica 3. Regién de confianza para CI”

41.2.2 Anion nitrito NO,~

Las 7 soluciones con ién NO,~, fueron analizadas por triplicado cuyos resultados se
encuentran registrados en la Tabla 18.
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Tabla 18. Concentracion de NO,™, en la mezcla de estandares

Sample type Index Conc. Volume Dilution Sample Area Ident
(ppm)  (ul) amount (uScm™.mi
n)

Standard 1 1 0 20 1 1 n.d Agua purificada
Standard 1 2 0 20 1 1 0.002  Agua purificada
Standard 1 3 0 20 1 1 0.002  Agua purificada
Standard 2 1 0.05 20 1 1 0.009 Muestra estandar
Standard 2 2 0.05 20 1 1 0.009 Muestra estandar
Standard 2 3 0.05 20 1 1 0.01 Muestra estandar
Standard 3 1 0.1 20 1 1 0.02 Muestra estandar
Standard 3 2 0.1 20 1 1 n.d Muestra estandar
Standard 3 3 0.1 20 1 1 n.d Muestra estandar
Standard 4 1 0.5 20 1 1 n.d Muestra estandar
Standard 4 2 0.5 20 1 1 0.068 Muestra estandar
Standard 4 3 0.5 20 1 1 0.068 Muestra estandar
Standard 5 1 2.5 20 1 1 0.315 Muestra estandar
Standard 5 2 2.5 20 1 1 0.314 Muestra estandar
Standard 5 3 2.5 20 1 1 0.314 Muestra estandar
Standard 6 1 5 20 1 1 0.631 Muestra estandar
Standard 6 2 5 20 1 1 0.630 Muestra estandar
Standard 6 3 5 20 1 1 0.631 Muestra estandar
Standard 7 1 10 20 1 1 1.231 Muestra estandar
Standard 7 2 10 20 1 1 1.232 Muestra estandar
Standard 7 3 10 20 1 1 1.231 Muestra estandar

El programa Magic Net facilita la representacion de la regresion lineal del ensayo de
calibracion a través de la recta obtenida de concentracion versus area y su
linealidad. Asimismo se observa la ecuacion de la recta, la desviacion estandar
relativa de 1.67 % y un coeficiente de correlacion muy bueno de 0.9999 por medio
de la Gréfica 4.
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Function: . . .. it i it i it et s e e = -1.01083 + 162.586% A
Relative standard deviation . .. ... i ittt i ittt sttt e e e 1.671797 %
Correlation coefficient 0.999944

Gréfica 4. Recta de calibracion de NO,~
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Analisis mediante programa Excel

Con los resultados obtenidos, la ayuda del programa Excel y las férmulas
anteriormente planteadas, se calculan los estadisticos resumidos en la Tabla 19 y
se grafica la recta mostrada en la Grafica 5.

‘(ﬂ‘ S . in) CURVA DE CALIBRACION NO2~
uScm™.min
1.4
v =0,123x+ 0,006
2 =
1.2 R 0,999/)
1
o
//
0.8 —
//
0.6 P —+— NOz"
e —— Lineal (NO2z")
0.4 4
0.2
o
o 5 10 15
Concentraciéon ppm

Grafica 5. Recta de calibracion para ion NO,™, a través del programa Excel

La Tabla 19 presenta entre otros parametros, los limites de deteccién y de
cuantificacion calculados a través del método de minimos cuadrados para el ion
NO,™; se observa un alto grado de correlacion r.

Tabla 19. Resumen de estadisticos, minimo cuadrados, NO,™

Estadistico Valor
m = pendiente 0.12299
Sm = desviacion estandar de la pendiente  0.00034
R2 = coeficiente de determinacion 0.99987
t de student 2.13144
L.sup. Region de confianza 0.01735
L.inf. Regioén de confianza -0.00490
Resolucion ( concentracion) 0.00081
presolucion 0.00046
Coeficiente de correlacion = r 0.99993
Lo = intercepto 0.00622
Slo = desviacién estandar del intercepto 0.00167
Sy,x = Residual 0.00522
grados de libertad 15
Limite Deteccion area 0.00980
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Limite Deteccion (concentracion) LD 0.02908
Limite Cuantificacion (area) 0.01735
Limite cuantificacién (concentracién) LC 0.09046
Sx,y (concentracion) 0.04244

Los limites de deteccion y de cuantificacion se observan en valores muy bajos, LD
igual a 0.029 ppm y LC igual a 0.090 ppm, valores que deberan ser comprobados
experimentalmente.

Seguidamente se calculan los limites de confianza y de pendiente, lo cual se indica
en la Tabla 20.

Tabla 20. Limites de m y Lo, para NO,~

Limites Superior  Inferior

Intervalo de pendiente. m  0.12374 0.12225
Limite de intercepto .Lo 0.00980 0.00264
Regién de confianza 0.01735 -0.00490

De acuerdo a la Tabla 20, el intervalo de la pendiente no muestra el valor 0, lo cual
significa que existe diferencia significativa de 0, es decir, existe una correlaciéon
lineal. Mientras que en el caso del intercepto el intervalo no incluye este valor, lo
cual significa que se debera interpolar el valor de las muestras entre al menos dos
estandares, uno superior y otro inferior para evitar el sesgo del método.

Tabla 21. Regién de confianza de la calibracién

Concentracion x (ppm) Y max. Y min.

(MScm™.min) (MScm™.min)
0 0.01735 -0.00490
0.05 0.02350 0.00124
0.1 0.02965 0.00739
0,5 0.07885 0.05659
25 0.32484 0.30259
5 0.63234 0.61009
10 1.24733 1.22508

En la Tabla 21 y en la Grafica 6 estan presentados los valores de la region de
confianza del ion NO,~, cuyos valores son relativamente pequenos.
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Grafica 6. Region de confianza de NO,~

41.2.3 Anioén nitrato NO3~

Los resultados mostrados en la Tabla 22 son los obtenidos para el analisis de NO3~
y es la manera como el programa Magic Net 1 los reporta.

Tabla 22. Concentraciones de lon NO3;~, en mezcla de estandares

Sample type Index Conc. Volume Dilution Sample Area Ident
(ppm) (M) amount (uScm™
.min)

Standard 1 1 0 20 1 1 n.d Agua purificada
Standard 1 2 0 20 1 1 0.001  Agua purificada
Standard 1 3 0 20 1 1 0.001  Agua purificada
Standard 2 1 0.05 20 1 1 0.007 Muestra estandar
Standard 2 2 0.05 20 1 1 0.007 Muestra estandar
Standard 2 3 0.05 20 1 1 0.008 Muestra estandar
Standard 3 1 0.1 20 1 1 0.013 Muestra estandar
Standard 3 2 0.1 20 1 1 0.013 Muestra estandar
Standard 3 3 0.1 20 1 1 0.013 Muestra estandar
Standard 4 1 0.5 20 1 1 0.056 Muestra estandar
Standard 4 2 0.5 20 1 1 0.055 Muestra estandar
Standard 4 3 0.5 20 1 1 0.056 Muestra estandar
Standard 5 1 2.5 20 1 1 0.257 Muestra estandar
Standard 5 2 2.5 20 1 1 0.258 Muestra estandar
Standard 5 3 2.5 20 1 1 0.257 Muestra estandar
Standard 6 1 5 20 1 1 0.517 Muestra estandar
Standard 6 2 5 20 1 1 0.533 Muestra estandar
Standard 6 3 5 20 1 1 0.518 Muestra estandar
Standard 7 1 10 20 1 1 1.01 Muestra estandar
Standard 7 2 10 20 1 1 1.023 Muestra estandar
Standard 7 3 10 20 1 1 1.012 Muestra estandar
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Grafica 7. Recta de calibracion de NO3™, programa Magic Net

La grafica de regresion lineal para la calibracion y la ecuacion de la recta se
encuentran representadas en la Grafica 7, en donde se confronta la concentraciéon

versus area, para conocer la existencia de correlacion.

El coeficiente de correlacion r es alto e igual a 0.9999 lo cual indica una correlacion
fuerte, la desviacion estandar relativa es de 2.09 %, dentro de lo esperado. La

ecuacion de la recta determinada se exhibe en la Tabla 13.

Analisis mediante programa Excel

Con los resultados obtenidos del ion NO;~, y a través de excel y las férmulas
anteriormente planteadas, se calculan los estadisticos resumidos en la Tabla 23 y

se grafica la recta mostrada en la Grafica 8.
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Gréfica 8. Recta de calibracion para ion NO3;™, programa Excel
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La Tabla 23 presenta ademas los limites de deteccion y de cuantificacion
calculados a través del método de minimos cuadrados para el ion NO;™, los cuales
son relativamente bajos, adicionalmente se observa una alta correlacién entre las
variables al observar la Grafica 8 y por el valor del coeficiente de correlacién.

Tabla 23. Resumen de estadisticos, minimos cuadrados, NO3~

Estadistico Valor
m = pendiente 0.10158
Sm = desviacién estandar de la pendiente 0.00040
R2 = coeficiente de determinacion 0.99971
t de student 2.10092
L.sup. Regién de confianza 0.01745
L.inf. Regién de confianza -0.00897
Resolucion ( concentracion) 0.00098
presolucion 0.00056
Coeficiente de correlaciéon =r 0.99985
Lo = intercepto 0.00424
Slo = desviacién estandar del intercepto 0.00178
Sy,x = Residual 0.00629
grados de libertad 18
Limite Deteccion area 0.00798
Limite Deteccion (concentracion) LD 0.03682
Limite Cuantificacion (area) 0.01745
Limite cuantificacion (concentracion) LC 0.13010
Sy, x(concentracion) 0.06192

Seguidamente se calculan los limites de pendiente, intercepto y confianza, y se
grafica la region de confianza, lo cual se indica en la Tablas 24, 25y en la Grafica 9.

Tabla 24. Limites de m y Lo, para NO3~

Limites Superior  Inferior

Limite de pendiente m 0.10242 0.10074
Limite de intercepto Lo 0.00798 0.00050
Regién de confianza 0.01745 -0.00897

El intervalo de la pendiente no muestra el valor 0 dentro del mismo, lo cual significa
que existe una correlacion lineal al existir una diferencia significativa de 0. En el
intervalo del intercepto no se encuentra el valor 0, lo cual significa que sera
necesario interpolar el valor de una muestra entre los valores de al menos dos
estandares, uno superior y otro inferior.
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Tabla 25. Regién de confianza de la calibracién, NO5~

Concentracion x Y max. Y min.
(ppm) (MScm™.min) (MScm™.min)
0 0.01745 -0.00897
0,05 0.02253 -0.00390
0.1 0.02761 0.00118
0.5 0.06825 0.0418
2.5 0.27141 0.24498
5 0.52537 0.49893
10 1.03328 1.00684

Se observa que el intervalo de confianza es relativamente pequefio y la region es
presentada en la Grafica 9.
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Grafica 9. Region de confianza de la recta de calibracion, NO3~

4.1.2.4 Anion fosfato PO

Otro de los aniones presentes en la mezcla de estandares fue el anién PO,

Los resultados se presentan en la Tabla 26 de acuerdo al formato dado por el
equipo. Las muestras también fueron analizadas por triplicado.
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Tabla 26. Resultados de concentracién de ion PO,*, en la mezcla de estandares

Sample Index Conc. Volume Dilution Sample Area Ident
type (ppm)  (ul) amount (uScm™

.min)
Standard 1 1 0 20 1 1 n.d Agua purificada
Standard 1 2 0 20 1 1 n.d Agua purificada
Standard 1 3 0 20 1 1 n.d Agua purificada
Standard 2 1 0.05 20 1 1 0.002 Muestra estandar
Standard 2 2 0.05 20 1 1 0.002 Muestra estandar
Standard 2 3 0.05 20 1 1 0.002 Muestra estandar
Standard 3 1 0.1 20 1 1 0.004 Muestra estandar
Standard 3 2 0.1 20 1 1 0.004 Muestra estandar
Standard 3 3 0.1 20 1 1 0.002 Muestra estandar
Standard 4 1 0.5 20 1 1 0.023 Muestra estandar
Standard 4 2 0.5 20 1 1 0.024 Muestra estandar
Standard 4 3 0.5 20 1 1 0.024 Muestra estandar
Standard 5 1 25 20 1 1 0.124  Muestra estandar
Standard 5 2 25 20 1 1 0.128 Muestra estandar
Standard 5 3 25 20 1 1 0.124  Muestra estandar
Standard 6 1 5 20 1 1 0.251  Muestra estandar
Standard 6 2 5 20 1 1 0.254  Muestra estandar
Standard 6 3 5 20 1 1 0.253 Muestra estandar
Standard 7 1 10 20 1 1 0.49 Muestra estandar
Standard 7 2 10 20 1 1 0.499 Muestra estandar
Standard 7 3 10 20 1 1 0.494 Muestra estandar

La grafica de calibracion dada por el programa Magic Net se presenta en la Grafica
10 para el ion PO,* con una desviacién estandar relativa de 1.814 %, lo cual es un
valor aceptable con respecto a 5 % como limite establecido por el laboratorio.
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Gréfica 10. Recta de calibracion del ion PO,*

La recta ademas muestra un alto coeficiente de correlacion, r = 0.9999
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Analisis mediante programa Excel

Una vez mas se analizan los datos usando el programa Excel, con el fin de
corroborar el funcionamiento del programa Magic net y que cuyos resultados no
sean productos del azar.

Los resultados obtenidos, a través de regresion lineal y usando las férmulas
anteriormente indicadas, se determinan los estadisticos resumidos en la Tabla 27,
adicionalmente se calculan los limites de intercepto, de pendiente, limites de
confianza, y se procede a graficar para visualizar mejor su desempefio. Ver Tabla
28y 29.
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Gréafica 11. Recta de calibracion para i6n PO,*

El coeficiente de correlacidon es mostrado tanto en la Grafica 11 como en la Tabla
27, el mismo que expresa una alta correlacion.

Tabla 27. Resumen de estadisticos, por minimos cuadrados, PO4>

Estadistico Valor
m(area/concentracion)= Pendiente 0.04967
Sm (area/concentracion)= desviacion estandar de la pendiente.  0.00020
R2 = coeficiente de determinacion 0.99973
t de student 2.11990
L.sup.Regién de confianza 0.00641
L.inf.Regién de confianza -0.00651
Resolucién(concentracion) 0.00201
Mresolucion 0.00116
Coeficiente de correlacion =r 0.99986
Lo(area) = intercepto -5.23E-05
Slo(area)= desviacion estandar del intercepto 0.00094

FCNM 4-65 ESPOL



Estimacién de la concentracion de nutrientes en aguas superficiales del rio Daule y MILADE
validacién del método de cuantificacion de aniones en agua por cromatografia idnica

Sy,x(area)= Residual 0.00305
grados de libertad 16
Limite Deteccion area 0.00194
Limite Deteccion(concentracion) LD 0.04019
Limite Cuantificacion (area) 0.00641
limite cuantificacién(concentracion)LC 0.13015
Sy,x(concentracion) 0.06139

De acuerdo a la Tabla 28, el intervalo de la pendiente no abarca el valor 0, es decir,
la pendiente es significativamente diferente de éste numero. El valor del intercepto
si abarca el valor 0, lo cual indica que no existe diferencia significativa entre el
intercepto y el valor mencionado, es decir, que la ordenada en el origen es
estadisticamente igual a 0.

Tabla 28. Limites de m y Lo, para PO,*

Limites Superior  Inferior

Limite de pendiente m 0.05010 0.04925
Limite de intercepto Lo 0.00194 -0.00205
Regién de confianza 0.00641 -0.00651

Los valores de Y maxima (Y max) y Y minima (Y min) que forman la region de
confianza de la curva de calibracion se exhiben en la Tabla 29 y se representa en
la Grafica 12.

Tabla 29. Regién de confianza de la calibracion

Concentracion x Y max. Y min.
(ppm) (uScm™.min) (uScm™.min)
0 0.00641 -0.00652
0.05 0.00889 -0.00403
0.1 0.01138 -0.00155
0.5 0.03125 0.01832
2.5 0.13060 0.11767
5 0.25480 0.24187
10 0.50318 0.49025
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Gréfica 12. Recta de regién de confianza, PO,*

4.1.2.5 Anion sulfato SO,>

Finalmente el SO,%, presente en la mezcla de estandares fue analizado por
triplicado y los resultados presentados en la Tabla 30.

Tabla 30. Resultados de concentracion de ién SO,%, en la mezcla de estandares

Sample type Index Conc. Volume Dilution Sample Area Ident
(ppm) (M) amount (uScm™.min)

Standard 1 1 0 20 1 1 0.001 Agua purificada
Standard 1 2 0 20 1 1 0.001 Agua purificada
Standard 1 3 0 20 1 1 0.002 Agua purificada
Standard 2 1 0.1 20 1 1 0.016 Muestra estandar
Standard 2 2 0.1 20 1 1 0.016 Muestra estandar
Standard 2 3 0.1 20 1 1 0.016 Muestra estandar
Standard 3 1 0.2 20 1 1 0.03 Muestra estandar
Standard 3 2 0.2 20 1 1 0.031 Muestra estandar
Standard 3 3 0.2 20 1 1 0.035 Muestra estandar
Standard 4 1 1 20 1 1 0.134 Muestra estandar
Standard 4 2 1 20 1 1 0.135 Muestra estandar
Standard 4 3 1 20 1 1 0.134 Muestra estandar
Standard 5 1 5 20 1 1 0.674 Muestra estandar
Standard 5 2 5 20 1 1 0.674 Muestra estandar
Standard 5 3 5 20 1 1 0.674 Muestra estandar
Standard 6 1 10 20 1 1 1.426 Muestra estandar
Standard 6 2 10 20 1 1 1.374 Muestra estandar
Standard 6 3 10 20 1 1 1.374 Muestra estandar
Standard 7 1 20 20 1 1 2.726 Muestra estandar
Standard 7 2 20 20 1 1 2.728 Muestra estandar
Standard 7 3 20 20 1 1 2.872 Muestra estandar

Los resultados se presentan en la Tabla 30 de acuerdo al formato dado por el
equipo.
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La recta que evidencia la correlacion del ion SO,° se presenta en la Grafica 13.
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Grafica 13. Recta de calibracion del ion SO,%

La recta muestra un coeficiente de correlacién alto, y una desviacion estandar
relativa baja de 1.279 comparando con el limite de 5 % establecido por el
laboratorio.

Analisis mediante programa Excel

Para el ion SO,% también, se analizan los datos usando el programa Excel, con el
fin de corroborar el funcionamiento del programa Magic Net y determinar similitudes
entre los dos programas.

Se realiza la ecuacion de la recta para visualizar la linealidad y correlacion de las
variables, representado en la Grafica 14.
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Gréfica 14. Recta de calibracion de ion SO,%

A través de regresion lineal y usando las férmulas ya establecidas, se determinan
los estadisticos resumidos en la Tabla 31.
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Tabla 31. Resumen de estadisticos, cuadrados minimos, SO,*

Estadistico Valor
m(area/concentracion)= Pendiente 0.13681
Sm (area/concentracién)= desviacion estandar de la pendiente. 0.00052
R2 = coeficiente de determinacion 0.99973
t de student 2.10092
L.sup.Region de confianza 0.03300
L.inf.Regién de confianza -0.02917
Resolucion(concentracion) 0.00073
Mresolucion 0.00042
Coeficiente de correlacion =r 0.99986
Lo(area) = intercepto 0.00191
Slo(area)= desviacion estandar del intercepto 0.00405
Sy,x(area)= Residual 0.01479
grados de libertad 18
Limite Deteccion area 0.01044
Limite Deteccion(concentracion) LD 0.06232
Limite Cuantificacion (area) 0.03300
limite cuantificacién(concentracion)LC 0.22723
Sx,y (concentracion) 0.10816

Los valores de los limites de intervalo y regién de confianza se muestran en las
Tablas 32y 33.

Tabla 32. Limites de m y Lo, SO,*

Limites Superior  Inferior

Limite de pendiente m 0.13792 0.13570
Limite de intercepto lo 0.01044 -0.00661
Regién de confianza  0.03300 -0.02917

De acuerdo a la Tabla 32, el intervalo de la pendiente no involucra el valor 0, es
decir, la pendiente es significativamente diferente de 0, por lo que existe una
correlacion lineal. El valor del intercepto si abarca el valor 0, lo cual indica que la
ordenada en el origen es estadisticamente igual a 0.

