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RESUMEN

La eficiencia de los métodos AG1.7 propuesto y EPA 1664 normado
en la cuantificacion de aceites y grasas se determiné segun la guia
EURACHEN (2000). Se colectaron 40 muestras de matrices de agua
potable, superficial, subterranea y residual. Los métodos AG1.7 y EPA
1664 fueron eficientes y se demostrd su aplicabilidad en la determinacion
de aceites y grasas en las matrices investigadas. Los parametros de
eficiencia para AG1.7 fueron: Limite deteccion 0,70 mgL™; y limite de
cuantificacion de 1,46 mgL™; veracidad con un sesgo de 0,56; precisién
con repetitividad 2,119% vy reproducibilidad 5,932%, robustez con 90 —
94% de recuperaciéon y rango de trabajo de 1,5 a 1000 ppm. Para EPA
1664 fueron: Limite deteccion 1,50 mgL™; y limite de cuantificacién de 3,01
mgL™; veracidad con un sesgo de 1,03; precisién con repetitividad 2,281%
y reproducibilidad 6,385%, robustez con 86 — 90% de recuperacion y
rango de trabajo de 3,0 a 1000 ppm. El método AG1.7 propuesto fue mas

eficiente que el EPA 1664 estandarizado.
PALABRAS CLAVES

Eficiencia de métodos AG1.7, Aceites y grasas en aguas, Peru.
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ABSTRACT

The efficiency of the proposed AG1l.7 and EPA 1664 standards in the
quantification of oils and fats was determined according to the EURACHEN guide
(2000). Matrices 40 samples of drinking, surface, underground and waste waters
were collected. The methods AGl1.7 and EPA 1664 were efficient and
demonstrated their applicability in the determination of oils and fats in the matrices
investigated. The efficiency parameters for AG1.7 were: Detection limit 0,70 mgL"
! and limit of quantification of 1,46 mgL™; accuracy with a bias of 0,56; precision
with repeatability 2,119% and reproducibility 5,932%, robustness with 90 - 94%
recovery and working range from 1,5 to 1000 ppm. For EPA 1664 were: Limit
detection 1,50 mgL-1; and quantification limit of 3,01 mgL™; accuracy with a bias
of 1,03; precision with repeatability 2,281% and reproducibility 6,385%,
robustness with 86 - 90% recovery and working range of 3,0 or 1000 ppm. The
proposed AG1.7 method was more efficient than the standardized EPA 1664.

KEYWORDS
Efficiency of methods AG1.7, Oils and fats in waters, Peru.
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INTRODUCCION

La calidad del agua es muy importante en los estudios ambientales y entre los
parametros investigados estan los aceites y grasas que afectan la biota acuética
y estética del agua, debido a que forman cuerpos flotantes en su superficie. Los
meétodos analiticos utilizados para evaluar la calidad ambiental de aguas pueden
ser normalizados y no normalizados; ambos deben proporcionar resultados
fiables y adecuados para su finalidad o propésito, debido que mayoritariamente
las decisiones que se toman estan basadas en la informacion que estos
resultados proporcionan (Norma de la Organizacion Internacional de la
Estandarizacion, 1ISO 17025, 2006).

La eficiencia de los métodos analiticos permite demostrar resultados fiables.
Segun ISO-17025, los laboratorios deben validar todos los métodos utilizados,
tanto los propuestos como aquellos procedentes de fuentes bibliograficas o
desarrolladas por otros laboratorios. Se debe validar todo el procedimiento
analitico teniendo en cuenta el intervalo de concentraciones y de matrices de las
muestras de rutina (ISO, 2006). La eficiencia de los métodos implica la
adecuacion del método analitico y sus parametros de calidad, a las necesidades
requeridas especificamente por el laboratorio en cuestion. Para determinar la
eficiencia del método se consideran los requisitos de validacion que implican:
Limites de deteccion y cuantificacion, exactitud (veracidad y precision),
selectividad, robustez, rango de trabajo e incertidumbre (EURACHEN, 2000).

Uno de los métodos de andlisis utilizados para la cuantificacion de aceites y
grasas es el EPA1664, propuesto por la agencia de proteccion ambiental, un
método normalizado cuya desventaja es su alto limite de deteccion y
cuantificacion; debido a que no se puede cuantificar cantidades minimas, muchos

analistas que investigan la calidad ambiental del agua, no lo utilizan. En este



contexto, la empresa Societé Generale de Surveillance, (SGS del Pert SAC), ha
desarrollado el método AGL1.7, el cual permitira cuantificar concentraciones
minimas de aceites y grasas; sin embargo, su eficiencia no esta garantizada.
Siempre que se aplique un método desarrollado (no normalizado), debe ser
validado bajo sus condiciones, porque cualquier cambio introducido puede
afectar sus caracteristicas y producir resultados no validos.

Por lo expuesto, se planteo el siguiente problema: ¢ Cual es la eficiencia de
los métodos AGLl.7 y EPA 1664 en la cuantificacion de aceites y grasas en
aguas, en Cajamarca?. Para resolver este problema se planteé como objetivo
general: Determinar la eficiencia de los métodos AGl.7 y EPA 1664 en la
cuantificacion de aceites y grasas en aguas. Los objetivos especificos fueron:
Determinar el limite de deteccion y cuantificacion, exactitud (veracidad y
precision), selectividad, robustez, rango de trabajo e incertidumbre de los
métodos AG1.7 y EPA 1664 y comparar la eficiencia de los métodos AG1.7 y
EPA 1664. La hipotesis planteada fue la eficiencia en la cuantificacion de aceites

y grasas del método AG1.7 es mayor que la del método EPA 1664.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Bibliogréaficos

La necesidad de cuantificar los aceites y grasas en un ambiente contaminado,
justifica el desarrollo de métodos previamente validados. En este contexto, se
investigd el protocolo de analisis de Diesel Fuel en agua, mediante extraccion
liquido-liquido, con diclorometano como solvente para su posterior analisis en
cromatdgrafo de gases con detector infraroja (FID), basados en el método
USEPA 8015B. La validacion del método se realizO con cinco estandares
conocidos de 500, 1000, 1500, 2000 y 3000 ppm, el analisis de muestras
fortificadas con tres concentraciones: 750, 1000 y 1860 ppm y el andlisis de
muestras reales tomadas de un rio en un intervalo de trabajo de 500-3000ppm.
Concluido el andlisis se obtuvo un coeficiente de correlacién de 0,989; desviacion
de repetibilidad y reproducibilidad de 0,227 mgL™; limites de deteccién de 457
ppm y de cuantificacién de 541 ppm. El porcentaje de recuperacién promedio fue
de 88% en las muestras fortificadas, valor dentro del rango de aceptaciéon 70-
110%. Se concluy6é que el método es eficaz, rapido y reproducible (Estrella &
Guevara, 2010).

En el ambito de la caracterizacion de la contaminacion de muestras
medioambientales se plantea el uso de la ultracentrifugacion como métodos
sustitutivo de la agitacion convencional utilizada por la extraccion de Aceites y
grasas. En este contexto, se acidificé la muestra, se adicioné el extractante y se
sometié a ultracentrifugacién segun el tiempo y temperatura requeridos en cada
experimento. Con base a los resultados se optimizaron las variables volumen de
la muestra y del extractante, tiempo y temperatura de sonicado, tiempo y
velocidad de centrifugacién, determinandose que el volumen de muestra y
velocidad de centrifugacién fueron las variables que afectaron el proceso, siendo
mas significativa el volumen. Se concluydé que el método es trazable al material
de referencia utilizado siendo el rango de trabajo comparado entre 3 y 160 mgL™

de aceites y grasas (Morales, 2011).



La determinacion de aceites y grasas es indicativa del grado de
contaminacion del agua por uso industrial y humano. En una investigacion para la
determinacidon de aceites y grasas en aguas residuales se selecciond el método
de extraccion soxhlet, la extraccion soxhlet incluye toda sustancia miscible de ser
extraida con hexano (hidrocarburos, ésteres, aceites, grasas, ceras y acidos
grasos con alto peso molecular). Se encontraron recuperacion alrededor de 73 —
93% y una precision por repetibilidad de 2.3% y reproducibilidad de 13.7%
(Alvarado et al., 2012 y Severiche et al., 2013).

1.2 Base teodrica

Los aceites y grasas son todas aquellas sustancias de naturaleza lipidica,
gue al ser inmiscibles con el agua van a permanecer en la superficie, dando lugar
a la aparicion de natas y espumas. Estas entorpecen cualquier tipo de
tratamiento fisico o quimico, por lo que deben eliminarse en los primeros pasos
del tratamiento de un agua residual. Se clasifican segin su permanencia en el
agua en: Flotantes (que flotan en la superficie) y emulsificados (disueltos).
Existen factores externos que facilitan la emulsificacion de los aceites en agua,
entre estos estan, las particulas sdlidas, la materia organica y la agitacion
vigorosa (Gutierrez, 2009).

En la determinacion de aceites y grasas no se mide una sustancia
especifica sino un grupo de sustancias con similares caracteristicas
fisicoquimicas (solubilidad). Entonces, la determinacion de aceites y grasas
incluye acidos grasos, jabones, grasas, ceras, hidrocarburos, aceites y cualquier
otra sustancia susceptible de ser extraida con hexano. Las aguas residuales
industriales pueden contener ésteres simples y posiblemente, otros compuestos
de la misma categoria. El término “aceite” representa una gran variedad de
sustancias del grupo de los hidrocarburos del petréleo con alto y bajo peso
molecular; el término recorre la gama que hay entre la gasolina y los
combustibles pesados e incluye los aceites lubricantes. La grasa representa los
hidrocarburos de peso molecular mas alto y todos los glicéridos de origen animal

y vegetal (Prieto & Martinez, 1999).



Los aceites y grasas se encuentran principalmente en forma de precipitado,
como los jabones de calcio y magnesio, como tales, son insolubles en los
solventes. Las principales fuentes de contaminacion de estos compuestos son
fugas de oleoductos, combustibles que emplean las embarcaciones pesqueras y
vertidos industriales, dando un sabor y olor desagradable y la pelicula superficial
que forman impide el intercambio gaseoso agua-aire, con el consiguiente
trastorno para la vida acuatica (Mustafa, 2008).

A los aceites y grasas se les concede especial atencidn por su escasa
solubilidad en el agua y su tendencia a separarse de la fase acuosa. Si bien
estas caracteristicas son una ventaja para facilitar la separacion del aceite y la
grasa mediante el uso de sistemas de flotaciébn, complican el transporte de los
residuos por las tuberias, su destruccién en unidades de tratamiento biolégico y
su disposicién en las aguas receptoras. Los aceites no so6lo generan una alta
demanda bioquimica de oxigeno (DBO) en las aguas receptoras, sino que
también resultan téxicos para la vida acuatica, taponan tamices vy filtros, y
reducen la eficacia del fango activado en los procesos de tratamiento municipales
de corrientes descendientes. (Nebel & Wrigth, 1999).

Segun los Estandares Nacionales de Calidad Ambiental para agua (ECAS),
en su condicion de cuerpo receptor y componente basico de los ecosistemas
acuaticos, que no representa riesgo significativo para la salud de las personas ni
para el ambiente; se establece el limite de aceites y grasas entre 0.5 — 10 mgL™
para aguas superficiales (subterranea, flujo, residual), marinas y recreacionales
(El Peruano, 2015).

La toma de muestras para su posterior analisis es una fase critica de la
metodologia analitica, ya que condiciona los resultados analiticos y su
interpretacion. Es muy importante cuidar que la muestra sea representativa, ya
gue una caracteristica de los aceites y grasas es agruparse en las superficies de
los cuerpos de agua, formando natas en determinadas zonas (Rius et al., 2004).
El muestreo se hace con frascos de vidrio &mbar de boca ancha con tapon de
teflon, con una capacidad minima de 1 L. El cristal de color ambar protege de las

radiaciones de luz natural, la muestra se toma uUnicamente de la pelicula



superficial del agua y siempre se tomaran muestras simples, no compuestas.
Cuando el analisis no pueda efectuarse inmediatamente, se preserva la muestra
a un pH de 2 o menor, con la adicion de 5 mL de &cido clorhidrico concentrado 6
2 mL de acido sulfarico y en refrigeracion a 4°C; se recomienda no almacenar
mas de 24 horas hasta un tiempo de almacenaje maximo recomendado de 28
dias (EPA, 2010 & Camara et al., 2002).

Existen diferentes meétodos analiticos que permiten estudiar la
contaminacion por aceites y grasas, entre los que se encuentran los métodos
instrumentales (cromatografia gaseosa, espectroscépicos infrarrojo y ultravioleta)
y los métodos de particion gravimétrica. Cada uno de ellos tiene ventajas y
limitantes; los métodos instrumentales son de mayor sensibilidad, con la
desventaja del elevado costo de equipamiento y la necesidad de estandares
patron de alta pureza de los hidrocarburos presentes en la contaminacion. A su
vez, los métodos de particion gravimétrica presentan una baja sensibilidad: mayor
10 mg/L (APHA, 2012).

Para la determinacion de aceites y grasas en las muestras de agua, todos
los métodos comienzan con la extraccion con un solvente organico como el
hexano. En los métodos instrumentales se incluye un paso inicial de acidificacion
y filtracion para remover el aceite y la grasa de la fase acuosa, y luego la
extraccion por el solvente. En el método de particidn gravimétrica, el solvente es
separado del agua y evaporado, el residuo remanente representa el contenido de
aceite y grasa (Sawyer et al., 2001; APHA, 2012).