La regidn de confianza de la curva de calibracién para SO42™ presenta un rango de

0.062, mayor que la regién de confianza de NO2 ~y de PO,>, cuyos valores se
muestran en la Tabla 33.
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MILADE

Tabla 33. Regi6n de confianza de la recta de calibracién, SO,*

Concentracién x Y max. Y min.
(ppm) (MScm™.min) (MScm™.min)
0 0.03300 -0.02917
0.1 0.04668 -0.01549
0.2 0.06036 -0.00181
1 0.16981 0.10763
5 0.71707 0.65489
10 1.40113 1.33895
20 2.76927 2.70709

Los valores de la regién de confianza para cada concentracion se representan en

la Grafica 15.
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Gréfica 15. Regidn de confianza de la recta de calibracién, SO

Una vez obtenidos los resultados individuales de cada concentracién para cada ion
y calculada su recta de regresion, se calcula el valor de los residuales. La Tabla 34
muestra los valores residuales de NO, -, PO,* y NO3;~ en cada punto de

concentracion.
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Tabla 34. Tabla de residuales de NO,~, PO,*, NO5™

Concentracion Residual RESIDUAL Residual

(ppm) NO," PO,* NO;”
0 0 0 -0.00316
0 -0.00422 0 -0.00316
0 -0.00422 -0.00316 -0.00224
0.05 -0.00337 -0.00316 -0.00224
0.05 -0.00337 -0.00224 -0.00124
0.05 -0.00237 -0.00224 -0.00132
0.1 0.00147 -0.00124 -0.00132
0.1 0 -0.00132 -0.00132
0.5 0 -0.00132 0.00103
0.5 0.00027 -0.00132 3.6E-05
0.5 0.00027 0.00103 0.00103
2.5 0.00127 3.65919 -0.00114
2.5 0.00027 0.00103 -0.00014
2.5 0.00027 -0.00114 -0.00114
5 0.00978 -0.00014 0.00487
5 0.00878 -0.00114 0.02087
5 0.00978 0.00487 0.00587
10 -0.00520 0.02087 -0.01008
10 -0.00420 0.00587 0.00291
10 -0.00520 -0.01008 -0.00808

Para verificar la validez del modelo de concentraciones, se representan los
residuales. Eurachem manifiesta que una distribucion de los puntos en forma
aleatoria y sin tendencia demuestra la linealidad y esto verificaria la validez del
modelo.

La Tabla 35 muestra los valores residuales de CI, SO,> en cada punto de
concentracion.

Tabla 35. Residuales de CI"y SO,*

Conc. Residual Residual

(ppm) cr S0,?
0 0.03107 -0.00091
0 0.03107 -0.00091
0 0 8.6E-05
0.1 0.03190  0.00040
0.1 0.03190  0.00040
0.1 0.03390  0.00040
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0.2 0.02874 0.00072
0.2 0.02874 0.00172
1 0.00044 0.00572
1 0.00044 -0.00472
1 0.00044 -0.00372
S -0.07008 -0.00472
5 -0.06808 -0.01198
5 -0.06808 -0.01198
10 -0.04424 -0.01198
10 -0.04024  0.05595
10 -0.04124  0.00395
20 0.03143  0.00395
20 0.04343 -0.01218
20 0.03843 -0.01018

En la Grafica 16 se muestra los residuales, y se observa la variacion de los puntos
los cuales no muestran una clara tendencia.
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Gréfica 16. Residuales de NO,~, PO,* y NO3

La Grafica 17 muestra los residuales de CI” y SO4*, donde tampoco existe una
marcada tendencia.
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Gréfica 17. Residuales de CI" y SO,*

Al realizar el test de Cochran, registrados en la Tabla 36 se observa que el valor
experimental es menor que el de tabla estandarizada de Cochran, lo cual significa
que las varianzas de las concentraciones son homogéneas, es decir el factor de
concentracién no influye en la variabilidad de los resultados.

Tabla 36. Resultados del test de Cochran

Varianza C- SO, NO;- NO, PO

Experimental 0.4844 0.6522 0.6313 0.7619 0.5369
Tabla 0.6841 0.7977 0.6841 0.7977 0.6841

Se determina ademas el % CV del factor de respuesta y se obtienen los resultados
indicados den la Tabla 37, los cuales son menores del 5 % a excepcion del CI™ que
es 6 %.

Tabla 37. Valores del coeficiente de variacion del factor de respuesta

Parametro C- SO, NO;- NO, PO/
CV (%) 6.2774 2.3323 3.8569 3.6430 2.9442
Concentracion inicial (ppm) 1 1 0.300 0.300 0.300

4.1.3 Pruebas de precision

Para ensayar la determinacion de precisién, se realizaron varias soluciones
estandares y asi obtener diversas concentraciones de los siguientes aniones: CI,
NO,”, NO;", PO,* y SO con el objeto de realizar repetibilidad instrumental,
repetibilidad intermedia y repetibilidad del método.
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4.1.3.1 Repetibilidad instrumental

Se toma una alicuota de una misma solucién estandar de 4.5 ppm CI', 2.5 ppm
NO,, 2.5 ppm NO;~, 2.5 ppm PO, y 5 ppm SO,*, y se analiza 7 veces en el
equipo ClI.

Se obtiene el cromatograma mostrado en la grafica 18, en donde se observa la
repetibilidad de los picos, es decir lecturas muy similares.

El orden de eluciéon de los aniones en ésta columna siempre sera el mismo,
empieza el CI", el NO,", luego NO;~ seguidamente PO,> y por Ultimo SO,*.
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llustracion 13. Cromatograma para repetibilidad Instrumental

Los valores obtenidos del analisis cromatografico se indican en la Tabla 38, donde
se muestra su minima desviacion estandar, el promedio obtenido y un % CV
totalmente aceptable, es decir el equipo no presenta variaciones importantes en las
determinaciones, por lo tanto el equipo esta en éptimas condiciones de trabajo.

Tabla 38. Concentraciones para ensayo de repetibilidad 4.5y 2.5 pm

Concentracién en mezcla de estandar (ppm)

Lecturas CI- NO, NO;y PO, SO/~

45 2,5 2,5 2,5 4.5
lecturas 1 4393 2466 2426 2.424 4.489
lecturas 2 4396 2469 2429 2429 4.480
lecturas 3 4397 2472 2436 2422 4.489
lecturas 4 4427 2499 2459 2404 4.473
lecturas 5 4440 2493 2463 2430 4.530
lecturas 6 4443 2497 2467 2435 4.520
lecturas 7 4443 2499 2474 2428 4.529
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Resultados
media 4420 2485 2451 2425 4.501
desv. estandar 0.024 0.015 0.020 0.010 0.024
%CV 0.534 0612 0.803 0412 0.536

4.1.3.2 Precision intermedia

Se preparan 4 soluciones estandares cuyas concentraciones son 10 ppm CI°, 5
ppm NO,, 5 ppm NOs, 5 ppm PO,*y 10 ppm SO, y se analizan en el equipo Cl.
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llustracion 14. Cromatograma de precision intermedia

Los cromatogramas de las inyecciones efectuadas, se indica en la llustracién 14, y
se observa repetibilidad en la elucion ya que los tiempos y concentraciones son
similares; y por ello se calcula la dispersion de los resultados o desviacidon estandar.

En la Tabla 39 se registran los resultados de éstas inyecciones, cuyos valores de
desviacién estandar y % CV son aceptables.

Tabla 39. Concentraciones para ensayo de repetibilidad 10 y 5 ppm

Concentracién en mezcla de estandares ( ppm)

Lecturas CIk  NO,y NOs POy SO/~

10 5 5 5 10
lecturas 1 9.850 4.980 5.038 5.293 9.974
lecturas 2 9.912 4.986 5.030 5.393 9.997
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lecturas 3 9.847 4.988 5.037 5.103 9.971

lecturas 4 9.875 4.986 5.040 5.277 9.996
Resultados

media 9.8710 4.9850 5.0363 5.2665 9.9845

desv. estandar 0.0301 0.0035 0.0043 0.1205 0.0139
%CV 0.3047 0.0695 0.0864 2.2877 0.1394

Para la aceptacion de los resultados de % CV se considera el criterio planteado por
Rando y Valderrama (2010) que indica lo siguiente:

. Para concentraciones comprendidas LC < X <10-LC se acepta un valor
limite de % CV < 15 %.

. Para concentraciones comprendidas 10-LC < X <20-LC se acepta un valor
limite de % CV < 10 %.

. Para concentraciones comprendidas 20-LC < X se acepta un valor limite de
% CV <5 %.

Y AOAC (2002) se vale de la siguiente ecuacion en funcion de la concentracién del
analito. De ésta manera para andlisis en concentraciones de 10 ppm el % CV
aceptable es hasta 6 % y para concentraciones de 1 ppm se acepta hasta un valor
de 8 % de % CV.

%CV = €015

C = Concentracion

De acuerdo a lo anterior, se calcula el valor aceptable de % CV, tomando como
limites de cuantificacion los valores obtenidos en la recta de calibracion a través de
cuadrados minimos, se obtiene para cada uno de los iones un valor de 5 % de CV,
lo cual se puede observar en la Tabla 40.

Tabla 40. % CV de los aniones para analisis de repetibilidad

CI NO, NOs; PO,~ SO

LC (ppm) 04 0.09 013 0.13 0.23
LC*20 (ppm) 8 18 26 26 4.6
X 10 5 5 5 10
CV % Aceptado 5 5 5 5 5

Segun los resultados registrados en la Tabla 39 el % CV es menor de lo estipulado
en la Tabla 40, lo cual significa que la repetibilidad esta controlada o es conforme.

FCNM 4-76 ESPOL



Estimacion de la concentracion de nutrientes en aguas superficiales del rio Daule y MILADE
validacién del método de cuantificacion de aniones en agua por cromatografia idnica

Al dia siguiente, se prepararon 4 nuevas soluciones estandar, que contienen 10
ppm CI°, 5 ppm NO,, 5 ppm NO3, 5 ppm PO,*" y 10 ppm SO,?, se analizan y se
obtienen los resultados indicados en la Tabla 41.

Tabla 41. Concentraciones para ensayo de repetibilidad 10 y 5 (ppm)

Concentracion en mezcla de estandares ( ppm)

Lecturas cl NO, NO; PO,~ SO/~

10 5 5 5 10
lecturas 1 9.294 4.808 4.849 4728 9.749
lecturas 2 9.367 4.903 4.978 4.773 9.868
lecturas 3 9.389 4.903 4972 4.845 9.873
lecturas 4 9.406 4.895 4.995 4.966 9.905

Resultados

media 9.3873 4.9003 4.9817 4.8613 9.8820

desv. estandar 0.0196 0.0046 0.0119 0.0975 0.0201
%CV 0.2083 0.0943 0.2395 2.0063 0.2031

Los resultados obtenidos de media, desviacién estandar y % CV son aceptables
para el analisis con un valor menor del 5 %.

Para obtener un resultado de precision intermedia, se calcula el contenido de cada
anion y su coeficiente de variacién junto con el coeficiente de variacién de los 8
resultados. Ver Tabla 42.

Tabla 42. Concentraciones para analisis de precision intermedia

Descripcion Concentracién en mezcla de estandares ( ppm)
Concentracion cr NO,™ NO, PO, SO/~
tedrica 10 5 5 5 10
lecturas 1 9.294 4.808 4.849 4.728 9.749
lecturas 2 9.367 4.903 4.978 4,773 9.868
lecturas 3 9.389 4,903 4.972 4.845 9.873
lecturas 4 9.406 4.895 4.995 4.966 9.905
lecturas 1 9.850 4.980 5.038 5.293 9.974
lecturas 2 9.912 4,986 5.030 5.393 9.997
lecturas 3 9.847 4.988 5.037 5.103 9.971
lecturas 4 9.875 4,986 5.040 5.277 9.996
Resultados
media 9.6175 4.9311 4.9924 5.0473 9.9166
desv. estandar 0.2736 0.0046 0.0119 0.0975 0.0201
% CV 2.8451 0.0937 0.2390 1.9324 0.2024
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El resultado obtenido de % CV del andlisis de los 2 dias para precision intermedia
es aceptable ya que es menor al 5 % tomado como base. La Tabla 42 muestra los
valores de % CV de la precisién intermedia.

Tabla 43. % CV de los aniones para precision intermedia

N= 8 CI  NO, NO; PO SO/~
Media 9.6175 4.9311 4.9924 5.0473 9.9166
CV % obtenido 2.8451 0.0937 0.2390 1.9324 0.2024
CV% Aceptado 5 5 5 5 5

Con los resultados obtenidos de repetibilidad y precisién intermedia, se concluye
que el método es preciso dentro de las concentraciones estudiadas e
independientemente del dia y del analista.

4.1.3.3 Repetibilidad del método

Se realiza el ensayo sobre 4 nuevas soluciones preparadas desde un inicio, es
decir secar las sales, pesar, aforar y diluir hasta obtener las concentraciones de 5
ppm CI-, 2.5 ppm NO, , 2.5 ppm NO3, 2.5 ppm PO,*, y 5 ppm SO,?. Para éste
ensayo se usa el mismo instrumento y realiza el mismo analista.

La Tabla 44 recoge los resultados del ensayo.

Tabla 44. Resultado de concentraciones, repetibilidad del método

Lecturas CIr NO, NOs PO,” SO/~

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Lectura1 4.427 2.499 2459 2404 4.473

Lectura2 4.440 2493 2.463 2430 4.530
Lectura3 4.443 2497 2.467 2435 4.520
Lectura4 4.443 2499 2474 2428 4.529

Los resultados de media, desviacion estandar y % CV menor al 5 % son aceptables
para el analisis de repetibilidad.
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Tabla 45. Resultados de analisis de repetibilidad del método

Descripcion Concentracion en mezcla de estandares ( ppm)

C NO, NOy PO SO~
Concentracion tedrica 5 2.5 2.5 2.5 5
lecturas 1 4.427 2.499 2.459 2.404 4473
lecturas 2 4440 2493 2463 2430 4530
lecturas 3 4.443 2.497 2.467 2.435 4.520
lecturas 4 4443 2499 2474 2428 4.529

Resultados

Media 44367 24963 2.4630 2.4230 4.5077
Desv. estandar 0.0076 0.0028 0.0064 0.0138 0.0270
%CV 0.1720 0.1133 0.2597 0.5703 0.5999

La llustracién 15 muestra el cromatograma de cada muestra, en donde se observa
la homogeneidad de picos para cada anion.
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llustracion 15. Cromatograma de repetibilidad de método

De acuerdo al valor de % CV y analizando los cromatogramas, existe repetibilidad
aceptable del método.

4.1.4 Exactitud

4.1.4.1 Resultados exactitud

Generalmente se deberian preparar muestras con los iones de ensayo CI7, NO,,
NO;~, PO,y SO.* de manera que contengan el 80, 100 y 120 % del valor tedrico
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o esperado del analito; al no conocer los valores de la muestra del rio, los valores a
ensayar estarian dentro del rango de calibracion.

El ensayo de exactitud consiste en el analisis de varias soluciones de concentracion
conocida, analisis de muestras del agua de rio, adiciones de estandar a las
muestras de agua de rio, ensayo de un material de referencia certificado MRC vy los
analisis de recuperacion de cada muestra analizada.

4.1.4.1.1 Analisis de concentraciones conocidas

Para evaluar la recuperacion se prepara soluciones con aniones de concentracion
conocidas, para ello se preparan soluciones estandar siguiendo el mismo
procedimiento indicado en la preparacion de estandares para obtener
concentraciones de 1 ppm CI", 1 ppm NO,~, 1 ppm NO;~, 1 ppm PO,>,y 1 ppm
SO,*. Se analizan las muestras y se obtienen los valores presentados en la Tabla
46.

La Tabla 46 registra los resultados del analisis y el calculo de la media, desviacién
estandar, % CV y % de recuperacion aceptables, siendo el valor mas alto de 103 %
para el SO,% y la menor recuperacion de 96.61 % para NO5™.

Tabla 46. Resultados de analisis de muestras estandar con 1 ppm de aniones

Concentracion tedrica y de lectura (ppm)

Lecturas CI- NO, NO; PO,” S0,

1 1 1 1 1

Lectura 1 1.018 0.953 0.949 0.952 1.015
Lectura2 1.002 0.953 0.961 0.983 1.012
Lectura3 1.013 0.971 0.965 0.971 1.021
Lectura4 1.022 0.973 0.966 1.001 1.029
Lectura5 1.020 0.977 0.968 0.991 1.028
Lectura6 1.029 - - - 1.044
Lectura7 1.035 - - - 1.048
Lectura8 1.037 - - - 1.049
Lectura9 1.038 0.973 0976 0.999 1.037
Lectura10 1.033 0.970 0.976 0.995 1.035
Lectura11 1.050 0.963 0.968 0.983 1.047

Resultados

Media 1.027 0.967 0.966 0.984 1.033
Desv. estandar 0.0135 0.0093 0.0086 0.0164 0.0133
%CV 1.3172 0.9609 0.8946 1.6639 1.2868

%recuperacion 102.70 96.66 96.61 98.44 103.32

Al siguiente dia se prepara soluciones estandar conteniendo 2 ppm de
concentracion de los aniones CI°, SO,%, NO,", NO;~ y PO,*, se analizan y se
calcula la media, desviacién estandary % CV.
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Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 47, donde se observa que los
resultados de % CV son menores a lo esperado en el CI" y en el SO,%", pero mayor
al 5 % del % CV en NO,°, NO5;™ y PO,*, debido a los valores leidos del analisis de
la solucion 5.

Tabla 47. Resultados de analisis de muestras con 2 ppm de cada anién

Concentracion tedrica y de lectura(ppm)
C NO, NO; PO~ SO0,~

Lecturas 2 2 2 2 2
lecturas 1 1.954 1905 1.921 2.029 -
lecturas 2 1.855 1.832 1.853 2.027 2.021
lecturas 3 1.853 1.849 1.879 2.020 2.136
lecturas 4 1.867 1.866 1.900 2.057 2.241
lecturas 5 1.734 1.603 1.660 1.779 2.067
Resultados
Media 1.8873 1.8110 1.8426 1.9824 2.1163
Desv. estandar 0.0784 0.1194 0.1051 0.1146 0.0957
%CV 4.1519 6.5921 5.7060 5.7797 4.5201

%recuperacion 94.37 90.55 92.13 99.12 105.81

Se preparan nuevas soluciones, conteniendo 1.8 ppm CIY, 1 ppm NO,", 1 ppm
NO;3~, 1 ppm PO,* y 2 ppm de SO, 2~ se analizan en el Cl. Los valores obtenidos
se muestran en la Tabla 48 cuyos resultados de desviacion, % CV y recuperacion
son aceptables.

Tabla 48. Resultados de analisis de muestras con 1.8 ppm de CI", 2 de SO,> y 1
ppm de NO,, 1 ppm de NO3™ y 1 ppm de PO,>

Concentracion tedrica y de lectura (ppm)
CI NO, NO; PO~ S0,~

Lecturas 1.8 1 1 1 2
lecturas 1 1.893 0.930 0.998 1.065 2.183
lecturas 2 1.872 0.939 1.004 1,060 2.289
lecturas 3 1.891 0.950 1.013 1.061 2.080
lecturas 4 1.872 0.939 1.000 1.048 2.296
lecturas 5 1.869 0.938 1.004 1.056 2.323
Resultados
Media 1.8853 0.9392 1.0038 1.0580 2.2342
Desv. estandar 0.0116 0.0071 0.0058 0.0064 0.1014
%CV 0.6147 0.7581 0.5740 0.6089 4.5374

%recuperacion 104.74 93.92 100.38 105.80 111.71
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Se repite el analisis con las concentraciones de 1.8 ppm CI, 1 ppm NO,", 1 ppm
NOs~, 1 ppm PO,> y 2 ppm de SO, %, cuyos resultados se muestran en la Tabla 49.

Tabla 49. Resultados de analisis con muestras 1.8 ppm de CI', 2 de SO, Zy 1 ppm
de NO,, 1 ppm de NO;y 1 ppm de PO,*

Concentracién tedrica y de lectura (ppm)
C NO, NO; PO, SO/~

Lecturas 1.8 1 1 1 2
lecturas 1 1.875 0.939 1.006 1.049 2.319
lecturas 2 1.903 0.951 1.014 1.028 2.080
lecturas 3 1.905 0.952 1.014 1.062 2.088
lecturas 4 1.916 0.947 1.017 1.051 2.084
lecturas 5 2.048 - - 1.060 2.089
lecturas 6 1.898 0.951 1.016 1.059 2.089
Resultados
Media 1.8943 0.9480 1.0134 1.0515 2.1248
Desv. estandar 0.0622 0.0054 0.0043 0.0126 0.0952
%CV 3.2813 0.5681 0.4279 1.2011 4.4797

%recuperacion 105.241 94.8 101.34 105.15 106.242

Nuevas soluciones se preparan para obtener concentraciones de 3.6 ppm CI7, 2
ppm NO,, 2 ppm NOs, 2 ppm PO,® y 4 ppm SO, ? de concentracién. Las muestras
se analizan en el equipo Cl y sus resultados se encuentran en la Tabla 50, en
donde se observa una desviacion estandar, % CV y recuperacion aceptables.