Para la cuantificacion de aceites y grasas en aguas, existe metodologia
normada como el método EPA 1664 (Material extractable al n-hexano: aceite y
grasa), tiene un limite deteccion de 1,4 mg/L y limite de cuantificacion de 5 mg/L,
se aplica para aguas superficiales, salinas, domesticas e industriales, detecta en
el rango de 5 a 1000 mg/L y una recuperacion del 85 -105%. A su vez, el método
de extracciébn Soxhlet recomendado por la Norma Mexicana NMXAA detecta
aceites y grasas en general, sin diferenciar las de tipo animal y vegetal con las
que aportan los derivados del petréleo, como los aceites lubricantes gastados,
catalogados como residuos peligrosos, que pueden aportar una cantidad



importante de diferentes metales pesados y otros compuestos organicos téxicos
para los seres vivos, incluyendo al hombre (Gutierrez, 2009; EPA, 2010).

1.2.1 Criterios de eficiencia de métodos analiticos

La eficiencia de un método analitico es el proceso que permite demostrar
que los resultados producidos son veraces, fiables y repetibles, y que el método
es adecuado para su respectiva aplicacion en el laboratorio. Se trata de probar la
calidad del procedimiento analitico y la capacidad del laboratorio, determinando
sus caracteristicas con base a ciertos parametros estadisticos. Por lo tanto, se
constituye en un componente esencial de las medidas que un laboratorio debe
implementar para producir datos analiticos confiables. Para la validacion de un
método analitico se determinan los siguientes criterios de calidad: Limite de
deteccién, limite de cuantificacion, exactitud (veracidad, precisién), rango de
trabajo, robustez e incertidumbre (EURACHEM, 2000, 2001).

a) Limite de deteccidn

El limite de deteccion (LD) se define como la concentracion menor del
analito que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificada, con un grado
especificado de certeza aplicando un determinado método de analisis. Es un
parametro de mérito que proporciona informacion acerca de la presencia de un
analito en una muestra dada. El LD se expresa como la concentracion del analito
gue corresponde al promedio de los valores de los blancos de la muestra + 3
desviaciones estandar (EURACHEM, 2000).

b) Limite de cuantificacion
También conocido como limite de determinacion, estrictamente es la
concentracion mas baja del analito que puede ser determinada con un nivel
aceptable de precision y veracidad (generalmente 95 %). También se define
como la concentracion del analito correspondiente al valor del blanco de muestra
mas 5, 6 6 10 desviaciones estandar de la media del blanco (EURACHEM, 2000;
Camara et al., 2002).



c) Exactitud

La exactitud expresa la cercania de un resultado al valor verdadero, la
validacion de un método busca cuantificar la exactitud probable de los resultados
evaluando tanto los efectos sistematicos como los aleatorios sobre los resultados.
Normalmente, la exactitud se estudia en dos componentes: la “precision” y la
“veracidad” (Rius et al., 2004; Baez, 2009).

Precision

Se define en términos simples como el grado de concordancia mutua
entre los datos que se han obtenido de una misma forma y constituye una
medida de error aleatorio. La precision es una medida de que tan cercanos estan
los resultados unos con respecto a los otros y por lo general se expresa mediante
medidas tales como la desviacion estandar, la cual describe la dispersion de los
resultados. “La precision depende solo de la distribucion de los errores aleatorios
y no se relaciona con el valor verdadero o valor de referencia” (Camara et al.,
2002).

Las medidas de precision mas comunes son la repetibilidad y la
reproducibilidad. La repetibilidad es la cercania entre si de las medidas obtenidas
con el mismo método, sobre idéntico material o muestra, en las mismas
condiciones, en un intervalo de tiempo pequefio y puede medirse solamente
dentro del laboratorio. La reproducibilidad, es la cercania entre si de las medidas
obtenidas por el mismo método sobre idéntico material, bajo condiciones
diferentes y s6lo puede medirse en estudios interlaboratoriales. Usualmente las
medidas cuantitativas de la precision son la desviacidn estandar o la desviacion
estandar relativa (Marotto, 2002; Baez, 2009).

Veracidad

La veracidad se define como el grado de coincidencia entre el valor
obtenido de una concentracién o cantidad medida y el valor real de la misma. La
veracidad se constituye en una medida de error sistematico. Puesto que la
veracidad se establece comparando la media de una serie de réplicas de una
prueba con un valor de referencia (un valor verdadero o un valor verdadero

convencional), este valor debe ser idealmente trazable a patrones



internacionales, es decir que, tiene que ser un valor caracterizado de un material
de referencia. Para la evaluacion de la veracidad se realiza el analisis de un
material de referencia certificado, preferentemente con una matriz semejante a la
de la muestra. En el caso de no existir un material de referencia, se puede
realizar un ensayo de recuperacion (Camara et al., 2002; Baez, 2009).

d) Selectividad

La selectividad es “la extension en la que un método puede utilizarse para
determinar analitos particulares en mezclas o matrices sin interferencias de otros
componentes con un comportamiento similar”. Por lo tanto, y para que sea una
herramienta util para el quimico analitico, los valores de selectividad deberian
indicar hasta que punto la concentracion de un analito predicha por el método
puede estar afectada por otras interferencias presentes en la muestra.

e) Rango de trabajo

Para cualquier método cuantitativo es necesario determinar el intervalo

de concentraciones del analito o los valores de la propiedad relacionada, sobre
los cuales el método puede aplicarse, en el extremo inferior del intervalo de
concentracion, el factor limitante para cualquier caso, es el valor del limite de
cuantificacion. El rango de trabajo es el rango de concentraciones en el cual el
meétodo da resultados proporcionales a la concentracion. El extremo superior de
este rango de concentracion, es el valor hasta donde llega la respuesta lineal de
la ecuacion de regresion. Si los resultados estdn dados solo en valores de
concentracion, no se genera linealidad, puesto que los resultados estan en
funcién de una sola variable. Por consiguiente, el extremo superior del rango de
trabajo sera el valor del estandar de mayor concentracion del analito (Camara et
al., 2002; Arias, 2008).

f) Incertidumbre

La incertidumbre se define como el parametro asociado con el resultado de
una medida que caracteriza la dispersion de los valores que se pueden atribuir
razonablemente al analizado. Segun el VIM (Vocabulario Internacional de
Metrologia), el analizado, también llamado mesurando, es “la magnitud sujeta a

medida”. Por tanto, un analizado se refiere al analito o a la propiedad fisico-



quimica que se esta determinando; sin embargo, el analizado o mesurando debe
interpretarse correctamente para considerar todas las fuentes de incertidumbre
(EURACHEM, 2001).

El parametro de incertidumbre puede ser, por ejemplo, una desviacion
estandar (o multiplo dado de ella) o la amplitud de un intervalo de confianza. La
incertidumbre de la medicion no implica duda acerca de la validez de una
medicion; por el contrario, implica un incremento de la confianza en la validez del
resultado de una medicién (Rius et al., 2004).