Tabla 50. Soluciones con 3.6 ppm CI, 2 ppm de NO,", 2 ppm de NO;3™, 2 ppm de
PO,> y 4 ppm de SO,?

Concentracion tedrica y de lectura (ppm)
CI NO, NO; PO SO/~

Lecturas 3.6 2 2 2 4
lecturas 1 3.306 1.86 1.862 2.032 3.806
lecturas 2 3.323 1.865 1.869 2.035 3.786
lecturas 3 3.333 1904 1.889 2.053 3.908
lecturas 4 3.328 1.868 1.873 2.007 3.940
lecturas 5 3.316 1.861 2.049 2.065 3.984
lectura 6 3.360 1.890 1.890 2.056 3.822
lecturas 7 - - - 2.005 3.909
Resultados
Media 3.3207 1.8747 1.9053 2.0361 3.8793

Desv. estandar 0.0184 0.0181 0.0713 0.0236 0.0750
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%CV 0.5555 0.9647 3.7397 1.1603 1.9323
%recuperacion 92.24 93.73 9526 101.80 96.98

Se prepara soluciones estandar para obtener concentraciones con mayor cantidad
de los aniones investigados, asi: 7.5 ppm de CI7, 3.8 ppm NO,", 3.8 ppm NO;", 3.8
ppm PO,> y 7.6 ppm de SO, *de concentracién. Los valores obtenidos se indican
en la Tabla 51 donde se presentan los valores de desviacion estandar, % CV y
recuperacion los cuales son aceptables.

Tabla 51. Resultados de andlisis de muestras con 7.5 ppm de CI; 7.6 ppm de SO,*
y 3.8 ppm de NO,, NO; y PO,?

Concentracion tedrica y de lectura (ppm)
CI NO, NO; PO,> S0,

7.5 3.8 3.8 3.8 7.6

lecturas 1 7513 3.827 3.757 3.765 7.622
lecturas 2 7.276 3.840 3.755 3.789 7.629
lecturas 3 7273 3.842 3.754 3.847 7.638
lecturas 4 7.674 4.051 3919 3.979 8.049
lecturas 5 7.655 4.040 3.909 3.947 8.018
Resultados
Promedio 74782  3.92 3.8188 3.8654 7.7912
Desv. Estandar 0.1961 0.1148 0.0870 0.0946 0.2215
CV% 2.6221 2.9280 2.2778 2.4481 2.8434

% recuperaciéon  99.70 103.15 100.49 101.72 102.51

Se incrementan las concentraciones de los aniones para obtener soluciones con 13
ppm CI, 7.5 ppm NO2~, 7.5 ppm NO;3~ 7.5 ppm PO,*y 15 ppm SO,*, se analizan 5
muestras y al siguiente dia se analizan 6 muestras mas.

El cromatograma obtenido se observa en la llustracion 16, donde se manifiesta que
los picos se mantienen en tiempos de retencion constantes y orden de elucion.
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En la Tabla 52 se indican los valores obtenidos, los resultados de desviacion
estandar, % CV y % de recuperacion, valores que son aceptables.

Tabla 52. Soluciones con 13 ppm de CI7, 7.5 ppm NO,", 7.5 ppm NO;3~, 7.5 ppm
PO,* y 15 ppm SO, %

Concentracion en mezcla de estandares ( ppm)
C  NO, NO;y PO*> SO~

Lecturas 13 7.5 7.5 7.5 15
lecturas 1 12.509 7.255 6.930 7.572 14.296
lecturas 2 12469 7.259 6.937 7.567 14.347
lecturas 3 12.526 7.548 7.008 7.537 14.348
lecturas 4 12515 7.263 6.949 7.578 14.558
lecturas 5 12505 7.256 6.954 7.564 14.316
lecturas 6 12.694  7.281 - 7.578 14.478
lecturas 7 12441 7.219 6.924 7.538 14.342
lecturas 8 12.507 7.214 6.930 7.549 14.361
lecturas 9 12.503 7.279 6.899 7.582 14.338
lecturas 10 12480 7.238 6.901 7.519 14.308
recuras 11 12479 7.255 6.931 7.557 14.320
Resultados
Media 12.5116 7.2788 6.9363 7.5583 14.3647
Desv. estandar  0.0652 0.0918 0.0308 0.0203 0.0802
%CV 0.5210 1.2607 0.4434 0.2689 0.5584

%recuperacion 96.24 97.05 9248 100.77 95.76

Prueba t de porcentaje de Recuperacion
Con el proposito de verificar que no existe diferencia entre la recuperacion media y

100, se realiza una prueba t con ayuda de la siguiente férmula:

texp. = [100-X |*+n
cV

n = numero de muestras

Se obtienen los siguientes resultados mostrados en la Tabla 53:
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Tabla 53. Resumen de resultados del porcentaje de recuperacion

item Cr NOz_ NOg_, PO43_ 8042_
(%) (%) (%) (%) (%)

Recuperacion 1 102.7 96.66 96.61 98.44 103.32
Recuperaciéon2  99.71 103.16 100.49 101.72 102.52
Recuperacion3  104.74 93.92 100.38 105.80 111.71
Recuperacién4d 105.24 94.80 101.34 105.15 106.24
Recuperacién5 92.24 93.73 9526 101.80 96.98
Recuperacion6 96.24 97.05 9248 100.77 95.76

Resultados
Promedio 100.14 96.55 97.76 102.28 102.75
Desv. Estandar 4.6820 3.2105 3.2285 2.5224 5.3993
CV% 4.6753 3.3250 3.3024 2.4661 5.2545
texp. -0.0759 2.5388 1.6597 -2.2659 -1.2847
terit. 2.5706

Al realizar el analisis de los resultados registrados en la Tabla 53, se observa que t
experimental (texp.) es menor que (<) t fcrit, lo cual significa que no existe
diferencia significativa entre la recuperaciéon media y 100, por lo tanto la exactitud
es conforme.

41.41.2 Analisis de un Material de Referencia Certificado (MRC)

Para el ensayo de éste procedimiento se usé un Material de Referencia Certificado
MRC, llamado PRIMUS Primary Multion Standars Certificate, el cual es una
solucién de bromuro (Br’), CI,, fluoruro (F7), NOs,, PO~ y SO,~ con una
concentracién igual para todos los iones de 10 mg.Kg~'con una incertidumbre
expandida de + 0.02 mg.Kg™". El certificado se indica en el Anexo 2.

La solucion durante su almacenamiento debe permanecer entre 5 °C hasta 30 °C, y
debido a la generacion de temperaturas mayores a lo establecido en el laboratorio,
se lo almacena en un refrigerador a temperaturas entre 8 a 12 °C.

Previo a realizar el analisis, la solucién es temperada a lo recomendado y
establecido durante la jornada de trabajo que es 22 °C. Esta solucién
seguidamente es trasvasada a los tubos limpios de polipropileno adecuados para el
automuestreador. Se programa el equipo y se corren las muestras 8 veces.

El resultado del analisis se muestra en la Tabla 54 y se calcula su promedio,
desviacion estandar, % CV y % de recuperacion. Se realiza una prueba t para
comprobar si existe diferencia significativa o no entre lo indicado en el certificado y
el resultado obtenido en el analisis.
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Tabla 54. Concentraciones del estandar primario Multi-anion

Concentracion MRC teérica y lectura (ppm)

Lecturas cr NO5™ PO, S0~
(ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)

10 10 10 10

Lectura 1 10.345 10.235 9.767 10.367
Lectura2 9.899 9.865 10.030 9.769
Lectura3 9.595 9.784 9.921 9.891
Lectura4 9.744 9.946 9.946 9.503
Lecturab 9.660 9.872 9.955 9.571
Lectura6b 9.865 9.958 9.901 9.894
Lectura7 9.520 9.910 9.752 9.662
Lectura8 9.310 9.966 10.633 9.600

Resultados

media 9.7422  9.9420  9.9881 9.7821
terit. 2.3646  2.3646  2.3646  2.3646
desv. estandar 0.30883 0.13283 0.27703 0.27690
%CV 3.31719 1.33287 2.60542 2.88435
Nivel de confianza 0.95 0.95 0.95 0.95
P 0.05 0.05 0.05 0.05
texp. -2.36061 -1.23499 -0.12123 -2.22553
%recuperacion 97.42 99.42 99.88 97.82

Al realizar un analisis de los resultados obtenidos, se observa la desviacion
estandar, el % CV y % de recuperacion que estan entre los valores aceptables para
el método, y se verifica a través de la prueba t, la misma que al ser texp. menor que
terit., no existe diferencia significativa y por lo tanto la exactitud del método es
conforme.

4.1.4.1.3 Adicion de estandar a una muestra conocida
Con el objetivo de conocer la existencia o no de efecto matriz, seguidamente se
realizan analisis con adicion de concentraciones conocidas a una muestra de agua

del rio Daule

La muestra del rio Daule constituye la muestra control, la misma que es
homogenizada y dividida en diferentes frascos para su fortificacion.
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Tabla 55. Resultados de analisis de muestras de agua del rio Daule

Concentracion de muestra de agua rio Daule (ppm)

Lecturas CI-  NO, NO5™ PO,> S0,~
Lectura 1 1.654 0.355 9.105
Lectura 2 1.628 0.685 - 8.794
Lectura 3 1.640 ND 0.663 0.337 8.812
Lectura 4 1.601 0.659 0.330 -
Lectura 5 1.602 0.673 0.318 8.796
Resultados
Media 1.625 - 0.670 0.335 8.8768
Desv. estandar 0.0233 - 0.0116 0.0155 0.1524
%CV 1.4366 - 1.732 4.618 1.7166
La muestra identificada como control es analizada 5 veces para tener un valor

promedio y asumir como valor referencial. En la Tabla 55 se presentan las
concentraciones presentes de CI7, NOj", PO* y SO, = pero fue No detectable
(ND) la concentracién de NO,".

Adicién 1

A la muestra control se adiciona 2.25 ppm de CI7; 1.25ppm de NO,", 1.25 ppm de
NO3", 1.25 ppm PO, y 2.5 ppm de SO,?.

Tabla 56. Adiciones 1 a la muestra control

CI NO, NO;s PO/ SO/~
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Muestra control 1.625 - 0.670 0.325 9.155
Fortificacion 2250 1.250 1.250 1.250 2,500
Concentracion teérica 3.875 1.250 1.920 1.575 11.655
Lecturas 1 3.457 1.098 1.936 1.492 11.261
Lecturas 2 4.043 1.099 1.857 1.473 11.210
Lecturas 3 3.714 1107 1.834 1.482 11.241
Lecturas 4 3.854 1.128 1.843 1.512 11.307
Lecturas 5 3.810 1.103 1.893 1.772 12.771
Resultados
Media 3.775 1107 1.872 1.546 11.558
Desv. estandar 0.2146 0.0123 0.042 0.1271 0.679
%CV 5.6826 1.1082 2.2412 8.2173 5.8747
%recuperacion 9743 88.56 97.53 98.12 99.16
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La muestra es mezclada y filtrada a través de los filtros de 0.22 ym e inyectada. Los
resultados obtenidos se encuentran tabulados en |la Tabla 56, en donde se puede
observar que la menor recuperacion es para NO,” con un 88 % y valores
aceptables para los demas.

Adicioén 2
Se sigue el mismo procedimiento anterior y a la muestra control se adiciona 13.52
ppm de CI", 7.5 ppm de NO,, 7.5 ppm de NO;, 7.5 ppm PO,> y finalmente 15
ppm de SO,%.

En la adicion segunda se observa que el valor de recuperacién del ion CI” es menor
con un valor de 92.25 %, lo cual esta en la Tabla 57.

Tabla 57. Adiciones 2 a la muestra control

Descripcidn CI NO, NO;s PO/> SO~

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)  (ppm)
Muestra control 1.625 - 0.670 0.325 9.155
Fortificacion 13.520 7.500 7.500 7.500 15.000
Concentracion teérica 15.145 7.500 8.170 7.8258 24.155
Lecturas 1 13.745 7.046 7.548 7.461 23.736
Lecturas 2 - - - 7.738 24.173
Lecturas 3 14.051 7.227 7.644 7.703 24.035
Lecturas 4 14.040 7.217 7.631 7.677 23.976
Lecturas 5 14.052 7.231 7.639 7.679 24.068

Resultados

Media 13.9720 7.1803 7.6155 7.6516 23.9976
Desv. estandar 0.1514 0.0897 0.0453 0.1094 0.1628
% CV 1.0838 1.2492 0.5951 1.4291 0.6784
% recuperacion 92.255 95.737 93.213 97.774 99.345

El valor de concentracion de la matriz y el valor del analito adicionado constituyen el
valor tedrico, cuya muestra analizada da como resultado el valor experimental. La
recuperacion relaciona la concentracion experimental obtenida frente a la
concentracion teorica. Esta relacion nos indica lo cerca o lejos que esta nuestro
valor experimental del valor verdadero. Para el caso del ién CI” se observa que en
el rango de concentraciones estudiado, existe una recuperacién del 92 al 97 %. En
la Tabla 58 se muestra las recuperaciones de los demas iones, observandose que
la exactitud del método en el caso mas desfavorable es del 88 %, ya que si la
muestra tiene 10 mg.L™ del ién, se podra recuperar con el método analitico 8.86
mg.L™" de ion nitrito, lo cual debera ser verificado con ensayos futuros.
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Tabla 58. Resumen del porcentaje de recuperacion

Anién % Recuperacion

cr 97.4-92.0

NO,” 88.6 — 95.7

NO;” 97.5-93.2

PO,* 98.1-97.7

SO, 99.1 -99.3

4.1.5 Resultados LDy LC

4.1.51 Limite de Cuantificacion LC experimental

Para determinar la concentracion limite de deteccion y cuantificacion se considera
el valor obtenido del calculo en la recta de calibracibn de acuerdo a minimos
cuadrados; y su verificacion se realiza preparando una solucion de igual
concentracion de CI”, de NO,” de NO;”, de PO,* y SO, 2= de acuerdo a los limites
obtenidos segun la Tabla 59.

Tabla 59. Limites de deteccién y de cuantificacion

Patron Concentracion LD Concentracion LC

Cr 0.12462 0.42285
NO,~ 0.02908 0.09046
NO;~ 0.03682 0.13011
PO,* 0.04019 0.13015
S0,? 0.06230 0.22720

Para verificar este LC, se realizan andlisis de varias concentraciones hasta que al
hacer un test t, se compruebe que el valor texp. sea menor que el tcrit., es decir,
hasta que el valor critico 6 de tabla no presente diferencia sigificativa frente al valor
experimental.

Los valores obtenidos se presentan en la Tabla LX en donde se observa el
resultado de desviacién estandar, % CV y recuperacion son aceptables; y un valor
texp. menor que tcrit., para los limites de cuantificacién de 1 ppm para CI7, 0.300
ppm para NO,, 0.300 ppm para NO;", 0.300 ppm para PO,>y 1 ppm de SO, lo
cual significa que los valores de las muestras a analizar tendrian validez a partir del
limite de cuantificacion encontrado.
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Tabla 60. Limites de cuantificacion

Concentracion tedrica y de lectura(ppm)
C  NO,y NOs PO, S0~

1 0.300 0.3 0.3 1
Lecturas 1 1.013 0.321 0.318 0.335 1.025
Lecturas 2 1.028 0.306 0.296 0.31 1.045
Lecturas 3 1.021 0.278 0.268 0.286 1.130
Lecturas 4 0.988 0.306 0.299 0.302 1.026
Lecturas 5 1.029 0.303 0.297 0.304 1.022
Lecturas 6 0.990 0.304 0.295 0.304 0.986
Lecturas 7 0.998 0.304 0.297 0.296 0.978
Lecturas 8 1.007 0.304 0.307 0.333 1.019
Lecturas 9 1.060 0.298 0.318 0.316 1.033
Lecturas 10 0.990 0.288 0.302 0.298 0.980

Resultados

Media 1.015 0.303 0.299 0.310 1.029
terit. 2.2622 2.2622 2.2622 2.2622 2.2622
Desv. estandar 0.0228 0.0115 0.0141 0.0157 0.0438
%CV 2.2504 3.7953 4.7019 5.0695 4.2577
Nivel de confianza 0.95 0.95 0.95 0.95 0.95
P 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
texp. 2.1 0.7 -0.1 1.9 2.1

%recuperacion 101.49 100.89 99.81 103.19 102.93

4.1.5.2 Limite de deteccion LD experimental

Se preparan varias soluciones hasta una concentracion minima a ser detectada. Se
analizan varias muestras y el resultado del limite minimo de deteccion LD se indica
en la Tabla 61 y su cromatograma se muestra en la llustracion 17.

ClI"NO, NO; PO,> SO,

111111

111111

llustracion 17. Cromatograma LD
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Tabla 61. Valores del limite minimo de deteccién LD

CI'(ppm) NOZ_ NO3_ PO43_ 8042_
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

0.240 0.070 0.066 0.040 0.127

4.1.6 Resultados de la prueba de adecuabilidad del sistema

La prueba de adecuabilidad del sistema se realiza siempre antes de iniciar el
analisis, esto permite verificar que el equipo se encuentra estabilizado. Consiste en
la inyeccion de 6 veces de una misma muestra. Con ello se verifica que el tiempo
de retencién del analito a determinar permanezca dentro de unos limites de
precision de % CV < 2.0, que la asimetria del pico este entre 0.8 y 1.5 y que los
platos tedricos sean superiores a 2 000.

Se inyecta 6 veces una misma muestra, se verifica los valores de tiempo de
retencion (tr), numero de platos tedricos y asimetria.

Tabla 62. Valores del tiempo de retencion

Tiempo de retencién tr(min)

Muestra CI” NO,” NO; PO/ SO~
Muestra 1 507 6.03 8.53 12.44 14.32
Muestra 2 501 5.97 8.48 12.46 14.33
Muestra 3 501 5.97 8.49 12.41 14.29
Muestra 4 501 6.01 8.50 12.43 14.35
Muestra 5 506 6.02 8.52 12.46 14.34
Muestra 6 504 6.00 8.48 12.42 14.30
Resultados
media 503 6.00 8.50 12.44 14.32
Desv. estandar 0.027 0.025 0.021 0.020 0.023
%CV 0.543 0.422 0.247 0.166 0.162

La Tabla 62 muestra los valores del tiempo de retencidon obtenido, la desviacion
estandar, la media y adicionalmente el % CV de los tiempos de retencién de las
muestras analizadas para la prueba de adecuabilidad, cuyo valor es menor a 2 %,
por lo tanto pasa la prueba. La llustracion 18 muestra el cromatograma y la
homogeneidad de los tr obtenidos.
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Tabla 63. Numero de platos tedéricos

Muestra CIr  NO; NO;3™ PO, SO~

(N) (N) (N) (N) (N)
Muestra 1 10010 9612 11311 12160 14037
Muestra 2 10025 9614 11294 12222 14165
Muestra 3 9972 9573 11339 12181 14030
Muestra 4 10539 9497 11468 12277 13395
Muestra 5 10779 9695 11125 12440 14494
Muestra 6 10660 9588 11494 12269 14331

Resultados

Media 10330.83 9596.50 11338.50 12258.17 14075.33
Desv. estandar  368.17 64.45 133.61 10043  378.17
%CV 3.564 0.672 1.178 0.819 2.687

De acuerdo al requerimiento mencionado anteriormente, es necesario que el
numero de platos teéricos sea mayor a 2 000, lo cual se cumple al observar el
resultado en la Tabla 63.

El valor de asimetria se observa en la Tabla 64 cuyo valor de % CV es menor que
2, por lo cual pasa la prueba.

Tabla 64. Valores de asimetria T

Muestra CI NOy NOs PO~ SO/
Muestra 1 1.176 1.169 1.222 1.083 1.067
Muestra 2 1.184 1.176 1.222 1.092 1.068
Muestra 3 1181 1.179 1.225 1.085 1.061
Muestra 4 1.149 1.179 1.246 1.085 1.059
Muestra 5 1.161 1.176 1.244 1.085 1.074
Muestra 6 1.151 1.177  1.245 1.086 1.070
Resultados
Media 1.17  1.18 1.23 1.09 1.07
Desv. estandar 0.0154 0.0037 0.0121  0.0030 0.0063
%CV 1.318 0.314 0.982 0.281 0.591
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llustracion 18. Cromatograma de adecuabilidad

Una vez verificado que los valores de la prueba de adecuabilidad del sistema estan
dentro de los limites establecidos, se inicia el analisis.