En la préctica la Incertidumbre puede ser el resultado de varias fuentes,
como por ejemplo interferencias, muestreo, condiciones de almacenamiento,
efectos instrumentales, pureza de los reactivos, condiciones ambientales,
incertidumbre en el peso y volumen de reactivos, aproximaciones y suposiciones
incorporadas al método de andlisis y a procedimientos, y variaciones aleatorias
(Marotto, 2002).

En la estimacion de la incertidumbre puede ser necesario tomar cada
fuente de incertidumbre vy tratarla por separado para obtener la contribucion de
esa fuente. Cada una de estas contribuciones a la incertidumbre, se entiende
como un componente de la incertidumbre, menciondndose Incertidumbre
estandar, Incertidumbre estandar combinada e Incertidumbre expandida. La
Incertidumbre estdndar expresada como una desviacion estandar. La
Incertidumbre estadndar combinada es una estimacion de la desviacion estandar
igual a la raiz cuadrada positiva del total de la varianza obtenida por la
combinacion de todos los componentes de la incertidumbre. A su vez la
Incertidumbre expandida provee un intervalo dentro del cual el valor del analito es
dado con un alto nivel de confianza. La incertidumbre expandida se obtiene
multiplicando la incertidumbre estandar combinada por un factor k (Marotto, 2002;
Rius et al., 2008).

1.2.2 Guias usadas para la Eficiencia de los métodos
La eficiencia de métodos de analisis y estimacion de la incertidumbre, han
demostrado ser aplicables en laboratorios alrededor del mundo y son aceptadas

internacionalmente. Las mediciones analiticas deben desarrollarse usando
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métodos y equipamiento, probados para garantizar que son aptos para el fin que
persiguen”. Este documento estd disefiado principalmente para asistir a los
laboratorios en implementar este principio, proporcionando una guia sobre la
evaluacion de comprobacion de métodos para demostrar que €stos son aptos
para el proposito perseguido (EURACHEM, 2001; Frederick, 2003).

En cuanto a los requisitos generales relativos a la competencia de los
laboratorios de ensayo y calibracion, la norma contiene todos los requisitos que
los laboratorios de calibracion y de ensayo deben cumplir en caso de que deseen
demostrar que operan un sistema de gestion de calidad, tengan competencia
técnica y sean capaces de generar resultados técnicamente validos. En esta
norma internacional se especifican los requisitos generales de la competencia de
llevar realizando calibraciones y/o ensayos incluyendo toma de muestras
(muestreo). La norma se refiere a calibracion y ensayo utilizando métodos
normalizados, no normalizados y métodos desarrollados validados en el
laboratorio (Norma ISO 17025, 2006).
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CAPITULO Il
DISENO METODOLOGICO

2.1 Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipoétesis

El estudio fue experimental y para contrastar la hipétesis se utilizo el disefio
de grupo en paralelo segun el cual se investigaron dos muestras y con cada una
se le aplicd un estimulo diferente o método AG1.7 y EPA 1664. Posteriormente,
se determind si existia 0 no diferencias en la eficiencia de cuantificacion de

aceites y grasas por ambos métodos.

Estimulo A ] )
Muestra A > Muestra después
Estimulo B

v

[ Muestra después

2.2 Ubicacion del lugar de muestreo
La investigacion se realizé en el Laboratorio SGS del Perd S.A.C -
Cajamarca, ubicada a 07° 09" 50”S de latitud, 75° 30" 01”"W longitud a 2750

msnm.

2.3 Poblacion y muestra de estudio

La poblacién muestreal estuvo constituida por todas las matrices de aguas
potable, superficial, subterrdnea y residual en las cuales se determind la
concentracion de aceites y grasas durante noviembre 2011-febrero de 2012. El
muestreo fue no probabilistico y por conveniencia, investigando diez muestras de

cada uno de los cuatro tipos de matrices, con un total de 40 muestras.

2.3.1 Materiales
a. Material bioldgico
Muestras de agua potable, superficial, subterranea y residual.

b. Reactivos
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Agua reactiva de calidad media, &cido sulfdrico 1:3, n-hexano: Pureza
minima de 85 % - 99 % de isdmeros de C6 saturados como minimo, residuo
inferior a 1 mg/L; acetona - ACS, con residuo inferior a 1 mg/L; sulfato de sodio -
ACS, granular anhidro, secado a 200-250 °C durante 24 horas como minimo y
guardado en un envase cerrado herméticamente hasta su uso, hexadecano con

pureza minima de 98 % y &acido estearico con pureza minima de 98 %.
2.4 Variables en estudio

Variable independiente: Métodos AG1.7 y EPA. 1664.

Variable dependiente: Eficiencia de Los Métodos.
2.5 Meétodos y procedimientos para larecoleccion de datos

2.5.1 Acondicionamiento del material

El material de vidrio fue lavado, con una soluciébn detergente y
posteriormente enjuagado con agua caliente y 10 mL de hexano. Los balones de
125 y 250 mL fueron secados previamente en una estufa a 105-115 °C por un
minimo de 1 hora y luego fueron depositados inmediatamente en un desecador.
Cuando se enfriaron (después de 2 h), se pesaron inmediatamente en una
balanza calibrada y se repitié el ciclo de pesada (secado, desecado y pesada)

hasta que la diferencia de peso fue menor a 0,20 mg.

2.5.2 Preparacion de soluciones de trabajo
b.1 Solucién blanco
2L de agua purificada acidificada depositados en dos flojas de 1 L.

b.2 Solucion patron: hexadecano/acido estearico (1:1) en acetona
Se prepar6é una solucién patrén de 2 mg/mL de hexadecano y acido
esteérico, para lo cual se llevé a la balanza analitica una fiola de 100 ml con un
embudo pequefio, y se pesaron 200 + 2 mg de acido esteérico y de hexadecano.
El embudo se enjuagd con acetona, se agitdé hasta disoluciéon completa y se lleno
hasta la marca de la fiola con acetona. Después de utilizar el patron se marco el

nivel de la solucion que queda en la fiola y se guardard en un lugar oscuro a
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temperatura ambiente. Antes de su uso, se verifico el nivel de la acetona y se
completd hasta la marca con acetona si es necesario.
b.3 Verificacion de la concentracion del patrén
Con una pipeta volumétrica se tom6 10£0,1 mL de la solucién patrén, se
depositd en un balén de 125 mL previamente tarado y se sometié a evaporacion
hasta la sequedad en una estufa. El peso fue de 40+1 mg. Si no es asi, preparar
una solucion nueva, el patron tuvo una duracion de 15 dias.
b.4 Preparacion del patron de trabajo
Se adicion6 5.0 + 0,1 mL de la solucién de hexadecano/acido esteéarico
a una fiola de 1 L conteniendo 950 mL de agua de grado reactivo, se afiadié 1 mL
de H2S04 1:3 a cada fiola y se enraso. Se repetio el procedimiento mencionado

para un segundo litro de agua.

2.5.3 Método analitico AG1.7 (Propuesto)

Se llevo a temperatura ambiente, las muestras, el blanco, el patrén y la
muestra a adicionar. Se marco las botellas de muestras en el menisco de agua
para la posterior determinacion del volumen de muestra. Se verificé el pH=2 de la
muestra, y se regulé si fuese necesario. Si las muestras son claras y
aparentemente no presentan aceites y grasas emplear 2 L de muestra.

a) Extraccion

Se realiz6 la extraccion con el primer litro y luego con el segundo litro
sobre el solvente (20 mL hexano) empleado en la primera extraccion. Se extrajo
la muestra agitando vigorosamente el embudo separador por 2 minutos, con
ventilacion periodica para liberar el exceso de presion. Se dejé que la fase
organica se separe de la fase acuosa por un minimo de 10 minutos, luego se
decantd la fase acuosa y se repiti6é la extraccién dos veces mas, utilizando 20
mL de n-hexano. Se elimind la capa acuosa (capa inferior), sin dejar pasar n-
hexano, se lavo el frasco de muestra con 5 mL n-hexano y se afiadio a la pera de
separacion. Se filtro la fase organica sobre un embudo conteniendo un papel filtro
y 5 g de Na,SO, anhidro. El filtrado se recogi6 en el balon de ebullicién de 125 ml

seco y pesado.
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Si paso6 agua al balon se dejara reposar la solucion y se decanto la capa
de solvente (capa superior) a través de sulfato de sodio para quitar el exceso de
agua. Se formo6 una emulsién entre las fases, se transfirid la emulsion a una pera
de 250 mL y agitarla hasta romper la emulsién. Se afiadié NaCl y se agitd hasta
romper la emulsion. La fase acuosa se paso al frasco de muestra, se eliming el
exceso de NaCl, afiadiendo 100 mL de agua purificada a la pera agitando
vigorosamente y eliminando la fase acuosa.

b) Destilacion de solvente

Se conecto el balén de 125 mL al aparato de destilacion (soxhlet) y se
destil6 el solvente sumergiendo la mitad inferior del balén en un electromanta
ajustada a una temperatura (70 a 80 °C) requerida para completar la
concentracion en menos de 30 minutos. Se destilé hasta cuando en el balon de
destilacibn queden aproximadamente 5 mL de n-hexano. Después se retir6 el
balon del aparato de destilacién. Se coloco el balén de 125 mL a estufa a una
temperatura menor a 80 °C, hasta evaporacion del solvente, se colocé en el
desecador y se peso después de 2 horas. Repetir el ciclo de secado y hasta que
la diferencia entre ambos pesos sea menos a 0,20 mg. De lo contrario se volvié
a repetir el ciclo de secado y se eliming el valor con la que no se llegue a la
diferencia deseada.

c) Célculos

. Peso final del vial(g)— Peso inicial del vial(g)
HEM , aceites y grasas (ml/L)= x1000000
Volumen de muestra (ml)

2.5.4 Meétodo analitico EPA 1664

Se hizo uso del método estandarizado EPA1664, la técnica aplicada para
la evaluacion es la gravimetria (EPA, 2010). Este método aplica la técnica de
extraccion liquido — liquido, utilizando como solvente (cloroformo, hexano) que en
contacto con el agua extraen los aceites y grasas disueltas en el agua. Luego a
través de un proceso de evaporacion del solvente, los aceites y grasas retenidas
es cuantificada a través de la técnica gravimétrica.
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2.5.5 Determinacion de los criterios de eficiencia

La metodologia utilizada para el célculo de los parametros de calidad
establecidos es la descrita en la Guia Eurachem, 2000.

a) Limite de Deteccidn

Para obtener el limite de deteccion se analizaron 10 blancos
independientes de la muestra medidos, se calculo la desviacion estandar con los
valores obtenidos del analisis de dichos blancos. Para propésitos de validacion
es suficiente proporcionar un indicativo del nivel al cual la deteccidn resulta
problematica. Para este propdsito la aproximacion “blanco + 3 desviaciones
estandar” usualmente sera suficiente, por lo tanto el limite de deteccion (LD) se
expresa como la concentracion del analito que corresponde al promedio de los
valores de los blancos de la muestra + 3 desviaciones estandar (Guia Eurachem,
2000).

b) Limite de Cuantificacion

Para obtener el limite de cuantificacion se analizaron 10 blancos
independientes de la muestra, se calculd la desviacion estandar con los valores
obtenidos del analisis de dichos blancos. Para este propdsito la aproximacion
“blanco + 10 desviaciones estandar” usualmente sera suficiente, por lo tanto el
limite de cuantificacién (LC) se expresa como la concentracion del analito que
corresponde al promedio de los valores de los blancos de la muestra + 10
desviaciones estandar (Guia Eurachem, 2000; Camara et al., 2002).

c) Exactitud:

Veracidad: Se realiz6 mediante el analisis repetido (3 réplicas durante 3
dias diferentes) del método sobre un material de referencia de concentracion
conocida. Se comparé el promedio de los valores obtenidos (concentracion
calculada) con el valor de referencia (concentracion conocida), para obtener el
sesgo del método.

Precision: Para evaluar la Precision del método y los parametros de
precision del patrén de trabajo en la determinacion de aceites y grasas se
realizan ensayos (dos analistas con 5 réplicas cada uno) en condiciones de

repetibilidad y reproducibilidad interna, en las matrices a evaluar.
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d) Rango de trabajo
Se preparé diferentes concentraciones artificiales de aceites y grasas,
y se procedid a evaluar segun las metodologias. El rango de trabajo se establecio
tomando el valor del limite de cuantificacibn como limite inferior, y el limite
superior del rango al patron artificial de mas alta concentracion evaluada. Para
comprobar la linealidad se usara el coeficiente de determinacion minimo
(R=0.995) especificado para el método.
e) Robustez
Se verific6 el método a diferentes parametros criticos en la
determinacion de aceites y grasas. Como pardmetros a variar en el estudio se
evaluaron la temperatura de destilacion, diferentes equipos a utilizar y diferentes
tiempos en la separacién del solvente y la fase acuosa.
f) Incertidumbre
Se determiné evaluando las diferentes fuentes de incertidumbre. Se
tendra en cuenta la incertidumbre de los instrumentos, materiales de referencia,

volumen de muestra, equipos de medicion y precision de analistas.

2.5.6 Andlisis estadistico de los datos

Los valores de los criterios de calidad se ordenaron en tablas y se
analizaron en el programa estadistico MINITAB. Se realizaron la prueba de
normalidad de “Anderson — Darling Normality Test” y Homogeneidad de varianzas
“Test estadistico de Barlett”. Las diferencias entre tratamiento se determinaron

mediante el analisis de varianza y la significancia mediante la prueba multiple.
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CAPITULO IlI

RESULTADOS

3.1 Limites de deteccién y cuantificacion de los métodos AGl.7 y

EPA1664

Los valores de aceites y grasas en la muestras de aguas procesadas
oscilaron entre 0,22-0,55 mgL™ con AG1.7 y 0,70-1,30 mgL™ con EPA1664, con
un promedio de 0,38 mgL™ y 0,96 mgL™, respectivamente (Tabla 1). Segun la
prueba de Grubbs, los datos fueron homogéneos, sin datos andmalos y se
demostrdé que el limite de deteccién y cuantificacién calculado por el método
AGL1.7 fue menor que el EPA 1664 (Tabla 2).