Al inicio del analisis se comprueba la no variacion del tiempo de retencion, del area
o0 concentracién durante el tiempo, ya sea por cambio de eluente, cambio de
condiciones del laboratorio, de la columna, etc., para ello se debera pasar un patron
al inicio y al final del analisis y comprobar la lectura del mismo, cuya variacién
relativa no debe ser superior al 2.0 %.

Segun se muestra en la Tabla 65, todos los resultados de variacién relativa son
inferiores al 2.0 %, por tanto, se puede asegurar que el analisis realizado ha
permanecido invariante en el tiempo, concluyendo que los resultados obtenidos a lo
largo de toda la analitica son fiables.

Tabla 65. Concentraciones de estandar al inicio y fin de trabajo

Anién Estandar Estandar Variacion

Inicial (ppm) Final (ppm) relativa
Ccr 9.793 9.871 0.800
NO,~ 5.077 4.985 1.806
NO;3~ 5.103 5.036 1.302
PO,* 5.103 5.198 1.862
S0, ~ 10.038 9.985 0.530

4.2 Resultados de andlisis realizados en muestras de agua del rio Daule
Las muestras de aguas recogidas en el rio Daule, analizados a través del método

validado por cromatografia idénica, son los indicados en la Tablas 66, 67, 68, 69,
70,71y 72.
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MILADE

Tabla 66. Concentracion de CI™ en el rio Daule, sector Puente Lucia

CI" (ppm) en rio Daule, sector Puente Lucia

Aguas arriba (A)

Aguas abajo (B)

Hora

A1

A2

A3

B1 B2

B3

9:00

10:00
11:00
12:00
13:00
14:00
9:00

10:00
11:00
12:00
13:00
14:00

2.2390
2.1792
2.1195
2.1835
2.1067
2.1749
2.4438
2.2859
2.3798
2.2560
2.2560
2.2091

2.3371
2.0896
2.1195
2.1878
2.1024
2.1365
2.4609
2.2731
2.2347
2.2518
2.2560
2.2603

2.1323
2.1963
2.1195
2.1237
2.1365
2.1451
2.3499
2.2816
2.3286
2.2688
2.4993
2.2859

2.1920 2.1621
2.1621 2.1280
2.1792 2.1878
2.1280 2.0768
2.1749 2.0853
2.1365 2.1365
2.3798 2.3713
2.3499 2.2859
2.2816 2.2688
2.2518 2.2774
2.2518 2.3627
2.3542 2.2859

2.1365
2.1067
2.1749
2.1067
2.1451
2.0939
2.2774
2.3457
2.2603
2.2518
2.2603
2.4652

Tabla 67. Concentracion de PO,* en el rio Daule, sector Puente Lucia

PO, (ppm) en rio Daule, sector Puente Lucia

Aguas arriba (A)

Aguas abajo (B)

Hora

A1

A2

A3

B1 B2

B3

9:00
10:00
11:00
12:00
13:00
14:00

9:00
10:00
11:00
12:00
13:00
14:00

0.3023
0.3403
0.3783
0.3593
0.3783
0.3973
0.3213
0.3213
0.3213
0.3403
0.3403
0.3593

0.3403
0.3783
0.5304
0.5494
0.3783
0.3593
0.3403
0.3403
0.3213
0.3593
0.3593
0.3593

0.3593
0.4734
0.3973
0.3783
0.3973
0.4354
0.2833
0.3213
0.3023
0.3783
0.3213
0.3593

0.3403 0.3403
0.3593 0.3593
0.3783 0.4163
0.4163 0.2833
0.3973 0.3783
0.3403 0.3403
0.2833 0.3593
0.3213 0.3213
0.3023 0.3213
0.3403 0.3403
0.3403 0.2833
0.3403 0.3593

0.3593
0.3783
0.5875
0.4163
0.3783
0.3783
0.3593
0.1692
0.3023
0.3403
0.3403
0.3593
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Tabla 68. Concentracion de SO,> en el rio Daule, sector Puente Lucia

SO4* (ppm) en rio Daule, sector Puente Lucia

Aguas arriba (A) Aguas abajo (B)
Hora A1 A2 A3 B1 B2 B3
9:00 25.1832 16.6175 16.7051 14.8263 16.9138 11.5670

10:00 11.8229 19.365 22.9205 21.0687 16.1529 13.4189
11:00 18.1865 31.0418 19.9104 21.4121 28.5165 26.4626
12:00 34.1125 32.4559 26.1529 23.2707 25.6478 23.6276
13:00 29.2640 33.9172 28.2943 24.5030 24.1461 20.1192
14:00 38.8599 24.1394 31.2438 25.0822 25.1428 19.2774
9:00 18.3549 27.8768 22.2471 12.8801 22.2337 12.5367
10:00 10.9071 10.8195 10.7657 10.9475 10.8532 19.7623
11:00 23.2101 11.7758 11.2034 11.3246 10.7051 11.4391
12:00 11.5737 12.5367 12.3347 11.4458 11.9778 12.0182
13:00 12.1461 13.3852 13.062 11.6815 12.7253 12.2673
14:00 11.8094 13.6747 13.365 12.3886 13.2505 13.0687

Tabla 69. Concentracion de NO3™ en el rio Daule, sector Puente Lucia

NO3™(ppm) en rio Daule, sector Puente Lucia
Aguas arriba (A) Aguas abajo (B)

Hora A1 A2 A3 B1 B2 B3

9:00 1.0518 1.2736 1.2366 1.0518 1.2551 1.4214
10:00 1.4677 1.2643 1.2551 1.0795 1.2089 1.1627
11:00 1.2089 1.6433 1.3937 1.1996 1.2643 1.2458
12:00 1.2643 1.3013 1.2736 1.3105 1.2643 1.3013
13:00 1.2828 1.2921 1.2551 1.2736 1.2921 1.3013
14:00 1.2828 1.2551 1.6525 1.2643 1.2828 1.3105
9:00 1.1349 1.0980 1.0425 1.1811 1.1442 1.3290
10:00 1.3845 1.0795 1.0702 1.0702 1.1072 1.1072
11:00 1.1442 1.0795 1.0795 1.0055 1.1257 1.0980
12:00 1.1257 1.2089 1.1904 1.1257 1.1719 1.1996
13:00 1.2181 1.2551 0.7652 1.1257 1.0333 1.3290
14:00 1.2570 1.2643 1.2828 1.1996 1.2551 1.2089
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Tabla 70. Concentracion de aniones en la represa Daule - Peripa

Muestra CI- NO5;~ PO, S0O,~ NO,

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Muestra1 1.421 0.074 0.009 1.707 -

Muestra2 1.212 0.043 0.200 1.904 -
Muestra3  1.164 0.042 0.006 1.571 -
Muestra4  1.156 0.027 0.002 1.758 -

Muestra5 1.005 0.002 - 1.710 -
Muestra6  0.985 0.030 - 1.586 0.021
Muestra7  1.003 0.041 - 1.550 -
Muestra8 1.068 0.050 - 1.664 -
Muestra9 0.859 0.148 - 1.232 -
Muestra10 1.029 0.035 - 1.605 -
Muestrai1 1.012 0.026 - 1.583 -
Muestra12 1.057 0.050 0.001 1.663 -
Muestra13 1.037 0.017 - 1.567 -
Muestra14 1.014 0.025 - 1.870 -
Muestra15 0.987 0.032 - 1.531 -
Muestra16 1.004 0.018 0.058 1.534 -
Muestra17 0.997 0.021 - 1.624 -
Muestra18 1.013 0.021 - 1.703 -
Muestra 19 1.018 0.029 - 1.559 -
Muestra20 1.007 0.019 - 1.703 -

Muestra21 1.149 0.235 0.027 1.559 -

Tabla 71. Concentracidon de aniones, sector Pichincha

NUmero CIF NO;~ PO,> SO,~ NO,
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

Muestra 1 1.167 0.075 - 1.626 -
Muestra2 1.177 0.069 0.006 1.640 -
Muestra 3 - - - 3.073 -
Muestra4 1.193 0.068 0.004 3.228 -
Muestra5 1.171 0.069 - 3.107 -
Muestra6 1.192 0.067 0.090 3.196 -
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Tabla 72. Concentracidon de aniones, sector Puente Lucia

Muestra CIF NOs;~ PO/ SO/~ NO,
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

Muestra1 3.457 0.338 0.090 3.226 0.015
Muestra2 3.811 0.376 0.105 12.337 0.020
Muestra3 5.330 0.445 0.130 3.179 0.015
Muestra4 5551 0.445 0.123 13.512 0.020
Muestra5 2.907 0.294 0.158 18.583 0.023
Muestra6 3.116 0.460 0.115 19.573 0.023

4.3  Andlisis estadistico de muestras de agua del rio Daule

Cuando existe mas de una fuente de variacion aleatoria, se usa el ANOVA para
separar dichas variacion presentes. La prueba F se utiliza para ver si las
estimaciones de varianza difieren significativamente al dividir el cuadrado medio de
los factores a analizar por el cuadrado medio residual.

Para la calificacion de la significancia se considera la siguiente clausula:

Si el valor calculado de F es mayor que F critica a una probabilidad P=0.05, la
hipotesis nula se rechazara y si F es menor que F critica a la misma probabilidad, la
hipotesis nula se aceptara.

La hipotesis nula sera:

Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.
Probabilidad p < 0.05, indicara que no se rechazara la hipotesis alterna

Probabilidad p =0.05, indicara que no se rechazara la hipotesis nula.
Y la manera de comprobar la hipétesis sera a través de un Analisis de Varianza,
ANOVA, de dos factores con varias muestras por grupo.

4.3.1 Analisis estadistico de las muestras de CI”

4311 CI". Analisis entre dias, aguas arriba
Se realiza el andlisis estadistico de los resultados obtenidos para el CI", aguas

arriba en las 3 primeras estaciones y entre dias, para conocer si existe diferencia
significativa entre el contenido de nutrientes entre esas fechas.
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Tabla 73. Concentraciones de ion CI" en D1, D2y A

CI” (ppm), en estaciones agua arriba (A)

Dias Hora A1 A2 A3
9:00 2.2390 2.3371 2.1323

10:00 2.1792 2.0896 2.1963

11:00 2.1195 2.1195 2.1195

D1 12:00 2.1835 2.1878 2.1237
13:00 2.1067 2.1024 2.1365

14:00 2.1749 2.1365 2.1451

9:00 2.4438 2.4609 2.3499

10:00 2.2859 2.2731 2.2816

11:00 2.3798 2.2347 2.3286

D2 12:00 2.2560 2.2518 2.2688
13:00 2.2560 2.2560 2.4993

14:00 2.2091 2.2603 2.2859

Se realiza la prueba ANOVA para el ié6n CI” con los datos tabulados en 73, el
analisis es entre dias y en las 3 primeras estaciones. Se realiza un analisis de
varianza de dos factores con varias muestras por grupo y se obtiene lo expresado
en la Tabla 74.

Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.

Tabla 74. ANOVA para ion CI', entre dias en A

RESUMEN A1 A2 A3 Total
D1

Cuenta 6 6 6 18

Suma 13.0027 12.9728 12.8533 38.8289

Promedio 21671 21621 2.1422 2.1571

Varianza 0.0023 0.0085 0.0007 0.0035
D2

Cuenta 6 6 6 18

Suma 13.8307 13.7368 14.0142 41.5818

Promedio 2.3051 2.2894 2.3357 2.3101

Varianza 0.0078 0.0072 0.0073 0.0069

Total

Cuenta 12 12 12

Suma 26.8334 26.7096 26.8676

Promedio 2.2361 2.2258 2.2389

Varianza 0.0098 0.0115 0.0139
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Grados Promedio F Probabilidad  Valor
variaciones cuadrados de de (p) critico
libertad cuadrados para F
Muestra 0.2105 1 0.2105 37.09 1.0E-06 4.17
Columnas 0.0011 2 0.0005 0.101 0.9038 3.31
Interaccién 0.0075 2 0.0037 0.666 0.5207 3.31
Dentro del grupo 0.1702 30  0.0056
Total 0.3894 35

Segun el resultado del ANOVA, F>Fcrit, indicando que las muestras son
significativamente diferentes entre D1 y D2, aunque entre una misma estaciéon no
existan diferencias significativas y lo confirma la probabilidad. El Ho se rechaza ya
que el valor de p es menor de 0.05.

4.3.1.2CI". Analisis entre dias, aguas abajo

Parte de los datos de la Tabla 66 son mostrados en la Tabla 75 y sirven para el
analisis ANOVA, entre dias aguas abajo.

Tabla 75. Concentraciones deion CI"en D1y D2enB

CI” (ppm), en estaciones aguas abajo (B)

Dias Hora B1 B2 B3
9:00 2.1920 2.1621 2.1365
10:00 2.1621 2.1280 2.1067
11:00 2.1792 2.1878 2.1749

D1 12:00 2.1280 2.0768 2.1067
13:00 2.1749 2.0853 2.1451
14:00 2.1365 2.1365 2.0939
9:00 2.3798 2.3713 2.2774
10:00 2.3499 2.2859 2.3457
11:00 2.2816 2.2688 2.2603

D2 12:00 2.2518 2.2774 2.2518
13:00 2.2518 2.3627 2.2603
14:00 2.3542 2.2859 2.4652

Se realiza un analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo y
se obtiene lo expresado en la Tabla 76

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.
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Tabla 76. ANOVA para i6n ClI, entre dias en B

RESUMEN B1 B2 B3 Total
D1

Cuenta 6 6 6

Suma 12.9728 12.7765 12.7637 38.5131

Promedio 2.1621 2.1294 21272 2.1396

Varianza 0.0006 0.0018 0.0009 0.0012

D2

Cuenta 6 6 6 18

Suma 13.8691 13.8520 13.8606 41.5818

Promedio 2.3115 2.3086 2.3101 2.3101

Varianza 0.0031 0.0020 0.0069 0.0036

Total

Cuenta 12 12 12

Suma 26.8419 26.6285 26.6243

Promedio 2.2368 2.2190 2.2186

Varianza 0.0078 0.0105 0,0126

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Gradosde Promedio F Probabilidad Valor

variaciones cuadrados libertad de los (p) critico
cuadrados para F

Muestra 0.2615 1 0.2615 100.306 4,4E-11 4.170

Columnas 0.0025 2 0.0012 0.494 0.6144 3.315

Interaccién 0.0020 2 0.0010 0.387 0.6818 3.315

Dentro del grupo 0.0782 30 0.0026

Total 0.3444 35

Las muestras del D1 y D2 aguas abajo para el ion CI” son significativamente
diferentes, ya que el estadistico F calculado es mayor que el critico, pero entre
estaciones se observa que no hay diferencia significativa. La probabilidad lo
confirma y Ho se rechaza.

4.3.1.3 CI". Analisis entre estaciones, dia D1

Se realiza el analisis de ANOVA con los datos de la Tabla 77, para analisis entre
estaciones para un mismo dia para el ion CI".
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Tabla 77. Concentraciones deion CI"en D1 en Ay B

CI” (ppm), en dia D1, en ambas estaciones

Estaciones 1 2 3
2.2390 2.3371 2.1323
2.1792 2.0896 2.1963
A 2.1195 2.1195 2.1195
2.1835 2.1878 2.1237
2.1067 2.1024 2.1365
2.1749 2.1365 2.1451
2.1920 2.1621 2.1365
B 2.1621 2.1280 2.1067
2.1792 2.1878 2.1749
2.1280 2.0768 2.1067
2.1749 2.0853 2.1451
2.1365 2.1365 2.0939

Con los datos de la Tabla 77 se realiza un analisis de varianza de dos factores con
varias muestras por grupo y se obtiene lo mostrado en la Tabla 78:

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.

Tabla 78. ANOVA para ion CI", en un mismo dia D1,en Ay B

RESUMEN AB1 AB2 AB3 Total
A

Cuenta 6 6 6 18

Suma 130.027 129.728 128.533 388.289

Promedio 21.671 21.621 21422 21.571
Varianza 0.0023 0.0085 0.0007 0.0035

B
Cuenta 6 6 6 18
Suma 129.728 127.765 127.637 385.131

Promedio 21.621 21.294 21.272 21.396
Varianza 0.0006 0.0018 0.0009 0.0012

Total
Cuenta 12 12 12
Suma 259.755 257.493 256.170

Promedio 21.646 21.457 21.347
Varianza 0.0013 0.0050 0.0008
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados de de los (p) critico para
libertad cuadrados F
Muestra 0.00277 1 0.0027 1.106 0.3012 4.170
Columnas 0.00547 2 0.0027 1.093 0.3479 3.315
Interaccién 0.00118 2 0.0005 0.236 0.7907 3.315
Dentro del grupo  0.07512 30 0.0025
Total 0.08456 35

Debido a que el valor F es menor que el valor Fcrit., se concluye que las muestras
tomadas en las estaciones A y B para CI” en el mismo dia D1, no presentan
diferencia significativa, lo confirma el valor p y por lo tanto, se acepta Ho.

4.31.4 CI". Analisis entre estaciones, dia D2

Se realiza el analisis de ANOVA con una parte de los datos de la Tabla 66, para
analisis entre estaciones para un mismo dia D2.

Tabla 79. Concentraciones de ion CI"en D2en Ay B

CI" (ppm), en dia D1, en ambas estaciones

Estaciones 1 2 3
24438 24609 2.3499
22859 22731 22816
23798 22347 23286

A 22560 22518 2.2688
22560 22560 24993
22091 22603 22859
2.3798 23713 22774
2.3499 22859 23457
22816 22688 2.2603

B 22518 22774 22518
22518 23627 2.2603
23542 22859 24652

Con los datos de la Tabla 79 se realiza un analisis de varianza de dos factores con
varias muestras por grupo, lo cual se indica en la Tabla 80.

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.

FCNM 4-102 ESPOL



Estimacion de la concentracion de nutrientes en aguas superficiales del rio Daule y MILADE
validacién del método de cuantificacion de aniones en agua por cromatografia idnica
Tabla 80. ANOVA para ién CI7, en un mismo dia D2, en Ay B
RESUMEN AB1 AB2 AB3 Total
A
Cuenta 6 6 6 18
Suma 130.027 129.728 128.533 388.289
Promedio 21.671 21.621 21.422 21.571
Varianza 0.0023 0.0085 0.0007 0.0035
B

Cuenta 6 6 6 18
Suma 129.728 127.765 127.637 385.131
Promedio 21.621 21.294 21.272 21.396
Varianza 0.0006 0.0018 0.0009 0.0012
Total
Cuenta 12 12 12
Suma 259.755 257.493 256.170
Promedio 21.646 21.457 21.347
Varianza 0.0013 0.0050 0.0008
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados Promedio de F Probabilidad  Valor
variaciones cuadrados de los (p) critico

libertad  cuadrados para F
Muestra 8.3E-17 1 8.3E-17 1.4E-14 0.9999 4.170
Columnas 0.0034 2 0.0017  0.299 0.7431 3.315
Interaccién 0.0031 2 0.0015 0.276 0.7602 3.315
Dentro del grupo 0.1733 30 0.0057
Total 0.1800 35

El valor de F es menor que el valor Fcrit. en el dia D2, por lo tanto se concluye que
no hay diferencia significativa entre las estaciones A y B, lo confirma p y se acepta

Ho.

4.3.2 Analisis estadistico de las muestras de NO;~

Para el calculo, se emplean las mismas directrices que para CI".

4.3.2.1 NOj;". Analisis entre estaciones, aguas arriba, dia D1

Se realiza el analisis de ANOVA con parte de los datos de la Tabla

analisis entre dias y para la estacion A o aguas arriba.
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Tabla 81. Concentraciones de ion NO; en D1y D2 en A

NO;3™ (ppm), en estaciones agua arriba (A)

Dias Hora A1 A2 A3
9:00 1.0518 1.2736 1.2366
10:00 1.4677 1.2643 1.2551
11:00 1.2089 1.6433 1.3937

D1 12:00 1.2643 1.3013 1.2736
13:00 1.2828 1.2921 1.2551
14:00 1.2828 1.2551 1.6525
9:00 1.1349 1.0980 1.0425
10:00 1.3845 1.0795 1.0702

b2 11:00 1.1442 1.0795 1.0795
12:00 1.1257 1.2089 1.1904
13:00 1.2181 1.2551 0.7652
14:00 1.1257 1.2643 1.2828

Con los datos de la Tabla 81 se realiza un analisis de varianza de dos factores con
varias muestras por grupo, lo cual se indica en la Tabla 82.

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.

Tabla 82. ANOVA para ion NOj3™, entre dias en A

RESUMEN A1 A2 A3 Total
D1

Cuenta 6 6 6 18

Suma 7.5582 8.0295 8.0665 23.6543

Promedio 1.2597 1.3382 1.3444 1.3141
Varianza 0.0180 0.0222 0.0259 0.0211

D2
Cuenta 6 6 6 18
Suma 7.1330 6.9852 6.4306 20.5489

Promedio 1.1888 1.1642 1.0717 1.1416
Varianza 0.0104 0.0078 0.0306 0.0170

Total
Cuenta 12 12 12
Suma 14.6913 15.0147 14.4972
Promedio 1.2242 1.2512 1.2081
Varianza 0.0142 0.0220 0.0460
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ANALISIS DE VARIANZA

Grados  Promedio Probabilidad Valor
Origen de las Suma de de de los (p) critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F para F
Muestra 0.2678 1 0.2678 13.910 0.0007 4170
Columnas 0.0113 2 0.0056 0.295 0.7460 3.315
Interaccion 0.0610 2 0.0305 1.586 0.2214 3.315
Dentro del grupo 0.5777 30 0.0192
Total 0.9180 35

En éste caso, donde F es mayor que Fcrit., se observa que si existe una diferencia
significativa entre las muestras de NO;™ de D1 y D2 aguas arriba, se confirma con
p y por lo tanto se rechaza Ho.

4.3.2.2 NOj;". Andlisis entre dias D1y D2, aguas abajo

Parte de los datos de la Tabla 69, se encuentran en la Tabla 83 para analisis entre
dias y aguas abajo o para las estaciones B.

Tabla 83. Concentraciones de ion NO3™ (ppm) en estaciones D1y D2 agua
arriba (B)

Dias Hora B1 B2 B3
9:00 1.0518 1.2551 1.4214
10:00 1.0795 1.2089 1.1627

D1 11:00 1.1996 1.2643 1.2458
12:00 1.3105 1.2643 1.3013
13:00 1.2736  1.2921 1.3013
14:0 1.2643 1.2828 1.3105
9:00 1.1811  1.1442 1.3290
10:00 1.0702 1.1072 1.1072
11:00 1.0055 1.1257 1.0980

D2 12:00 1.1257 1.1719 1.1996
13:00 1.1257 1.0333 1.3290
14:00 1.1996 1.2551 1.2089

Se realiza el analisis de varianza de dos factores con varias muestras por
grupo, lo cual se muestra en la Tabla 84.

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.
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Tabla 84. ANOVA para i6n NO3 , entre dias, en B

RESUMEN B1 B2 B3 Total
D1

Cuenta 6 6 6 18

Suma 71792 7.5674 7.7430 22.4898

Promedio 1.1965 1.2612 1.2905 1.2494
Varianza 0.0116 0.0008 0.0072 0.0074

D2
Cuenta 6 6 6 18
Suma 6.7079 6.8373 7.2717 20.8170

Promedio 1.1179 11395 1.2119 1.1565
Varianza 0.0051 0.0053 0,0103 0.0078

Total
Cuenta 12 12 12
Suma 13.8872 14.4048 15.0147

Promedio 1.1572 1.2004 1.2512
Varianza 0.0093 0.0068 0.0096

ANALISIS DE VARIANZA

Probabilidad Valor

Promedio (p) critico
Origen de las Sumade Grados de de los para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F F
Muestra 0.0777 1 0.0777 11.503 0.0019 4170
Columnas 0.0530 2 0.0265 3.928 0.0305 3.315
Interaccién 0.0037 2 0.0018 0.275 0.7612 3.315
Dentro del
grupo 0.2027 30 0.0067
Total 0.3372 35

Lo anteriormente manifestado se confirma, si existe una diferencia significativa
entre las muestras de dia D1 con respecto a D2 aguas abajo, para NOj3 y se
confirma por el valor p obtenido y se rechaza Ho.

4.3.2.3 NO;". Analisis entre estaciones, D1

Parte de los datos de la Tabla 69, son mostrados en la Tabla 85, para analisis entre
las estaciones Ay B, en el dia D1.
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Tabla 85. Concentracion de ion NO3™ (ppm), en dia D1 en estaciones Ay B

Estaciones 1

2

3

1.0518 1.2736
1.4677 1.2643
A 1.2089 1.6433
1.2643 1.3013
1.2828 1.2921
1.2828 1.2551

1.2366
1.2551
1.3937
1.2736
1.2551
1.6525

1.0518 1.2551
1.0795 1.2089
1.1996 1.2643
B 1.3105 1.2643
1.2736 1.2921
1.2643 1.2828

1.4214
1.1627
1.2458
1.3013
1.3013
1.3105

Con los datos de la Tabla 85 se realiza el analisis de varianza de dos factores con

varias muestras por grupo y se obtiene lo mostrado en la Tabla 86:

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.

Tabla 86. ANOVA paraion NO3;,enD1enAyB

RESUMEN AB1 AB2 AB3 Total
A
Cuenta 6 6 6 18
Suma 7.5582 8.0295 8.0665 23.6543
Promedio 1.2597 1.3382 1.3444 1.3141
Varianza 0.0180 0.0226 0.0259 0.0211
B
Cuenta 6 6 6 18
Suma 71792 7.5674 7.7430 22.4898
Promedio 1.1965 1.2612 1.2905 1.2494
Varianza 0.0116 0.0008 0.0072 0.0074
Total
Cuenta 12 12 12
Suma 14.7375 15.5970 15.8096
Promedio 1.2281 1.2997 1.3174
Varianza 0.0145 0.0122 0.0158
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Sumade Grados Promedio F  Probabilidad Valor critico
las cuadrados de de los (p) para F
variaciones libertad cuadrados

Muestra 0.0376 1 0.0376 2.617 0.1161 4170
Columnas 0.0537 2 0.0268 1.865 0.1722 3.315
Interaccié 0.0008 2 0.0004 0.028 0.9722 3.315
n

Dentro del 0.4317 30 0.0143

grupo

Total 0.52391 35

En éste caso no existe diferencia significativa entre las muestras del dia D1 entre

las estaciones A y B, lo confirma p. Se acepta Ho.

4.3.2.4 NOs". Analisis entre estaciones, D2

Parte de los datos de la Tabla 69 son mostrados en la Tabla 87, los cuales se usan

para analisis entre las estaciones Ay B, en el dia D2.

Tabla 87. Concentracion de ion NO3™ (ppm), en dia D2, en estaciones Ay B

Estaciones 1

2 3

1.1349 1.0980 1.0425
1.3845 1.0795 1.0702
A 1.1442 1.0795 1.0795
1.1257 1.2089 1.1904
1.2181 1.2551 0.7652
1.1257 1.2643 1.2828

1.1811 1.1442 1.3290
1.0702 1.1072 1.1072
1.0055 1.1257 1.0980
B 1.1257 1.1719 1.1996
1.1257 1.0333 1.3290
1.1996 1.2551 1.2089

El andlisis estadistico para éste caso es realizado con los valores de la Tabla 87, a
través del anadlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo y se

obtiene lo mostrado en la Tabla 88.

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.
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Tabla 88. ANOVA paraion NO;,enD2enAyB

RESUMEN AB1 AB2 AB3 Total

A
Cuenta 6 6 6 18
Suma 7.1330 6.9852 6.4306 20.5489

Promedio 1.1888 1.1642 1.0717 1.1416

Varianza 0.0104 0.0078 0.0306 0.0170
B

Cuenta 6 6 6 18
Suma 6.7079 6.8373 7.2717 20.8170
Promedio 1.1179 1.1395 1.2119 1.1565
Varianza 0.0051 0.0053 0.0103 0.0078

Total
Cuenta 12 12 12
Suma 13.8410 13.8225 13.7024

Promedio 1.1534 1.1518 1.1418
Varianza 0.0084 0.0061 0.0239

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio Valor
Origen de las Sumade Grados de de los critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad paraF
Muestra 0.0019 1 0.0019 0.171 0.6816 4.170
Columnas 0.0009 2 0.0004 0.040 0.9602 3.315
Interaccién 0.0738 2 0.0369 3.176 0.0561 3.315
Dentro del
grupo 0.3486 30 0.0116
Total 0.4254 35

Se confirma la hipdtesis planteada para NOj;~, no existe diferencia significativa
durante el mismo dia D2 entre las estaciones A y B, p lo confirma y por lo tanto se
acepta Ho.

4.3.3 Analisis estadistico de las muestras de PO,*

La Tabla 67 es el registro de los andlisis del agua del rio Daule para PO, el
analisis estadistico es realizado de igual manera para todos los iones de estudio.

4.3.3.1 PO,>. Andlisis estadistico entre dias D1 y D2, aguas arriba

Se realiza el analisis de ANOVA con los datos de la Tabla 89, para analisis entre
dias D1y D2 en las estaciones A.
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Tabla 89. Concentraciones de ion PO,> (ppm), en estaciones D1 y D2 agua arriba

(A)

Dias Hora

A1

A2

A3

9:00

D1 10:00
11:00
12:00
13:00
14:00

0.3023
0.3403
0.3783
0.3593
0.3783
0.3973

0.3403
0.3783
0.5304
0.5494
0.3783
0.3593

0.3593
0.4734
0.3973
0.3783
0.3973
0.4354

9:00

10:00

D2 11:00
12:00
13:00
14:00

0.3213
0.3213
0.3213
0.3403
0.3403
0.3593

0.3403
0.3403
0.3213
0.3593
0.3593
0.3593

0.2833
0.3213
0.3023
0.3783
0.3213
0.3593

Con los datos de la Tabla 89, se realiza el analisis de varianza de dos factores con

varias muestras por grupo y se obtiene lo mostrado en la Tabla 90.

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.

Tabla 90. ANOVA para ionPO,*> en D1y D2 en A

RESUMEN A1 A2 A3 Total
Cuenta 6 6 6 18
Suma 2.156 2536 2.441 7.133
Promedio 0.359 0.423 0.407 0.396
Varianza  0.0011 0.0084 0.0017 0.0041
Cuenta 6 6 6 18
Suma 2.004 2.080 1.966 6.049
Promedio 0.334 0.347 0.328 0.336
Varianza  0.0002 0.0002 0.0012 0.0005
Total

Cuenta 12 12 12

Suma 4160 4.616 4.407
Promedio 0.347 0.385 0.367
Varianza  0.0008 0.0055 0,0030
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Sumade Gradosde Promedio F  Probabilidad Valor
las cuadrados libertad de los (p) critico
variaciones cuadrados para F
Muestra 0.0326 1 0.0326 14.968 0.0005 4.171
Columnas 0.0086 2 0.0043 1.995 0.154 3.316
Interaccién 0.0054 2 0.0027 1.258 0.299 3.316
Dentro del

grupo 0.0653 30 0.0021

Total 0.112 35

Para el analisis entre dias D1 y D2 en la estacion A, se observa que si existe
diferencia significativa entre las muestras de acuerdo al resultado de F que es
mayor que Fcrit. Lo cual se confirma con p. y por lo tanto Ho se rechaza.

4.3.3.2 PO,*. Analisis estadistico entre dias D1y D2, aguas abajo

Se realiza el analisis de ANOVA con los datos de la Tabla 91, para analisis entre
dias D1y D2 en las estaciones B.

Tabla 91. Concentraciones de ion PO,> (ppm), en estaciones D1 y D2 agua arriba

(B)

Hora B1 B2 B3

9:00 0.3403 0.3403 0.3593
p1 1000 43593 0.3593 0.3783
11:00 93783 0.4163 0.5875
12:00 04163 0.2833 0.4163
13:00 3973 0.3783 0.3783
14:00 (3403 0.3403 0.3783
9:00 92833 0.3593 0.3593
10:00 3213 0.3213 0.1692
p2 11:00 03023 0.3213 0.3023
12:00 3403 0.3403 0.3403
13:00 3403 0.2833 0.3403
14:00 (3403 0.3593 0.3593

Dias

Se realiza el analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo con
los datos de la Tabla 91.

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.
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Tabla 92. ANOVA para ion PO,> en D1y D2 en B

RESUMEN B1 B2 B3 Total
D1
Cuenta 6 6 6 18
Suma 2.232 2.118 2.498 6.848
Promedio 0.372 0.353 0.416 0.380
Varianza 0.0009 0.0019 0.0073 0.0037
D2
Cuenta 6 6 6 18
Suma 1.928 1.985 1.871 5.783
Promedio 0.321 0.331 0.312 0.321
Varianza 0.0005 0.0008 0.0053 0.0020
Total
Cuenta 12 12 12
Suma 4.160 4.103 4.369
Promedio 0.347 0.342 0.364
Varianza 0.0014 0.0014 0.0087

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Sumade Gradosde Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados libertad de los (p) critico
variaciones cuadrados para F
Muestra 0.0315 1 0.0315 11.082 0.0023 4.170
Columnas 0.0032 2 0.0016  0.576 0.5681 3.315
Interaccién 0.0105 2 0.0052 1.849 0.1748 3.315
Dentro del

grupo 0.0852 30 0.0028

Total 0.1304 35

En la Tabla 92, se observa la diferencia significativa entre las muestras D1 y D2 en
B, ya que F es mayor que Fcrit., p lo confirma y por ello se rechaza Ho.

4.3.3.3 PO,*. Analisis estadistico entre estaciones A y B, en D1

Se realiza el analisis de ANOVA con los datos de la Tabla 93, para analisis entre
estaciones Ay B en D1.
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Tabla 93. Concentracion de PO,> (ppm), en dia D1, en ambas estaciones Ay B

Estaciones 1 2 3
0.3023 0.3403 0.3593
A 0.3403 0.3783 0.4734

0.3783 0.5304 0.3973
0.3593 0.5494 0.3783
0.3783 0.3783 0.3973
0.3973 0.3593 0.4354
0.3403 0.3403 0.3593
0.3593 0.3593 0.3783
B 0.3783 0.4163 0.5875
0.4163 0.2833 0.4163
0.3973 0.3783 0.3783
0.3403 0.3403 0.3783

Con los datos tabulados en 93, se realiza un analisis de varianza de dos factores
con varias muestras por grupo.

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.

Tabla 94. ANOVA para ion PO43"entre Ay B, en D1

RESUMEN AB1 AB2 AB3 Total
A
Cuenta 6 6 6 18
Suma 2.156 2.536 2441 7.133
Promedio 0.359 0.423 0.407 0.396
Varianza 0.0011 0.0084 0.0017 0.0041
B
Cuenta 6 6 6 18
Suma 2.232 2.118 2.498 6.848
Promedio 0.372 0.353 0.416 0.380
Varianza 0.0009 0.0019 0.0073 0.0037
Total
Cuenta 12 12 12
Suma 4.388 4.654 4.939
Promedio 0.366 0.388 0.412
Varianza 0.0010  0.0060 0.0041
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados Promedio F Probabilidad Valor

variaciones cuadrados de de los critico
libertad cuadrados para F

Muestra 0.0023 1 0.0022 0.626 0.4350 4.171

Columnas 0.0127 2 0.0063 1.756 0.1900 3.315

Interaccién 0.0131 2 0.0065 1.810 0.1810 3.315

Dentro del grupo 0.1083 30 0.0036

Total 0.1362 35

El valor F obtenido en la Tabla 94, es menor que Fcrit., por lo cual las muestras de
las estaciones A y B en el dia D1 no son significativamente diferentes, lo confirma el
valor de py por ello se acepta Ho.

4.3.3.4 PO,®. Analisis estadistico entre estaciones en D2

Se realiza el analisis de ANOVA con los datos de la Tabla 95, para analisis entre
estaciones Ay B en D2.

Tabla 95. Concentraciénde PO, (ppm), en dia D2, en ambas estaciones A y B

Estaciones 1

2

3

0.3213
0.3213
A 0.3213
0.3403
0.3403
0.3593

0.3403
0.3403
0.3213
0.3593
0.3593
0.3593

0.2833
0.3213
0.3023
0.3783
0.3213
0.3593

0.2833
0.3213
B 0.3023
0.3403
0.3403
0.3403

0.3593
0.3213
0.3213
0.3403
0.2833
0.3593

0.3593
0.1692
0.3023
0.3403
0.3403
0.3593

Con los datos de la Tabla 95, se realiza el analisis de varianza de dos factores con
varias muestras por grupo.

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.
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Tabla 96. ANOVA para ion PO,> en Ay B en D2

RESUMEN AB1 AB2 AB3  Total

Cuenta 6 6 6 18
Suma 2.004 2.080 1.966 6.049
Promedio 0.334 0.347 0.328 0.336
Varianza  0.0002 0.0002 0.0012 0.0005

Cuenta 6 6 6 18
Suma 1.928 1985 1.871 5.783
Promedio 0.321 0.331 0.312 0.321
Varianza  0.0005 0.0008 0.0053 0.0020

Total
Cuenta 12 12 12
Suma 3.932 4,065 3.837

Promedio 0.328 0.339 0.320
Varianza 0.0004 0.0005 0.0030

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Gradosde Promedio F Probabilidad Valor

variaciones cuadrados libertad de los (p) critico
cuadrados para F

Muestra 0.0020 1 0.0020 1.3961 0.2467 4.171

Columnas 0.0022 2 0.0011 0.7765 0.4691 3.315

Interaccién 0.00002 2 0.00001 0.0071 0.9929 3.315

Dentro del 0.0423 30 0.0014

grupo

Total 0.0464 35

El valor de F menor que el Fcrit. para las muestras de las estaciones Ay B en el dia
D2, indica que no existe diferencia significativa entre ellas, y el valor p lo confirma y
por ello se acepta Ho.

4.3.4 Analisis estadistico de las muestras de SO,>

El analisis estadistico que se realiz6 para el anion S0,* es el mismo realizado
para CI", NO3; y PO4*",

4.3.4.1 SO,*. Analisis estadistico entre dias D1y D2, aguas arriba A

Se realiza el analisis de ANOVA con los datos de la Tabla 97, para analisis entre
dias D1y D2, en la estacion A
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Tabla 97. Concentraciénde SO,* (ppm), en D1y D2 en estaciones (A) agua arriba

Dias Hora A1 A2 A3
9:00 25.1832 16.6175 16.7051
10:00 11.8229 19.3650 22.9205

D1 11:.00 18.1865 31.0418 19.9104
12:00 34.1125 32.4559 26.1529
13:00 29.2640 33.9172  28.2943
14:00 38.8599 24.1394  31.2438
9:00 18.3549 27.8768 22.2471
10:00 10.9071 10.8195 10.7657
11:00 23.2101 11.7758 11.2034

D2 12:.00 11.5737 125367 12.3347
13:00 12.1461 13.3852 13.0620
14:00 11.8094 13.6747 13.3650

Se realiza el analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo,
con los datos de la Tabla 97 y obtiene lo mostrado en la Tabla 98:

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar.

Tabla 98. ANOVA para de ion S0,%, entre dias D1 y D2 en estacion A

RESUMEN A1 A2 A3 Total
D1
Cuenta 6 6 6 18
Suma 157.429 157.537 142.277 457.243
Promedio 26.238 26.256 23.713 25.402
Varianza 100.842 52.980 22.426 53.349
D2
Cuenta 6 6 6 18
Suma 88.001 90.069 82.978 261.048
Promedio 14.667 15.011 13.830 14.503
Varianza 24.962 40.823 18.036 24.914
Total
Cuenta 12 12 12
Suma 245.430 247.605 225.255
Promedio 20.453 20.634 18.771
Varianza 93.700 77.122 45.031
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Grados Promedio Probabilidad Valor
Origen de las Suma de de de los (p) critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F F
Muestra 1069.239 1 1069.239 24.668 0.000 4171
Columnas 25.314 2 12.657 0.292 0.749 3.316
Interaccion 4.809 2 2.405 0.055 0.946 3.316
Dentro del
grupo 1300.346 30 43.345
Total 2399.708 35

Las muestras entre dias D1 y D2 en la estacién A y de acuerdo al valor de F mayor
que el valor de Fcrit., permiten concluir que si existe diferencia significativa entre
éstas muestras, lo confirma p y por ello se rechaza Ho.

4.3.4.2 SO,2. Analisis estadistico entre dias D1 y D2, aguas abajo B

Se realiza el analisis de ANOVA con los datos de la Tabla 99, para analisis entre

dias, en la estacion B.