3.2 Veracidad por Sesgo

El material de referencia Inorganic Ventures QCP-OG-W, N° Lote
C2-0G01060 presenté un valor referencial de 19,88 +/- 0,6 mgL™. El sesgo fue
de 0,56 para AG1.7 y 1,03 para EPA 1664 (Tabla 3). La prueba de T student
demostrd que los valores de T calculado (1,72 AG1.7 y 2,72 EPA 1664) fueron
menores al T de la tabla (2,78), por lo que se aceptd la hipétesis nula,
concluyéndose que los valores obtenidos con estos métodos no difieren del valor
referencial. Por tanto, el método AG1.7 con un sesgo de 0,56 es mas veraz que
el EPA 1664.

3.3 Precision

El promedio de aceites y grasas fue de 19,110 mgL™ segiin AG1.7 y 18,451
mgL™ segin EPA 1664 (Tabla 4), con una desviacién estandar relativa de
repetibilidad de 2,119% y 2,281% respectivamente; asi como una desviacion
estandar relativa de reproducibilidad de 5,932% para AG1.7 y 6,385% para EPA
1664. Se concluyé que ambos métodos son precisos, destacando AG1.7 por su

menor repetibilidad y reproducibilidad determinada.
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Tabla 1. Aceites y grasas (mgL™) en muestras de agua procesadas por los
métodos AG1.7 y EPA1664.

Aceites y grasas (mgL™)

Muestras AGl.7 EPA1664
1 0,32 0,85
2 0,42 1,20
3 0,44 0,93
4 0,29 0,75
5 0,22 0,85
6 0,53 1,22
7 0,28 0,85
8 0,39 0,94
9 0,35 0,70
10 0,55 1,30
« 0,38 0,86
S = Desviacién Estandar 0,108 0,215

Nota: La muestra fue constituida por un Blanco del Método (BM), constituida por agua ultrapura.

Tabla 2. Limites de deteccién y cuantificacion de aceites y grasas de los métodos AG1.7

y EPA 1664
Parametro AGl.7 EPA 1664
LDM(X+3S) 0,70 1,50
LCM(X+10S) 1,46 3.01
Check adicion = SiX <10xLDM  OK Conforme Conforme

Nota: Los LDM y LCM fueron calculados con los datos obtenidos en la tabla 1.
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Tabla 3. Veracidad - Sesgo y prueba de T student de aceites y grasas (mgL™) en

material de referencia por los métodos AG1.7 y EPA 1664

Ho = valores estandar = valor de referencia

H, = valores estandar # valor de referencia

Material de Aceites y grasas (mgL™)
referencia
AG1.7 EPA 1664 Valor referencial
r 19,56 18,84
r 19,25 18,92
r3 19,35 18,65 19,88
X 19,32 18,77
Sesgo 0,56 1,03
t student 1,72 2,72 T tabla: 2,78
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Tabla 4. Repetibilidad y reproducibilidad de aceites y grasas (mgL™) en patrén por los
métodos AG1.7 y EPA 1664

Estimadores de precision AGl.7 EPA1664
x (mg/L) 19,110 18,454
Sr (mg/L) 0,405 0,421
r (mg/L) 0,553 0,586
RSDr (%) 2,119 2,281
LRSDr (%) 2,897 3,179
SR (mg/L) 1,134 1,178
R (mg/L) 1,550 1,642
RSDR (%) 5,932 6,385
LRSDR (%) 8,112 8,900
Donde:
S = Desviacién Estandar de Repetibilidad.
Sk = Desviacién Estandar de Reproducibilidad.
RSD, = Desviacién Relativa de Repetibilidad.
RSDg = Desviacion Relativa de Reproducibilidad.
LRSD, = Limite de la Desviacién Relativa de Repetibilidad.
LRSDg = Limite de la Desviacién Relativa de Reproducibilidad
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3.4 Selectividad

Los promedios del porcentaje del analito con el método AG1.7 fue de
95,5 - 104,3% en agua potable; 94,2 - 97,2% en agua superficial; 90,9 - 100,9%
en agua subterranea y 90,9 - 94,1% en agua residual (Tabla 5). En todas las
matrices el rango del porcentaje de analito recuperado fue 90,9 - 104,3%,
superando el valor de 85% expresado para EPA1664. La prueba F del andlisis de
varianza (Tabla 6) no evidencio significancia, aceptandose la hipotesis nula
segun la que no existieron diferencias entre los valores de los porcentajes de
recuperacion, concluyéndose que el método AG1.7 es veraz.

Los promedios del porcentaje de recuperacion del analito con el método
EPA1664 fueron de 90,5 - 97,8 en agua potable; 88,8 - 97,5% en agua
superficial; 88,5 - 101,0% en agua subterranea y 89,3 - 99,0% en agua residual
(Tabla 7). En todas las matrices el rango del porcentaje de analito recuperado fue
88,8 - 101,0%, superando el valor de 85% expresado para EPA1664. La prueba
F de andlisis de varianza (Tabla 8) no evidencié significancia, aceptandose la
hipétesis nula, segun la cual no existieron diferencias entre las medias de los
porcentajes de recuperacién, concluyéndose que el método EPA1664 es veraz.
En la investigacion se demostr6 que ambos métodos son veraces; nos obstante,
el rango del porcentaje de recuperacion del analito fue de 90,9 - 104,3% con
AG1.7, superando a EPA1664 con 88,8 - 101,0% (Tablas 5,7).

3.5 Robustez

Los valores promedios de aceites y grasas (mgL™) en muestras de aguas
procesadas con el método AGAL.7 bajo diferentes factores oscilaron entre 17,9
mgL™y 19,6 mgL™ (Tabla 9). El analisis estadistico (Tabla 10) demostré que los
promedios de aceites y grasas presentaron valores de T. menores que Ty,
aceptandose la Hp, segun la cual diversas variables de los factores son
estadisticamente iguales, es decir el método AG1.7 es robusto en todos los

factores investigados.
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Tabla 5. Analito recuperado (%) en las matrices de agua potable, superficial, subterranea

y residual con el método AG1.7

Matrices Analito recuperado (%)

ri ro rs ra
Potable 100,5 95,5 104,3 96,8
Superficial 94,2 97,2 95,2 92,2
Subterranea 93,4 100,9 90,9 94,1
Residual 93,4 92,9 90,9 94,1

*Adicion de 10 ppm

Tabla 6. Andlisis de varianza del promedio de Analito recuperado en las matrices agua
potable, superficial, subterranea y residual con el método AG1.7

Ho = 1= Mz = Hs= 4
Ha= # 2o # U3 # g

Fuente de variacion SC GL CM Fc p Ft
Tratamiento 73,79 2 36,895 2,586 0,129 4,256
Error 128,42 9 14,269