Tabla 99. Concentraciones de ion SO,> en D1y D2 en B

Dias  SO,*(ppm), en estaciones agua abajo
Hora B1 B2 B3

9:00 14.8263 16.9138 11.5670

10:00 21.0687 16.1529 13.4189

D1 11:00 21.4121 28.5165 26.4626

12:00 23.2707 25.6478 23.6276

13:00 24.5030 24.1461 20.1192

14:00 25.0822 25.1428 19.2774

9:00 12.8801 22.2337 12.5367

10:00 10.9475 10.8532 19.7623

11:00 11.3246 10.7051 11.4391

D2 12:00 11.4458 11.9778 12.0182

13:00 11.6815 12.7253 12.2673

14:00 12.3886 13.2505 13.0687

Se realiza el analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo y
se obtiene lo mostrado en la Tabla 100.

Planteo: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar
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Tabla 100. ANOVA para ion SO42' entre dia D1 y D2 en estacion B

RESUMEN B1 B2 B3 Total
D1
Cuenta 6 6 6 18
Suma 130.163 136.520 114.473 381.156
Promedio 21.694 22.753 19.079 21.175
Varianza 13.899 25.382 32.959 23.772
D2
Cuenta 6 6 6 18
Suma 70.668 81.745 81.092 233.506
Promedio 11.778 13.624 13.515 12.973
Varianza 0.521 18.796 9.658 9.280
Total
Cuenta 12 12 12
Suma 200.831 218.265 195.565
Promedio 16.736 18.189 16.297
Varianza 33.370 42.810 27.813

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados Promedio Probabilidad Valor
las Suma de de de los (p) critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F para F
Muestra 605.569 1 605569 35.898 0.000001 4.171
Columnas 23.528 2 11.764 0.697 0.506 3.316
Interaccién 32.276 2 16.138 0.957 0.396 3.316
Dentro del

grupo 506,072 30 16.869

Total 1167,4446 35

Para las muestras entre dias D1 y D2, en las estaciones B, se observa que F es
mayor que F crit., indicando que si hay diferencia significativa entre muestras, lo
cual se confirma con el valor de p y rechazandose por ello Ho.

4.3.4.3 SO,%. Analisis estadistico entre estaciones en D1

Se realiza el analisis de ANOVA con los datos de la Tabla 101 para analisis entre
estaciones Ay B en el dia D1.
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Tabla 101. Concentraciones de ion SO4> en Ay B en D1

Estaciones SO4*(ppm), en dia D1, en ambas estaciones

1 2 3

25.1832 16.6175 16.7051

11.8229 19.3650 22.9205

A 18.1865 31.0418 19.9104
34.1125 32.4559 26.1529

29.2640 33.9172 28.2943

38.8599 24.1394 28.2943

14.8263 16.9138 11.5670

21.0687 16.1529 13.4189

B 21.4121 28.5165 26.4626
23.2707 25.6478 23.6276

24.5030 24.1461 20.1192

25.0822 25.1428 19.2774

Se realiza el analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo y
se obtiene los resultados mostrados en la Tabla 102.

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar

Tabla 102. ANOVA para ion S0,% entre estaciones A y B en dia D1

RESUMEN AB1 AB2 AB3 Total

Cuenta 6 6 6 18
Suma 157.429 157.537 142.277 457.243
Promedio 26.238 26.256 23.713 25.402
Varianza 100.842 52980 22.426 53.349

Cuenta 6 6 6 18
Suma 130.163 136.520 114.473 381.156
Promedio 21.694 22.753 19.079 21.175
Varianza 13.899 25.382 32.959 23.772

Total
Cuenta 12 12 12
Suma 287.592 294.057 256.750

Promedio 23.966 24.505 21.396
Varianza 57.787 38.965 31.032
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados de de los (p) critico
libertad cuadrados para F
Muestra 160.814 1 160.814 3.883 0.058 4171
Columnas 66.244 2 33.122 0.800 0.459 3.316
Interaccién 2.373 2 1.186 0.029 0.972 3.316
Dentro del grupo 1242.438 30 41.415
Total 1471.868 35

Las muestras de las estaciones A y B en el dia D1 presentan un valor de F menor
que Fcrit,, lo cual indica que no existe diferencia significa entre las muestras, p
confirma y por ello Ho rechaza.

4344 S0,Z. Analisis estadistico entre estaciones en D2

Se realiza el analisis de ANOVA con los datos de la Tabla 103, para analisis entre
estaciones y en D2 para el ion SO,*".

Tabla 103. Concentraciones de ién SO,> en D2 en A yB

Yo ka (ppm), en dia D2, en ambas estaciones

Sulfato 1 2 3
18.3549 27.8768 22.2471
10.9071 10.8195 10.7657
A 23.2101 11.7758 11.2034
11.5737 12.5367 12.3347
12.1461 13.3852 13.0620
11.8094 13.6747 13.3650
12.8801 22.2337 19.7623
10.9475 10.8532 19.7623
11.3246 10.7051 11.4391
B 11.4458 11.9778 12.0182
11.6815 12.7253 12.2673
12.3886 13.2505 13.0687

Se realiza el analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo y
se obtiene lo siguiente mostrado en la Tabla 104.

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar
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Tabla 104. ANOVA para i6n S0,* en D2 entre las estaciones A yB

RESUMEN AB1 AB2 AB3 Total
A

Cuenta 6 6 6 18

Suma 88.001 90.069 82.978 261.048

Promedio 14.667 15.011 13.830 14.503

Varianza 24.962 40.823 18.036 24914
B

Cuenta 6 6 6 18

Suma 70.668 81.745 88.318 240.731

Promedio 11.778 13.624 14.720 13.374

Varianza 0.521 18.796 15.531 11.810

Total

Cuenta 12 12 12

Suma 158.669 171.814 171.296

Promedio 13.222 14.318 14.275

Varianza 13.859 27.624 15.474

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio F Probabilidad Valor

variaciones cuadrado libertad de los (p) critico
s cuadrado para F

s

Muestra 11.466 1 11.466 0.580 0.452 4171

Columnas 9.235 2 4618 0.233 0.793 3.316

Interaccion 21.721 2 10.860 0.549 0.583 3.316

Dentro del 593.345 30 19.778

grupo

Total 635.7667 35

Se observa que las muestras de agua de las estaciones A y B en el dia D2 no
existe diferencia significa entre las muestras y p lo confirma. Se acepta Ho.

4.3.5 Analisis estadistico de las muestras de NO,~

Las muestras se corrieron, pero los valores de cuantificacion, estuvieron por debajo
de los limites de cuantificacion de éste anién, por lo que no hay datos del mismo.

4.4  Andlisis de muestras tomadas en la represa Daule — Peripa y en puntos
como Pichincha y Puente Lucia

Las muestras tomadas en la represa Daule — Peripa, Pichincha y Puente Lucia son
comparadas con el objeto de saber si existe 0 no diferencia significativa entre ellas.
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441 CI, Resultado de las estaciones versus valores de la represa

Los valores obtenidos del muestreo en las 6 estaciones son comparados con los

valores obtenidos del analisis de la represa, para CI” se obtiene:

Tabla 105. Concentraciones de i6n CI” en A, B y represa

Concentracion de CI™ (ppm), en estaciones y represa

Dias AB1 AB2 AB3 Represa
2.2390 2.3371 2.1323 1.421
2.1792 2.0896 2.1963 1.212
2.1195 2.1195 2.1195 1.164
2.1835 2.1878 2.1237 1.156
2.1067 2.1024 2.1365 1.005

D1 2.1749 2.1365 2.1451 0.985
2.1920 2.1621 2.1365 1.003
2.1621 2.1280 2.1067 1.068
2.1792 2.1878 2.1749 0.859
2.1280 2.0768 2.1067 1.029
2.1749 2.0853 2.1451 1.012
2.1365 2.1365 2.0939 1.057
2.4438 2.4609 2.3499 1.037
2.2859 2.2731 2.2816 1.014
2.3798 2.2347 2.3286 0.987
2.2560 2.2518 2.2688 1.004
2.2560 2.2560 2.4993 0.997
2.2091 2.2603 2.2859 1.013

D2 2.3798 2.3713 2.2774 1.018
2.3499 2.2859 2.3457 1.007
2.2816 2.2688 2.2603 1.149
2.2518 2.2774 2.2518 1.421
2.2518 2.3627 2.2603 1.212
2.3542 2.2859 2.4652 1.164

Se realiza el andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo,

cuyos resultados se muestran en la Tabla 106.

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar

FCNM

4-122

ESPOL



Estimacion de la concentracion de nutrientes en aguas superficiales del rio Daule y MILADE
validacién del método de cuantificacion de aniones en agua por cromatografia idnica

Tabla 106. ANOVA paraion CI” entre A, B y represa

RESUMEN AB1 AB2 AB3 Represa Total
D1

Cuenta 12 12 12 12 48

Suma 25.976 25.749 25.617 12.971 90.313

Promedio 2.165 2.146 2.135 1.081 1.882

Varianza 0.0013 0.0050 0.0008 0.0203 0.225
D2

Cuenta 12 12 12 12 48

Suma 27.700 27.589 27.875 13.023 96.187

Promedio 2.308 2.299 2.323 1.085 2.004

Varianza 0.005 0.004 0.006 0.016 0.295
Total

Cuenta 24 24 24 24

Suma 53.675 53.338 53.492 25.994

Promedio 2.236 2.222 2.229 1.083

Varianza 0.00844 0.0106  0.0128 0.0178

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Grados Promedio F Probabilid Valor

variaciones cuadrados de de los ad critico
libertad cuadrados para F

Muestra 0.359 1 0.359 47.495 7.9E-10 3,949

Columnas 23.649 3 7.883 1041.822 1.3E-68 2,708

Interaccion 0.118 3 0.0393 5.199 0.0023 2,708

Dentro del 0.666 88 0.0075

grupo

Total 24.792 95

El ANOVA realizado entre dias D1 y D2, las estaciones y la muestra tomada en la
represa, dan como resultado que F es mayor que Fcrit., indicando que si existe
diferencia significativa entre todas las muestras, esto lo confirma el valor de p y por
lo tanto se rechaza Ho.

4.3.2 Analisis de SO,*

El mismo analisis se realiza con el anién SO,*, se compara entre los dos dias,
entre las estaciones, se incluye ademas la represa y se obtiene:
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Tabla 107. Concentraciones de ion SO,%en las estaciones y represa

Dias Concentraciéon de SO4* (ppm), en estaciones y represa
AB1 AB2 AB3 Represa
25.1832 16.6175 16.7051 1.707
11.8229 19.3650 22.9205 1.904
18.1865 31.0418 19.9104 1.571
34.1125 32.4559 26.1529 1.758
29.2640 33.9172 28.2943 1.71
38.8599 24,1394 31.2438 1.586

D1 14.8263 16.9138 11.5670 1.55
21.0687 16.1529 13.4189 1.664
21.4121 28.5165 26.4626 1.232
23.2707 25.6478 23.6276 1.605
24.5030 24.1461 20.1192 1.583
25.0822 25.1428 19.2774 1.663
18.3549 27.8768 22.2471 1.567
10.9071 10.8195 10.7657 1.87
23.2101 11.7758 11.2034 1.531
11.5737 12.5367 12.3347 1.534
12.1461 13.3852 13.0620 1.624
11.8094 13.6747 13.3650 1.703

D2 12.8801 22.2337 12.5367 1.559
10.9475 10.8532 19.7623 1.703
11.3246 10.7051 11.4391 1.559
11.4458 11.9778 12.0182 1.707
11.6815 12.7253 12.2673 1.904
12.3886 13.2505 13.0687 1.571

Se realiza el analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

Se plantea: Ho = No existe diferencia significativa entre los factores a evaluar

Tabla 108. ANOVA para ion SO,*entre estaciones y represa

RESUMEN
AB1 AB2 AB3 Represa Total
D1
Cuenta 12 12 12 12 48
Suma 287.591 294.056 259.699 19.533 860.881
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Promedio 23.966 24.504 21.641 1.627 17.935
Varianza 57.786 38.965 35.456 0.025 122.658
D2

Cuenta 12 12 12 12 48
Suma 158.669 171.814 164.070 19.832 514.385
Promedio 13.222 14.317 13.672 1.652 10.716
Varianza 13.859 27.624 12.615 0.016 40.786

Total

Cuenta 24 24 24 24
Suma 446.261 465.870 423.769 39.365
Promedio 18.594 19.411 17.657 1.640
Varianza 64.376 58.918 39.557 0.020

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade  Grados Promedio F Probabilidad Valor

variaciones cuadrados de de los (p) critico
libertad cuadrados para F

Muestra 1250.617 1 1250.617 53.689 1.07E-10 3.949

Columnas 5186.475 3 1728.825 74.219 5.06E-24 2.708

Interaccion 445.606 3 148.535 6.377 0.00058 2.708

Dentro del 2049.838 88 23.294

grupo

Total 8932.535 95

Las muestras de las estaciones tomadas en los dias D1 y D2, y la muestra tomada
en la represa, de acuerdo a la Tabla 108, dan como resultado que F es mayor que
Fcrit., lo que indica que si existe diferencia significativa entre todas las muestras,
esto lo confirma el valor de p. Se rechaza Ho.

4.5 Prueba estadistica t de student

Con el fin de conocer la similitud o diferencia de concentraciones encontradas en
varios sectores, se procede a realizar comparaciones entre las muestras de la
represa y las del Puente Lucia y Represa versus Pichincha, con los datos indicados
en la Tabla 109, por medio de la prueba t de student, comparaciéon de medias.

4.5.1 Prueba t de student, CI”

La siguiente Tabla 109 muestra los valores del iéon CI7, tomados en las muestras de
agua del rio Daule en la represa, en sector Pichincha y en Puente Lucia.

Tabla 109. Concentraciones de ion CI”, Represa, Pichincha y Puente Lucia
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Muestra  Represa Pichincha Puente Lucia

Muestra1 1.421 1.167 3.457
Muestra2 1.212 1.177 3.811
Muestra3 1.164 - 5.33
Muestra4 1.156 1.193 5.551
Muestrad 1.005 1.171 2.907
Muestra6 0.985 1.192 3.116

Muestra7 1.003
Muestra8 1.068
Muestra9 0.859
Muestra10 1.029
Muestra11 1.012
Muestra12 1.057
Muestra13 1.037
Muestra14 1.014
Muestra15 0.987
Muestra16 1.004
Muestra17 0.997
Muestra18 1.013
Muestra19 1.018
Muestra20 1.007
Muestra21 1.149

4.5.1.1 Represa versus Pichincha, CI

Se realiza una prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales y se
obtiene lo siguiente indicado en la Tabla 110:
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Tabla 110. Prueba t, CI", Represa vs Pichincha

Represa Pichincha

Media 1.057 1.18
Varianza 0.01293 0.00014
Observaciones 21 5
Diferencia hipotética de las medias 3
Grados de libertad 22
Estadistico t -123.013
P(T<=t) una cola 5.079E-33
Valor critico de t (una cola) 1.7171
P(T<=t) dos colas 1.015E-32
Valor critico de t (dos colas) 2.0738

Con el mismo criterio de evaluacion de F, ahora se evallua mediante la prueba t de
student, por lo tanto: al ser mayor el estadistico calculado t que el t critico (tcrit.), se
concluye que las muestras difieren significativamente.

4.5.1.2 Represa versus Puente Lucia, CI”

Se realiza la prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales, con los
datos de la Tabla 109 y se obtiene lo presentado en la Tabla 111:

Tabla 111. Prueba t, CI", Represa versus Puente Lucia

Represa Puente Lucia

Media 1.057 4.02866
Varianza 0.0129344 1.29525
Observaciones 21 6
Diferencia hipotética de las medias 3
Grados de libertad 5
Estadistico t -12.834
P(T<=t) una cola 2.556E-05
Valor critico de t (una cola) 2.015048
P(T<=t) dos colas 5.112E-05
Valor critico de t (dos colas) 2.570

Al ser t mayor que tcrit. da como resultado que las muestras de agua de la represa
y del Puente Lucia son significativamente diferentes.
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4.5.2 Prueba t de student, SO,*

La siguiente Tabla 112, contiene los datos para SO, y con ellos se realiza una
prueba t para comprobar diferencias significativas

Tabla 112. Concentracién de ion SO,%, Represa, Pichincha y Puente Lucia

Muestra  Represa Pichincha Puente lucia

Muestra1 1.707 1.626 3.226
Muestra2 1.904 1.640 12.337
Muestra3 1.571 3.073 3.179
Muestra4 1.758 3.228 13.512
Muestrab 1.710 3.107 18.583
Muestra6 1.586 3.196 19.573

Muestra7 1.550
Muestra8 1.664
Muestra9 1.232
Muestra10 1.605
Muestra11 1.583
Muestrai12 1.663
Muestra13 1.567
Muestra14 1.870
Muestra15 1.531
Muestra16 1.634
Muestra17 1.624
Muestra18 1.703
Muestra19 1.559
Muestra20 1.703
Muestra21 1.559

4.5.2.1 Represa versus Pichincha, SO,

Se realiza la prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales, con los
datos de la Tabla 109 y se obtiene lo presentado en la Tabla 113.
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Tabla 113. Prueba t, SO,*", Represa vs pichincha

Represa Pichincha

Media 1.62776 2.645
Varianza 0.01902 0.61770
Observaciones 21 6
Diferencia hipotética de las medias 1
Grados de libertad 5
Estadistico t -6.259
P(T<=t) una cola 0.00076
Valor critico de t (una cola) 2.015
P(T<=t) dos colas 0.00152
Valor critico de t (dos colas) 2.570

Las muestras de la represa Daule — Peripa y de Pichincha presentan diferencia
significativa en cuanto al ion SO,*, debido a que el estadistico t es mayor que el
valor tcrit.

4.5.2.2 Represa versus Puente Lucia, SO~

Se realizé la prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales, con los
datos de la Tabla 112 y se obtiene lo presentado en la Tabla 114.

Tabla 114. Prueba t, SO,%, Represa versus Puente Lucia

Represa Puente Lucia
Media 1.62776 11.735
Varianza 0.01901 51.49153
Observaciones 21 6
Diferencia hipotética de las medias 1
Grados de libertad 5
Estadistico t -3.791
P(T<=t) una cola 0.00637
Valor critico de t (una cola) 2.015
P(T<=t) dos colas 0.01274
Valor critico de t (dos colas) 2.570

Las muestras de la represa y de Puente Lucia presentan diferencia significativa
entre ellas, en referencia al ion SO,
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4.6 Comparaciéon de las muestras de agua de rio versus los valores
establecidos en la normativa ambiental TULSMA

Al realizar una prueba t entre los valores medio de las muestras de agua del rio
Daule versus los valores establecidos en la normativa TULSMA, se obtienen los
siguientes resultados mostrados en la Tabla 115.

Tabla 115. Concentraciones de iones frente a normativa

Anién Media Desviacion texp. n tcritco Normativa Diferencia
(ppm) (95%) TULSMA
ppm
cr 2.229 0.1018  -20659.4 72 1.993 250 DS
PO,* 0.359 0.0632 -1293.9 72 1.993  No registra -
Sl 18.554 6.7648 -290.3 72 1.993 250 DS
NO; 1.215 0.1370 -2666.3 72 1.993 44.28 DS
NO, <0.30 - - - - 3.29 -

De acuerdo a la Tabla 115 se observa que los valores obtenidos de las muestras
del rio Daule son menores que los establecidos en la normativa ambiental
TULSMA, y al realizar un analisis t, se observa que texp. es mayor que fcrit., por lo
tanto se concluye que si existe diferencia significativa entre el grupo muestral, los
valores permitidos son mayores que los encontrados en las muestras de agua del
rio Daule.

4.7 Resultados de analisis de pH

Los resultados del analisis de pH se adjuntan en la Tabla 116, cuyo valor promedio
fue de 7.397 de pH con una desviacion estandar de 0.148.

Tabla 116.Valores de pH de las estaciones muestreadas durante los dos dias

Dias pH de las estaciones
A1l A2 A3 B1 B2 B3

D1 716 7.24 7.22 7.39 7.18 7.31
721 730 740 7.34 719 7.29
719 7.45 732 7.67 7.64 7.26
7.36 7.48 7.34 7.23 7.37 7.24
724 742 7.21 745 7.24 7.37
7.32 760 7.23 7.49 7.66 7.44

D2 729 731 7.41 7.43 7.30 7.64
743 7.36 7.32 7.34 7.32 7.47
7.31 7.35 7.30 7.30 7.35 7.35
7.75 7.76 7.37 7.39 7.76 7.48
7.37 7.66 7.87 7.57 7.38 7.44
7.33 7.44 7.45 7.66 7.39 7.45
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4.8 Resultados de analisis de conductividad

Los resultados de analisis con conductividad se presentan en la Tabla 117, con un
resultado promedio de 145.70 (uS.cm™) y una desviacién estandar de 5.514.

Tabla 117. Valores de conductividad de las estaciones muestreadas durante los dos
dias

Dias Conductividad (uS/cm), de las
estaciones

A1l A2 A3 B1 B2 B3
D1 133.3 133.3 138.2 134.8 136.1 135.6
135.8 145.0 142.4 1352 141.5 139.6
144.2 150.0 147.9 139.2 137.1 147.1
148.2 150.2 148.2 149.5 151.1 150.4
150.8 148.4 148.7 145.4 145.6 149.9
149.6 147.4 145.0 150.6 143.5 144.0
D2 146.0 141.3 141.8 143.6 145.3 145.6
141.2 138.6 140.8 144.7 142.2 146.4
140.4 148.2 144.5 146.0 140.5 146.5
148.0 151.7 151.0 145.3 147.8 148.2
149.8 156.3 155.0 146.2 152.0 149.3
149.1 158.6 155.4 148.7 156.2 155.6

4.9 Analisis y evaluacion de resultados

Los resultados integrales de los analisis de validacion del método se presentan en
la Tabla 118, en lo que respecto a las categorias principales de selectividad, funcién
respuesta, limites, precision y exactitud.

El método es selectivo de los aniones estudiados sin que se hayan presentado
inteferencias.

La funcion respuesta del método mostré una excelente linealidad ya que el
coeficiente r mostré una correlacion superior a 0.999.

Los limites de cuantificacion comunican una gran certeza a los resultados ya que se
trabaja encima del valor minimo que el equipo puede detectar.

La precisidén de los resultados muestran dispersiones y coeficiente de variacién
aceptables dentro de lo esperado, menor a 5 %.

La exactitud de los resultados es satisfactoria ya que muestra una recuperacién
cercana al 100 % y un % CV aceptable, ya que de acuerdo a AOAC (2002), para
una concentracion de 10 ppm, una recuperacion aceptable esta entre 80 — 115 % y
para 1 ppm esta entre 75 — 120 %.
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Tabla 118. Resumen de validaciéon del método

METODO Determinacion de aniones en agua de rio Daule
Analito (unidad) |CI" (ppm) |[NO2” (ppm) |[NO3”(ppm) [PO4 (ppm) |SO4* (ppm)
Equipo Cromatdgrafo iénico Metrohm 883
SELECTIVIDAD
Interferencias: Ninguna
FUNCION RESPUESTA (RECTA DE CALIBRACION)
Aniones | Pendiente Limites | Intercepto Limites r
(m) de (Lo) de
pendiente intercepto
de (m) de (Lo)
cr 0.211 0.208 -0.031 -0.057 1 0.9996
0.214 -0.004
NO,~ 0.123 0.122 0.006 0.002 [ 0.9999
0.124 0.009
NO3™ 0.101 0.1 0.004 0.0005 | 0.9999
0.102 0.007
PO43" 0.0496 0.0492 | -5.00E-05 -0.002 ] 0.9999
0.05 0.002
S04 0.136 0.135 0.0019 -0.006 | 0.9999
0.137 0.01
LIMITES (ppm)
Aniones De De De deteccion| De cuantificacion| Rango de
deteccion | cuantificacion método meétodo trabajo
cr 0.124 0.422 0.24 1 1
20
NO,~ 0.029 0.09 0.07 0.3 0.3
10
NO3™ 0.036 0.13 0.066 0.3 0.3
10
PO43" 0.04 0.13 0.04 0.3 0.3
10
S04 0.062 0.227 0.127 1 1
20
PRECISION
Aniones | Parametros | Repetibilidad | Precision| Precision
Instrumental | intermedia | del método
cr S 0.024 0.27 0.0076
%CV 0.524 2.845 0.172
NO,~ |S 0.015 0.0046 0.0028
%CV 0.612 0.0937 0.113
NO3™ |S 0.020 0.0119 0.0064
% CV 0.803 0.239 0.259
PO4* |S 0.010 0.0975 0.138
%CV 0.412 1.932 0.570
S04 |S 0.024 0.020 0.027
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%CV 0.536 0.2024 0.599
EXACTITUD
Aniones | Parametros Ensayo MRC
Recuperacion

cr %R 100.14 97.42
%CV 4.675 3.317

NO,” | %R 96.55 -
%CV 3.325 -

NO3™ | %R 97.76 99.42
%CV 3.30 1.332

PO4%* | %R 100.28 99.88
%CV 2.46 2.605

S04 | %R 102.7 97.82
%CV 5.25 2.884

Los valores de precision y exactitud se encuentran dentro de rangos aceptables y la
prueba de adecuabilidad del sistema de igual manera por lo que se determiné que
el método fue validado.

La preparacion de los estandares en una mezcla se realizé para que los aniones
presenten comportamientos iguales a la muestra original del rio, al estar los 5
aniones en la mezcla, estos estan influenciados por las mismas variables, pero
cada uno tiene respuestas propias.

Uno de los objetivos del presente trabajo fue comparar la carga de aniones del rio
Daule que posee antes de ser procesada o potabilizada, razon por la cual se
muestred en estaciones aguas arriba y aguas abajo del punto de referencia La
Toma; que es el lugar donde se toma el agua para su procesamiento. Los
resultados de comparacion entre estaciones y dias mediante la prueba F se
muestran en la Tabla 119, 120, 121y 122.

Tabla 119. Comparacién de valores de prueba F, CI”

Analisis Fexp. Fcrit. Resumen

Entre D1yD2,enA 37.09 4.17 DS
Entre D1yD2enB 100.31 4.17 DS
Entre Ay B en D1 111 417 NDS
Entre Ay B en D2 1E-14 417 NDS

Se resume las diferencias significativas DS o no diferencias significativas NDS.
Para NO,™:

Los limites de deteccion fueron bajos, pero el limite de cuantificacion fue superior a
lo necesario para la determinacion de NO, en las muestras de agua del rio.

FCNM 4-133 ESPOL



Estimacién de la concentracion de nutrientes en aguas superficiales del rio Daule y MILADE
validacién del método de cuantificacion de aniones en agua por cromatografia idnica
Tabla 120. Comparacion de valores de prueba F, NO;~

Analisis Fexp. Fcrit. Resumen

Entre D1yD2,enA 1391 417 DS

Entre D1yD2enB 1150 4.17 DS

Entre Ay B en D1 261 417 NDS

Entre Ay B en D2 0.17 417 NDS

Tabla 121. Comparacién de valores de prueba F, PO,*

Analisis Fexp. Fcrit. Resumen

Entre D1yD2,enA 1496 4.17 DS

Entre D1yD2enB 11.08 4.17 DS

Entre Ay B en D1 0.63 4.17 NDS

Entre AyBenD2 140 417 NDS

Tabla 122. Comparacion de valores de prueba F, SO,*

Analisis Fexp. Fcrit. Resumen

Entre D1yD2,en A 2467 4.17 DS

Entre D1yD2enB 35.89 4.17 DS

Entre Ay B en D1 3.88 4.17 NDS

Entre Ay B en D2 0.58 4.17 NDS

Para el mes de marzo de 2012, el INOCAR (2012) emiti6 la grafica de

precipitaciones de ese mes

(Gréafica 18),

lo que podria justificar la diferencia

significativa de aniones analizados entre las dos fechas de marzo.
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Gréfica 18.Precipitacién diaria, Guayaquil, marzo 2012(INOCAR, 2012)
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El andlisis entre estaciones aguas arriba A y aguas abajo B, indica que no existe
diferencia significativa; y en las estaciones escogidas, la no diferencia podria
deberse a que el agua ya se ha mezclado con las cargas anteriores, debido a la
velocidad rapida y a la forma del rio, entre otras.

Para el mes de agosto, la Grafica 19 emitida por el INOCAR (2012a) da un valor de
precipitaciéon de 0 mm en la ciudad de Guayaquil.
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Grafica 19. Acumulado de precipitaciones Guayaquil, Agosto 2012 (INOCAR,
2012a)

La comparacion efectuada de las muestras tomadas en las estaciones en las
fechas de marzo y agosto dio como resultado lo indicado en la Tabla 123.

Tabla 123. Valores F, de estaciones incluyendo represa Daule

Anién Identificacion F Fcrit. Resultado
cr Muestra Total 47.49 3.949 DS

Entre estaciones 1041.82 2.708 DS
SO, Muestra Total 53.70  3.949 DS

Entre estaciones 74.22 2.708 DS

Los valores de NO,7, NOj;™ y PO,*, medidos en la represa, fueron menores del
limite de cuantificacion establecido en el método.

Existe una diferencia significativa entre el total de muestras y entre las estaciones,
lo cual indica que el agua superficial de la represa es diferente al agua que llega
hasta el sector Puente lucia.

Se realizd una prueba t de 2 muestras suponiendo varianzas desiguales para

comparar los valores de la represa Daule-Peripa versus sector Pichincha y se
obtiene que para CI” el valor texp. igual a 123 es mayor que la tcrit. de 2.073 y para
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S0,%, el valor texp. es 12.83 y tcrit. es 2.07, lo que indica que las muestras de agua
superficial de los dos sectores comparados son diferentes. Esto podria deberse a
que aguas profundas anoxicas se descarguen de la represa, lo cual responderia a
olores azufrados presentes en la base de la represa y a la presencia de
substancias espumosas en el rio a nivel del sector Pichincha, o a la descarga
evidente de las aguas servidas a lo largo del sector.

Igual comparacion estadistica se realizé entre el resultado de las muestras de agua
de la represa Daule-Peripa frente al resultado de las muestras del sector Puente
Lucia, obteniéndose para CI” una texp. de -6.25 frente a una tcrit. de 2.57 y para
SO.% una texp. de 3.79 frente a 2.57 de tcrit., lo que indica para ambos casos que
existe diferencia significativa y que las muestras de agua son diferentes. La prueba
t corrobora el resultado obtenido a través del andlisis de varianza con un valor de
Fexp. de 53.70 frente al Fcrit. de 3.95.

Un resumen de la concentracién promedio de los aniones por sector y por tiempo
(Gréfica 20), permite ultimar que estas expresiones se producen por efectos
temporales (NO;~, PO,>, SO4%), espaciales (SO4%) y ecoldgicos (Cl-, SO,%).
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Grafica 20. Aniones por sector y fecha.

En sintesis, el rango encontrado de concentraciones en este trabajo (Puente Lucia,
mes de marzo) se muestra en la Tabla 124.

Tabla 124. Rango de concentraciones en Puente Lucia

Anidon media Desviacion Min Max

(ppm) (ppm) (ppm)
CIr 2.229 0.101 2.076 2.499
PO,> 0.359 0.063 0.302 0.5875
S0,> 18.554 6.764 10.705 38.859
NO;~ 1.215 0.137 0.765 1.652
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CONCLUSIONES

La Escuela Politécnica del Litoral (ESPOL) a través de esta tesis marca sus
objetivos estratégicos en la medida que promueve, desarrolla y fortalece la
investigacion en su recinto. Este cometido se ha establecido a través de la
Maestria en Manejo Integral de Laboratorios de Desarrollo (Gonzalez,
Huayamave y Montafio, 2007) y la activacion del Proyecto REUTILIZACION
DE AGUAS RESIDUALES DE DEPURADORA PARA EL DESARROLLO DE
EXPLOTACIONES AGRICOLAS (Gonzalez y Huayamave, 2007) en el
Departamento de Ciencias Quimicas y Ambientales en el que se puso en
operacién el Laboratorio de Aguas y el equipo de cromatografia idnica
Metrohm 883, que con esta tesis se prueba y valida la metodologia de
analisis para la consecucion de informacion veraz, precisa y rapida, de
aniones en muestras de agua.

El programa Magic Net incorporado al equipo cromatogafico fue a su vez
validado mediante el programa Excel de Microsoft verificandose la validez
de los resultados obtenidos. Asi, el valor del area del CI de 0.18
pS.cm™.min tanto en la recta provista por el programa Magic Net como en el
resultado calculado por el programa Excel.

El método de andlisis validado, motivo de este trabajo, cuenta con una util
aplicacion al estimar la presencia de los aniones de estudio en tres sectores
del rio Daule: represa Daule-Peripa, tramo del cantdén Pichincha y Puente
Lucia. Estos sectores se establecieron con el propdsito de evaluar el
comportamiento espacio temporal de la calidad del agua en el curso del rio,
y finalmente, evaluar la potabilidad de esta agua destinada al consumo
humano y uso doméstico en la ciudad de Guayaquil.

Se puede interpretar que las concentraciones promedio de los aniones por
sector y por tiempo obtenidos en este trabajo obedecen a efectos
temporales (NO5;~, PO,*, SO,*), espaciales (SO,>) y ecoldgicos (CI-,
8042'). Los efectos temporales de NO;™ y PO,> estarian relacionados
principalmente por los escurridos de la agricultura (Montafo y Robadue,
1995), mientras que los de S0,* serian ademas espaciales. Los efectos
ecoldgicos obedecen a las caracteristicas estuarinas del agua en el tramo
final del rio Daule y a la constitucion geoldgica de la cuenca.

Las concentraciones de los aniones CI5, NO;” NO;™ y SO,  alo largo de
todo el curso del rio Daule, con ocasion de este trabajo, son
significativamente menores de lo establecido en las normativas TULSMA en
relacion al uso para potabilizacion. Por esta razéon se rechaza la hipétesis
nula propuesta en este trabajo.


http://icqa.espol.edu.ec/maestria_manejo_integral_lab_desarrollo
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La calidad del agua como fuente de agua potable y en relacion a los iones
ClI, NOsy vy S0, % es aceptable de acuerdo a los criterios establecidos en la
normativa TULSMA. En todo caso los valores de esos parametros exhiben
crecimiento a medida que el rio avanza.

Respecto al PO,® vale considerar que la normativa TULSMA no ha emitido
criterio para este parametro en relacién a agua para uso publico urbano.

Con ocasion de este trabajo se observd que la represa estaba cubierta por
extensas areas de Jacinto de agua (Eichhornia crassipes) y el agua a nivel
superficial se mostraba totalmente transparente, pero con niveles medidos
bajos de nutrientes y significativamente diferentes a los encontrados en el
sector Puente Lucia. Esta diferencia se explicaria por los vertidos agricolas
y domésticos al rio Daule.

En los analisis de laboratorio se pudo evidenciar que la concentracién de los
aniones aguas arriba y aguas abajo del sector La Toma (Puente Lucia) no
presentan diferencia significativa en el mismo dia, pero si entre diferentes
dias. Esto podria deberse a que el rio Daule varia su caudal de acuerdo a la
época y descarga de la represa Daule-Peripa.
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RECOMENDACIONES

Mantener y reeditar las maestrias del Departamento de Ciencias Quimicas y
Ambientales, lo mismo que celebrar convenios ventajosos con otras
instituciones. De esta manera se incrementaran los laboratorios, se
fortalecera el quehacer investigativo y se brindara adecuados servicios al
estudiantado, a la comunidad universitaria y al sector productivo.

Sistematizar y ampliar los conocimientos generados en el presente trabajo
de modo que la ciudadania que se beneficia de esta agua y los organismos
encargados del manejo del agua potable tengan cada vez mas comprension
de este recurso y de su calidad.

Mantener activa la labor del Laboratorio de Aguas del DCQA en general y de
cromatografia iénica en particular, en la direccion de que los parametros
desarrollados en esta tesis se lleguen a acreditar. El gran esfuerzo que la
ESPOL esta desplegando para lograr acreditaciones en el area de docencia
se tiene también que extender al area de investigacion.

Alentar el procesamiento y evaluacion de la informacién de monitoreo del
agua de Interagua y otras instituciones que permita, en complemento con el
trabajo de esta tesis pero que en definitiva forje una generalizacion a escala
de tiempo y calidad total de la potabilidad del agua del rio Daule para la
ciudad de Guayaquil.

Realizar estudios mas amplios y detallados en la direccién de relacionar los
desarrollos agricolas, industriales y poblacionales con el medio ambiente y
la calidad del agua destinada para el uso y consumo humano previa
potabilizacion.

Sugerir al Ministerio del Ambiente la reforma del TULSMA a fin de que
extienda su normativa hacia el fosfato (PO,) en agua de uso en
potabilizacion. El fésforo es uno de los elementos mayores presentes en el
cuerpo humano (Gonzalez, 2013) y determinante por tanto de la salud de la
poblacién.
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Anexo 1.

INSTRUCTIVO DE OPERACION DEL IC 883

A) Antes de iniciar la operacion del sistema, algunos chequeos son
necesarios :

» Revisar botella de desecho, vaciar botella

» Verificar soluciones de acido sulfurico y agua para el sistema de
supresion.

» Agua para posicién de limpieza de autosampler y dosificador

» Presion de soporte de mangueras tygon en bombas peristalticas (
supresor)

» Conexién de capilares para métodos de aniones o cationes ( con o sin
supresion )

» columna y eluyente corrector para las aplicaciones

B) Encender Primero el computador, enseguida los equipos y el software
Magic Net por ultimo.

C) En la plataforma “Configuracion” verificar en configuraciones — si todos
los “Equipos” estan conectados y si algun accesorio esta siendo monitoreado,
esperar durante un tiempo de trabajo.

D) Estabilizar el sistema, siguiendo el procedimiento de abajo:

1. En la plataforma workplace (ANALISIS) hacer clic en “equilibration”. No
iniciar “(....)” hacer clic dos veces en el método bajo el cual sera analizadas
las muestras

2. Hacer clic en Star HW .La linea base sera realizada bajo la pantalla “Live
display” .La estabilizacion de cualquier sistema de aniones (con utilizacion
de supresion) mover manualmente el rotor del supresor CAMBIAR EL
FLUJO DE ELUYENTE (0.0ML) Y ENCENDER LOS STEPS DE LA
SUPRESORA .CAMBIAR NUEVAMENTE EL FLUJO PARA 0.8 DESPUES
DE LA ESTABILIDAD DE LA PRESION.

3. Sila conductividad y la presion se encuentran estables verificar el método e
iniciar las inyecciones conforme al procedimiento de abajo (E). Se necesita
alterar el método, seguir el procedimiento (F) antes de inyectar las muestras

E) Para realizar las inyecciones

1. Posterior a obtener una linea base y de presion estables, hacer clic en
“determination series”.

2. Hacer clic en “sample table” => “New” ( en la parte inferior de la pantalla
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10.

11.

12.

13.

F)

Cuando aparece una nueva lista de muestras, hacer clic dos veces en la
primera linea para la edicion

Escoger el método no iniciar (.....)"

Identificar el tipo en “Ident”

En “sample type” escoger la muestra

En “Position” escoge el numero de vial

En “inyections”, escoger 1

En “volumen” insertar el volumen del lazo (loop 20ul)

En “dilution” y “sample amount” insertar 1 .El valor colocado en “dilution” se
multiplicara al resultado, el valor colocado en “sample amount” dividira el
resultado de la inyeccion.

Hacer click en “Apply” => “Close” => “ START”

Hacer clic en stop del hardware cuando la tabla de muestras es
finalizada. para que el equipo se detenga luego de la ultima inyeccioén de la
secuencia .El equipo ahora parara la operacion de la bomba del eluyente, la
bomba peristaltica de los reactivos de supresion y que pueda perjudicar el
funcionamiento de la bomba de doble pistén a agotamiento del eluyente.
Luego de finalizadas las corridas hacer clic en la plataforma “Data base” y

abrir la base de datos correspondientes para la visualizacion de los
cromatogramas

Verificar el método Ajustar los “componentes” de la recta de calibracion de

la concentracion de los mismos en “Standars” Si alguna alteracién fuera necesaria,
realizar la inyeccion de un patron y alterar el método siguiendo los pasos de abajo.

1.

FCNM

Hacer clic en plataforma “Method” abrir el método en “File” “Open”
“Method”.

Una nueva pantalla sera abierta Hacer clic en “Integration” en el caso que se
necesite alguna alteracion en la integracion de los picos. Cuando realice
cualquier modificacion hacer clic en “update” para verificar la integracion de
los picos.

Después hacer clic en “components” para insertar los nombres de los
patrones de los tiempos debidos de retencion. Por ejemplo para aceptar en
el tiempo de retencion de Cloruro, que saldra luego en el nombre encima del
pico, hacer clic sobre la linea de Cloruro en la tabla de componentes y
cambiar el tiempo de retencion .Para adicionar un nuevo patron colocar el
cursor sobre el pico que estara sin nombre y aparecera un icono de un pico
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verde. Hacer clic directo del mouse y escoger “New componet”. Una pantalla
aparecera para ser insertado o nombrado desde el analito. Actualizar los
tiempos de retencion de cada analito.