Total 202,21 11

Si F¢ < Fy entonces se acepta la Ho
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Tabla 7. Analito recuperado (%) en las matrices, agua potable, superficial, subterrdnea y
residual con el método EPA 1664

Recuperacién del analito (%)

Matrices” r r 3 ra

Potable 90,5 96,3 97,8 93,8
Superficial 88,8 97,5 96,3 93,8
Subterranea 97,0 88,5 94,0 101,0
Residual 97,0 94,5 99,0 89,3

* Adicion de 10 ppm

Tabla 8. Andlisis de varianza del promedio de analito recuperado en las matrices agua
potable, superficial, subterranea y residual con el método EPA 1664

Ho = la= M2 = Ua= U4
Ha = lu# M2 # Hs# s

Fuente de variacion SC GL CM Fc p F
Tratamiento 2,57 2 1,29 0,064 0,938 4,256
Error 181,41 9 20,16

Total 183,98 11

Si F¢ < Fyentonces se acepta la Ho
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Tabla 9. Aceites y grasas (mgL™) en muestras de agua procesadas con el método AG1.7

bajo diferentes factores

Ensayos

Factores

1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura de destilacion (%) <70 <70 <70 <70 >70 >70 >70 >70
Temperatura de secado (%) <70 <70 >70 >70 <70 <70 >70 >70
Acidez de la muestra (%) <2 >2 <2 >2 <2 >2 <2 >2
Tiempo de separacion (minutos) 10 10 15 15 15 15 10 10
Secado sulfato de sodio (%) Si No Si No No Si No Si
Aceites y grasas (mgL™) 19,2 18,9 18,5 185 17,9 18,14 19,6 18,6

Tabla 10. Andlisis estadistico de los promedios de aceites y grasas en muestras de agua
procesadas con el método AG1.7 bajo diferentes factores

Factores Variables Aceites y grasas Diferencia tc te
(mgL™) AG1.7

T de destilacién <70 18,8 0,21 0,67 3,18
>70 18,5

T° de secado <70 18,5 -0,26 -0,04 1,18
>70 18,5

Acidez de la <2 18,6 0,26 0,20 3,18

muestra >2 18,5

Tiempo de 10min 18,6 0,82 1,05 3,18

separacion 15min 18,5

Secado sulfato de Si 18,6 -0,12 0,21 3,18

sodio No 18,5

Test estadistico: T. = (¥n)*IDI
(S (V2))

Donde:

n = 4 (nimero de réplicas por variable)

D = diferencia calculada.

S =0.87 (SR)

Sit; <t;, nivel de 95%, entonces se acepta la Ho
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3.6 Rango de trabajo

En el rango de trabajo se determiné linealidad, obteniéndose un valor de
0,981 para AGl.7 y 0,960 para EPA1664. Este rango fue determinado con
diferentes concentraciones que oscilaron entre 1,5 a 1000ppm para AG1.7 y 3,0
a 1000 ppm para EPA1664 (Tabla 11).

3.7 Incertidumbre expandida de los métodos

Las fuentes de incertidumbre identificadas fueron analista, volumen, balanza
y otros. Los valores de incertidumbre de los métodos oscilaron entre 15% para
AGl.7 y 25% para EPA 1664. En ambos métodos el mayor aporte al valor de la

incertidumbre correspondio al factor analista con un 50% (Tabla 12).

3.8 Comparacion de la eficiencia de los métodos AG1.7 y EPA 1664
El método AGL1.7 propuesto para la cuantificacion de aceites y grasas en
aguas, presentd mayor eficiencia que el normado EPA 1664, superandolo en los

limites de deteccién y cuantificacion, Exactitud (precision y veracidad), robustez, rango

de trabajo e incertidumbre (Tabla 13).
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Tabla 11. Concentracion (ppm) de patrones de aceites y grasas para la relacién del

Rango de Trabajo

Analito Patrones preparados (ppm) r
Teérico 1.5 10 50 250 1000

AGl1.7
Exper 18 12 60 290 980 0,98
Tedrico 3.0 10 50 250 1000

EPA1664
Bxper >0 13 55 285 910 0,96

Tabla 12. Incertidumbre (%) en la cuantificacién de aceites y grasas en muestras de
agua por los métodos AG1.7 Y EPA 1664

Fuentes AG1.7 (%) EPA1664 (%)
Analista 50 50
Volumen 25 25
Balanza 15 20
Otros 10 5
U expandida 15% 25%
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Tabla 13. Comparacién de los parametros de eficiencia de los métodos AG1.7 y EPA
1664 en la cuantificacién de aceites y grasas en aguas

Pardmetros de Eficiencia AG1.7 EPA1664
Limite de deteccion (mgL™) 0,70 1,50
Limite de cuantificacion (mgL™) 1,46 3,01
Veracidad (Sesgo) 0,56 1,03
Precision por repetibilidad 2,119 2,281
Precision por reproducibilidad 5,932 6,385
Robustez (%) 90- 94 86 - 90
Rango de Trabajo (mgL™) 1,5-1000 3,0-1000
Incertidumbre de la Medicion (%) 15 25
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CAPITULO IV

DISCUSION

Los métodos AGL1.7 propuesto y EPA 1664 normado para la cuantificacion
de aceites y grasas en agua, son meétodos analiticos que deben proporcionar
resultados fiable y adecuados para la toma de decisiones y segun la Norma de la
Organizacion Internacional de la Estandarizacion (ISO — 17025) los laboratorios
deben validar todos los métodos utilizados, tanto los propuestos, como aquellos
procedentes de fuentes bibliogréficas o desarrollados por otros. En este contexto,
se investigo la eficiencia, que implica la adecuacion del método analitico y sus
pardmetros de calidad a las necesidades requeridas especificamente por el
laboratorio usuario. En el proceso de validacién se investigaron los criterios de
calidad: limites de deteccién y cuantificacion, exactitud (veracidad y precision),
selectividad, robustez, rango de trabajo e incertidumbre, coincidiendo con la guia
EURACHEN (2000), EPA (2010) y Estrella & Guevara (2010).

Los Valores de los limite de deteccion y cuantificacion con AG1.7 y EPA
1664 fueron menores que los valores propuestos por el método de la Agencia de
Proteccion ambiental (EPA), correspondientes a 1,4 mgL™® como limite de
deteccién y 5 mgL™ como limite de cuantificacién (EPA, 2010). El limite de
deteccion es la concentracion menor del analito que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse con un grado especificO de certeza. A su vez el
limite de cuantificacion o determinacion es la concentracion menor del analito
que puede ser determinada con un nivel aceptable de precisién y veracidad.
(EURACHEN, 2000; Camara et al., 2002). En la investigacion se demostrd que
ambos métodos permiten detectar y cuantificar concentraciones menores del
analito; no obstante AG17 con 0,70 mgL™ como limite .de deteccién y 1,46 mgL™
como limite de cuantificacion super6 a EPA 1664 con 1,50 y 3,01 mgL™;

respectivamente.