4, Después que todos los anillos fueron insertados, hacer clic en “Standars”
para insertar los niveles de concentracion de cada analito. Luego inserta las
concentraciones de cada punto de la recta. En “Standars” hacer doble clic
en la columna que posee un * (asterisco). Aparecera una pantalla “New
Standar’. Insertar las concentraciones correctas en ppm de cada analito.

5. Haciendo clic en “Calibration” escoja el tipo de recta a ser determinada para
todos los analitos (linearizar pasando por cero cuadratica, etc.). En
“Calibration” cada analito debera tener especificada a su referencia (area
bajo la curva) el tipo de curva para la calibracion.

6. Salvar la fecha del método

G) Con las modificaciones listas en los métodos, iniciar la inyeccién de los
patrones y muestras. Para eso preparar una tabla de muestras. En la columna
“sample type”, colocar para cada una de las inyecciones las especificaciones de
“standard 17, “standard 2” o “simple” para las muestras. Hacer clic en “start” para
iniciar las inyecciones. A partir de este momento, las proximas inyecciones seran
calibradas de acuerdo a la recta de calibracidon construida. Al final de las
inyecciones se debe desligar el eluyente (apagar).
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Anexo 2. MCR

P RI M U S A Cooperation Project of

Primary Multiion Standards

! .'J.'—l_’ J,-.',-
_CELICALE

This certificate is designed in accordance with 1SO Guide 31*) and comprises four pages. accred™®
b n dov! N“““““
PWW:? 47025 *
- - - - \ ‘
Primary multianion standard solution \S?; wide 3
‘tion: Sigma-Aldrich Production GmbH, Industriestrasse 25, CH-9471 Buchs/Switzerland

Object of certification: Primary multianion standard solution in TraceSELECT® Ultra water (18.2 MQ'cm,
0.22 pm filtered) in precleaned 50 mL HDPE bottles, sealed in an aluminized bag

Fluka product no.: 89886

Lot: BCBB8958

Density at 20°C: p =998.2 kgm? u(p) = 0.5 kgm™

Intended use: This reference material is intended to be used for calibration of ion chromatography or any
y other analytical technique needing a calibration with anion standard solutions.

Expiry date: JAN / 2014

Storung and handling:  This reference material shall be stored in the original closed bag in a temperature range of
- ————5°€+o-30°C€:Before opening, the bottle’s temperature must be 22 & 2°C.

1. Certified values
Certified value and uncertainty according to ISO Guide 35 and Eurachem/CITAC Guide ™
Constituent (formula) Certified value Exp?lr;ge: :';“f:t;]i“ty
Bromide (Br’) 10.00 mg kg™ + 0.02 mg kg™
Chloride (CI) 10.00 mg kg™ + 0.02 mg kg™
Fluoride (F) 10.00 mg kg™ £ 0.02 mg kg
\Aate (NO,) 10.01 mg kg™ +0.02 mg kg™
Phosphate (PO,*) 10.00 mg kg™ +0.02 mg kg
Sulfate (S0.*) 10.00 mg kg™ + 0.02 mg kg™

2. Concept of certification and traceability statement

The certified contents of anions (given as mass fractions) in this multanion solution are calculated from gravimetric
preparation values using BAM/EMPA certified primary materials (PMs, see page 4). The following basic
materials are used: NaF, NaCl, NaBr, NaNOs;, Na,HPOs, Na,SO4. The anion contents in the PMs are calculated by
subtracting the below listed impurities from 100% (=difference analysis approach).

A content verification was performed for all the PMs by high precision analysis of either the anion or its
counterion. The content verification strongly indicates that no significant impurities are missed in the difference
analysis approach (i.e. organics or residual water). In addition, the content verification underpins the correct PM
stoichiometry.

A final process verification for the production process was performed using high precision titrimetry
measurements of bromide and chloride in the bottled multianion solution.

Certificate page 1 of 4 Flukaisabrand of SIGMA-ALORICH
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Anexo 3.
Tabla A.2. La distribucion £
Valor de t para un inlervalo de confianza de 80% 95% 98% 99%
Valor eritico de {1 para valores de P ve nimero
de grados de hbertad ato .05 0.02 091
1 6.31 1271 3182 636
2 2.92 4.30 6.96 992
3 2.35 3.18 4.54 5.84
4 213 2.78 375 4.60
5 2.02 2.57 3.36 4.03
6 1.94 245 3.14 KA
7 1.89 2.36 3.00 3.50
8 1.86 2.31 2.90 3.36
9 1.83 2.26 2.82 3.25
10 1.81 2.23 276 317
12 1.78 218 2.68 3.05
14 178 214 2.62 2.98
16 175 212 2.58 2.92
18 1.73 210 2.55 2.88
20 1.72 2.09 2.53 2.85
30 -1.70 2.04 2.46 2.75
50 1.68 20 2.40 2.58
1 1.64 1.96 2.33 2.58
Los valores criticos de [ r] son adecuados para un contraste de dos colas. Para
un contite Jde nna cola el valor se toma de la columna para dos veces el
valor de P descado, es decir. para un vontraste de una cola, P =0.05,
5 grados de libertad, el valor critico se fee de la columna P = 0.10 y es igual
az2.02 .
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MILADE

Anexo 4.

Tahla A.3. Valores criticos de A para un contraste de una cola (P = 0.05).
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1013
7.709
6.508

5.987
2.591
5318
5117
4.965

4.844
4.747
4.667
4.600
4.543

4494
4.451
4414
4.381
4.351

199.5
19.00
9.552
6.944
5.786

5.143
4.737
4.459
4.256
4.103

3.982
3.885
3.806
3.739
3.682

3.634
3.592
3.555
3.522
3.493

2157
13.16
9.277
6.591
5.409

4.757
4.347
4,066
3.863
3.708

3.587
3.490
3414
3.344
3.287

3.239
3.197
3.160
3127
3.098

2248
19.25
9.117
6.388
5.192

4534
4.120
3.838
3633
3478

3.357
3.259
3.179
3112
3.056

3.007
2.965
2.928
2.895
2.866

2302
19.30
9.013
6.256
5.050

4.387
3.972
3.687
3.482
3.326

3.204
3.106
3.025
2.958
2.901

2.852
2.810
2773
2.740
2711

2340
12.33
8.941
6.163
4.950

4.284
3.866
3.581
3.374
3.217

3.095
2.996
2.915
2.848
2.790

2741
2.699
2.661
2.628
2.599

2368
19.35
8.887
6.094
4876

4.207
3.787
3.500
3.293
3.135

3.012
2.913
2.832
2.764
2707

2.657
2.614
2.577
2.544
2.514

2389
19.37
8.845
6.041
4818

4.147
3.726
3.438
3.230
3.072

2.948
2.849
2.767
2.699
2.641

2591
2,548
2510
2477
2.447

240.5
19.38
8812
5.999
4772

4.099
3.677
3.388
3.179
3.020

2.896
2.796
2.714
2.645
2.588

2.538
2.494
2.456
2423
2.393

2418
19.40
8.786
5.964
4735

4,060
3.637
3.347
3137
2.878

2.854
2.7583
2671
2.602
2.544

2.494
2450
2412
2.378
2.348

2439
9.4
8.745
5.912
4,678

4.000
3.575
3.284
3.073
2913

2.788
2.687
2.604
2.534
2475

2425
2.381
2.342
2.308
2.278

245.9
19.43
8.703
5.858
4619

3.938
3.3
3.218
3.006
2.845

2719
2.617
2.533
2.463
2.403

2.352
2.308
2.269
2234
2.203

2480
18.45
8.660
5.803
4.558

3.874
3.445
3.150
2936
2774

2646
2.544
2459
2.388
2.328

2.276
2230
2.191
2.155
2.124

v¢ = nimero de grados de libertad del numerador y v, = nimero de grados de liberlad del denominador.
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Tabla A.4.

Valores criticos de # para un contraste de dos colas {# = 0.05}.
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647.8
38.51
17.44
1222
10.01

8813
8.073
1.5M
1.209
6.937

6.724
6.554
6.414
6.298
6.200

B.115
6.042
5.978
5.922
5871

799.5
39.00
16.04
10.65
8.434

7.260
6.542
6.058
5,715
5.456

5.256
5.096
4.965
4.857
4.765

4.687
4.619
4.560
4.508
4.461

864.2 899.6 921.8 9371
3817 39.25 39.30 39.33
15.44 1510 1488 14.73
9.979 9.605 9.364 9.197
7.764 7.388 7.146 £.978

6.599 6.227 5988 5820
5.890..5.523 5.285 5.119
5.416 5.033 4.817 4652
5078 4.718 4484 4.320
4.826 4.468 4.236 4.072

4630 4.275 4.044 3.881
4474 4121 3.891 3.728
4347 3.996 3.767 3.604
4.242 3.892 3.663 3.501
4,153 3.804 3.576 3.415

4077 3729 3502 3.341

4011 3665 3.438 3.277

3954 3608 3.382 3.221
3.903 3559 3333 3472
3.859 3.515 3.289 3128

948.2
39.36
14.62
9.074
6.853

5.695
4.995
4.529
4.197
3.950

3.759
3.607
3.483
3.380
3.293

3.219
3.156
3.100
3.051
3.007

956.7
39.37
14,54
8.960
6.757

5.600
4.899
4.433
4102
3.855

3.664
3.512
3.388
3.285
3.199

3.125
3.061
3.005
2.956
2913

963.3
39.39
1447
8.905
6.681

5.523
4,823
4,357
4026
3.779

3.588
3.436
3312
3.209
3123

3.049
2985
2929
2.880
2.837

968.6
39.40
14.42
8.844
6.619

5.461
4.761
4285
3.964
any

3.526
3.374
3.250
3.147
3.060

2.986
2.922
2.866
2817
2,774

§76.7

3041

14,34
8.751
6.525

5.366
4,666
4.200
3.868
3.621

3.430
3.277
3.153
3.050
2.963

2.889
2.825
2.789
2.720
2676

984.9
39.43
14.25
8.657
6.428
5.269
4.568
4.101
3.768
3.822

3.330
3.177
3.053
2.949
2.862

2.788
2.723
2.667
2.617
2573

993.1
39.45
1417
8.560
6.329

5.168
4.467
3.999
3.667
3418

3.226
3.073
2.948
2.844
2.756

2.681
2.616
2.559
2.509
2.484

v, = nimero de grados de libertad del numerador y v, = nimero de grados de libertad dei denominador.

FCNM

Tabla A.5. Valores criticos de @ (7= 0.08) para
un contraste de dos colas.

Tamario de r.cstd valor critico
4 0.R31
5 0717
6 0621
7 0570

Tomados de King. E. P. 1958. 4 A= Slatist. Assoc., 48:531.
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Anexo. 6. Fotos de equipos.

Equipo: 3. Conductimetro Orion Star

Equipo: 5. Extractora de gases Frontier Junior Equipo: 6. Estufa Memmert
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Equipo 7. Refrigerador Electrolux Equipo 8. Desecador de vidrio

Equipo 10. Cromatdégrafo I6nico Metrohm 883 Equipo 11. Automuestreador
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Anexo 7. Fotos de los lugares de muestreo

Foto 1. Puente Lucia

Foto 2. Sector La Toma

Represa Daule Peripa

Represa Daule Peripa

Sector Pichincha, descargas domésticas

Sector Pichincha, descargas domésticas
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Anexo 8. Términos y Definiciones

Analisis: en el ambito quimico, implica someter a una muestra a un proceso
analitico para conocer informacion sobre la misma (INN, 2002).

Calibracion: conjunto de operaciones que establecen en condiciones
especificadas, la relacion entre los valores de una magnitud indicados por un
instrumento de medicion o por un sistema de medicion, o los valores representados
por una medida materializada o por un material de referencia y los valores
correspondientes de esa magnitud materializados por patrones (INN, 2002a).

Curva de calibraciéon (estandar): representacion grafica bidimensional que
muestra la variacion de la senal analitica en funcién de la variacion de la
concentracion de la solucién patréon (estandar) (INN, 2003).

Ensayo: una operacion técnica que consiste en la determinacion de una o mas
caracteristicas o del comportamiento de un determinado producto, material, equipo,
organismo, fendmeno fisico, proceso o servicio, de acuerdo a un procedimiento
especificado (INN, 2002).

Error de una medida: resultado de una medicidon menos un valor verdadero de un
mensurando (INN, 2003a).

Nota: Considerando que un valor verdadero no se puede determinar, en la practica
se usa un valor verdadero convencional.

Error aleatorio: resultado de una medicion menos la media de un ndmero infinito
de mediciones del mismo mensurando, efectuadas bajo condiciones de
repetibilidad (INN, 2003a).

Error sistematico: media que resultaria de un ndmero infinito de mediciones del
mismo mensurando efectuadas bajo condiciones de repetibilidad, menos un valor
verdadero del mensurando (INN, 2003a).

Nota: Para un instrumento de medida se utiliza el sesgo.

Especificidad: Habilidad de evaluar inequivocamente el analito en presencia de
componentes que se puede esperar que estén presentes. Tipicamente éstos
pueden incluir impurezas, productos de degradacion, la matriz, etc.
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Exactitud: grado de concordancia entre el resultado de un ensayo y el valor de
referencia aceptado (INN, 2003a). También se puede definir como la cercania entre
el valor que es aceptado (INEN, 1998b), ya sea como un valor convencional
verdadero (material de referencia interno del laboratorio), o como un valor de guia
para la validacion de los métodos de (material de referencia certificado) y el valor
promedio obtenido al aplicar el procedimiento de analisis un cierto niumero de
veces.

La recuperacion en cada punto se calcula mediante la relacion entre el valor
obtenido y el tedrico

Fortificar: accién de afadir un analito, sustancia, matriz quimica o un material de
referencia certificado a una muestra en cualquier etapa de un analisis quimico, para
realzar la respuesta del sistema de medicion con un objetivo determinado (INN,
2003a).

Incertidumbre de una medida: parametro asociado al resultado de una medicién,
que caracteriza la dispersién de los valores que podrian razonablemente ser
atribuidos al mensurando (INN, 2003a).

Material de referencia: material o sustancia en que uno o varios valores de la(s)
propiedad(es) es (son) suficientemente homogéneo(s) y bien definido(s) para
permitir su uso para calibrar un aparato, evaluar un método de medicién o asignar
valores a materiales (INN, 2002a; INEN, 1998b)

Material de referencia certificado (MRC): material de referencia, acompafado de
un certificado, en que uno o varios valores de la(s) propiedad(es) esta(n)
certificado(s) por un procedimiento que establece su trazabilidad a una realizacién
exacta de la unidad en que estan expresados los valores de la propiedad y para la
cual cada valor certificado esta acompafado de una incertidumbre a un nivel de
confianza indicado (INN, 2002a), (INEN, 1998b)

Medicién: conjunto de operaciones que tienen por finalidad determinar un valor de
una magnitud (INN, 2003a).

Método analitico: conjunto de operaciones especificas para caracterizar cualitativa
y cuantitativamente a un analito (o familia) en una determinada muestra. Implica el
empleo de una técnica (instrumento) y supone la precisidon del proceso de medida
quimica (INN, 2002).

Precisidon: grado de concordancia entre resultados de ensayos independientes
obtenidos bajo condiciones estipuladas (INN, 2003a; INEN, 1998b)
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Repetibilidad: precision bajo condiciones de repetibilidad (NCh 2766, 2003).

Condiciones de repetibilidad: condiciones en que se obtienen resultados de
ensayo independientes con el mismo método sobre items de ensayo idénticos en el
mismo laboratorio por el mismo operador usando el mismo equipo dentro de
intervalos cortos de tiempo (INN, 2003).

Limite de la repetibilidad: valor menor o igual al cual la diferencia absoluta entre
dos resultados de ensayo obtenidos bajo condiciones de repetibilidad se puede
esperar que sea con una probabilidad de 95%. Se designa por el simbolo r (INN,
2003).

Reproducibilidad: precision bajo condiciones de reproducibilidad (INN, 2003).

Condiciones de reproducibilidad: condiciones en que se obtienen resultados de
ensayo con el mismo método sobre items de ensayo idénticos en diferentes
laboratorios con operadores usando equipos diferentes (INN, 2003).

Limite de la reproducibilidad: valor menor o igual al cual la diferencia absoluta
entre dos resultados de ensayo obtenidos bajo condiciones de reproducibilidad se
puede esperar que sea con una probabilidad de 95%. Se designa por el simbolo R
(INN, 2003).

Robustez: propiedad analitica de un proceso de medida quimica que describe su
resistencia al cambio cuando se varian ligeramente las condiciones experimentales
en las que se desarrolla (INN, 2003a).

Selectividad: habilidad de un procedimiento analitico para diferenciar entre varios
componentes de una mezcla.

Términos estadisticos

Analisis de regresién: se usa para predecir el valor de la variable dependiente (Y)
basada en la variable independiente (X).

Coeficiente de correlacion(r): mide la dependencia estadistica entre variables
(INN, 2002; 2003a; 2002a; 2003).

r= ?:1(355—1?_}#1:}:E_ﬂ
Vi (= 1) « X (v - §)°
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Coeficiente de determinacion (R?): el coeficiente de determinacién es el cuadrado
del coeficiente de correlacion, y toma valores de 0 a 1.

Coeficiente de variacién (CV): desviacién estandar de una poblacién de n
resultados de una muestra dividida por la media de esa muestra. Frecuentemente
se expresa en porcentaje.

CV (%) =

sl Ba

Media aritmética (x): valor promedio obtenido de n resultados de una muestra
(INN, 2003a).

mn
Lisi X X+ 0+ o 4x
n n

Desviacion estandar de la muestra (s): estimaciéon de la desviacién estandar de
una poblacién por medio de n resultados de una muestra (INN, 2003a).

|IE — |||:3‘51_375]2 — (= %) — (x5 — %)% —(x, — %)?

5= ! n—1 | n—1
R N

Desviacion estandar de la media (S,): desviacion estandar de la media x de n
valores tomados de una poblacién; se expresa por:

S S
¥ = —
Vn

Los términos error estandar y error estandar de la media se han usado para
escribir la misma cantidad (INN, 2003a).

Prueba F: se usa para determinar si dos varianzas sa2, sg° difieren o no la una de
la otra en forma significativa y permite concluir: en datos obtenidos en la misma
muestra y en ensayos diferentes se puede decidir: si los dos métodos difieren en
precision de una manera significativa; y cual de los dos métodos es mas preciso.
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Prueba t: la principal aplicacion, se usa para comparar las medias de dos muestras
independientes de tamafios iguales.

La prueba t permite también comparar: Una media experimental con un valor
conocido. La medias de dos métodos Ay B.

X4 — Xp

t=

Ilﬂ_q + ng [(“A —1)s% + (ng — 1:]5':5':]
‘\Jlﬂﬂ*ﬂg' ﬂ1+ﬂ2—2

Regresion: corresponde a ecuacion de regresiéon una linearecta y = a +x, ay B
se estiman con a y b con el método de minimos cuadrados. La ecuacion queda:

Donde 7y eslay estimada

y=ay,, +by, *x

a,, =y —bx

w

=06 — 0V — ¥))

(X — X )?

by, =

Desviacion tipica: el error tipo o desviacion tipica residual en la estimacion de y
después de hacer los ajustes del efecto de x sobre y es: S,

(v; — ¥;) residuales de v
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MILADE
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5
,\| n—2

¥

y, =valor del punto en la recta para el valor de x,
Las desviaciones estandar de los coeficientes se calculan:

_ Sj"?Jx _ Ex:riz
b= Vexi—xmy?> @ = Sb [T

Los valores de Sa y Sb se usan para estimar los limites de confianza de la

pendiente y el intercepto. Los intervalos de confianza ay b son

b £ t=Sbhya £ t=* Sa

Analisis Simple de varianza: el andlisis de la varianza, creado por R.F Fisher, se
emplea para la planificacién y evaluacién de experiencias y permite medir el efecto
cuantitativo de las variables de influencia sobre los resultados de las experiencias.
Este analisis presupone condiciones de normalidad y homogeneidad de las

varianzas (Asecal, 2008).

Test de Cochran: este test de igualdad de varianzas de varios grupos muestrales
del mismo tamano, se lo emplea en las adiciones de analito, para determinar si el

factor de concentracion tiene alguna influencia en los resultados.
Gexp = Szméx/ 812 + 822 + S32

s? = Varianza de cada grupo k

K = numero de grupos
n = numero de determinaciones por grupo
Gtablas (0= 0.05, k, n)

Las varianzas no deberian ser diferentes entre si para el grado de significancia
escogido, usualmente a = 0.05. En el caso de no cumplirse, se analiza si se debe a
la mayor variabilidad de uno de los extremos, éste se podria acortar o hacer el

analisis a otro nivel de concentracion.
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