Los valores del sesgo obtenidos con AGl.7 y EPA 1644 fueron
significativamente igual al valor referencial, demostrandose que ambos métodos

analiticos son exactos; no obstante, AG1.7 con sesgo de 0,56 menor a 1,03 de
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EPA 1664, presentd mayor exactitud. La exactitud expresa la cercania de un

resultado al valor verdadero (Rius et al., 2004; Baez, 2009).

La precision evaluada en base a la desviacion estandar relativa (DSR)
demostré que ambas metodologias son precisas, puesto que la repetibilidad
(2,119 - 2,281) y reproducibilidad (5,932 — 6,385) se encuentra en el rango
reportado por la EURACHEN de 3.9% para repetibiidad y 6.5% para
reproducibilidad.

Las medidas de precision mas comunes son la repetibilidad y la
reproducibilidad. La repetibilidad es la cercania entre si de las medidas obtenidas
con el mismo método, idéntico material 0 muestra, en las mismas condiciones, en
un intervalo de tiempo pequefio y puede medirse solamente dentro del
laboratorio. A su vez la reproducibilidad es la cercania entre si de las medidas
obtenidas por el mismo método, sobre idéntico material, bajo condiciones
diferentes y solo puede medirse en estudios interlaboratorios. La medida
cuantitativa de la precision es DSR, siendo ésta mas precisa cuanto mas cerca
esta a la unidad (Marotto, 2002; Baez, 2009). En este contexto, con AG1.7 la
repetibilidad (DSR 2,119) y reproducibilidad (DSR 5,932) fueron menores que con
EPA 1664 (2,281 y 6,385 respectivamente).

Los porcentajes de recuperacion del analito en los diferentes matrices, que
determinan la selectividad de un método fueron de 92 — 96% con AG1.7 y 86 —
90% con EPA 1664, valores que se encuentran en el rango de 85 — 105
establecido por EPA 2010. De esta manera se demostré que ambos métodos son
selectivos; no obstante, el método AGL1.7 presentd mayor selectividad que el
método EPA 1664.

Respecto a la robustez, se investigd el porcentaje de recuperacién del
analito obtenido a diferentes parametros criticos como temperatura de destilacion
y secado, tiempo de separacion, preservacion de la muestra y secado del sulfato
de sodio, determinandose que los métodos AG1.7 (90 — 94%) y EPA 1664 (86 —
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90%) son robustos, porque ambos el porcentaje de recuperacion se encontré en
el rango de 85 — 105% expresado por EPA 1664 (EPA 2010).

El rango de trabajo o rango de concentracion en la cual el método brinda
resultados proporcionales a la concentracion, se determind desde el limite de
cuantificacion de cada método hasta 1000 ppm. Se demostro linealidad en
ambos métodos, con un coeficiente de correlacion (r) de 0.981 para AG1.7 y 0,96
para EPA 1664; valores superiores al limite de 0,950 establecido por EURACHEN
(2000).

En cuanto a la incertidumbre, los valores fueron de 15% para el método
AG1l.7 y 25% para EPA 1664, correspondiendo el mayor aporte por el factor
analista con un valor a 50%. La incertidumbre caracteriza la dispersién de los
valores que se pueden atribuir razonablemente al analizado o magnitud sujeta a
medida (EURACHEM, 2001). La incertidumbre no implica duda acerca de la
validez de una medicion; por el contrario, implica incremento en la validez del
resultado (Rius et al., 2004).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Los pardmetros de eficiencia determinados para el método AG1.7
propuesto fueron: Limite detecciéon 0,70 mgL™?, Limite de cuantificacién
1.46 mgL™, veracidad con un sesgo 0,56; precisién con una repetibilidad
de 2,119% vy reproducibilidad 5,932%, robustez con 90 — 94% de
recuperacion y rango de trabajo 1,5 a 1000 mgL™.

Los parametros de eficiencia determinados para el método EPA1664
estandarizado fueron: Limite deteccién 1.50 mgL™, Limite de cuantificacion
3.01 mgL™?, veracidad con un sesgo de 1,03; precisibn con una
repetibilidad de 2,281% y reproducibilidad de 6,385%; robustez con 86-
90% de porcentaje de recuperaciéon y rango de trabajo de 3,0 a 1000 mgL"
1

Se comprobd que el método AG1.7 propuesto fue mas eficiente que el
EPA1664 estandarizado, segun los criterios evaluados.

Se comprobdé que ambas metodologias son eficientes y se demostro su
aplicabilidad para determinar aceites y grasas en las diferentes matrices

de aguas (potable, superficial subterranea y residual).

32



CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

v' Antes de usar cualquier metodologia estandarizada o propuesta, se debe
evaluar la eficiencia determinando los pardmetros propuestos en este
informe.

v Hacer uso de este informe como guia para evaluar eficiencia de
metodologias propuestas.

v" Verificar y calibrar los equipos a utilizar en los ensayos cuantitativos con la

finalidad de confirmar y mejorar el estado de su funcionamiento.
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ANEXOS



INCERTIDUMBRE DEL METODO

Figura 1. Fuentes de incertidumbre del método de Aceites y grasas

BALON YOLUMEN DE wf
MUESTRA [BALON.MUESTRA)

Balanza
Pipeta h
v\
Proheta -Calibracion
P -Repetibilidad
-Deriva
» ACEITES
Y GRASA
Reproducibiliciac Estuta AG(mgl L) = [Fesoresi dw‘y“’ Vi a;‘) - (Peso¥ial) 1000 * fTamp * frap
- " —_ . muestra

ANALISTA

—

Balanza

e

-Calibracion
-Repetibilidad
-Deriva

TEMPERATURA

i 2 2
M rcEmES v GRasas  =TMZ ( M2 wua* B voumen * B W Regiaucevia * B 2 Rep + p 2 Temperatura)

U (Método): £= \/ ( U2Peso(W) + U2 Volumen(VM) + U 2 Analista(a) + U 2 Temp)

Método AG1.7 Uexpan.= 15%

1.-p 2 Peso (W)

| U(Peso)MAC 010T 0.000119
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2.-M 2 Analista

| U analista

3.-M 2 volumen de muestra

Ur VM

0.3187

0.47526

4.-u 2 Temperatura Estufa-MAC-38-T

U Temperatura

Método EPA1664

1.-p 2 Peso (W)

0.1041

Uexpan.= 25%

[u(Peso)MAC 010T| 0.000167
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2.-M 2 Analista

U analista

3.-u4 2 volumen de muestra

Ur vm

4.-u 2 Temperatura Estufa-MAC-38-T

U Temperatura

0.3303

0.47526

0.1041
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Tabla 14. Precision en diferentes matrices evaluadas

Matriz Agua superficial Agua residual Agua potable
REP’\LITCAS EPA1664 AG1.7 EPA1664 AG1.7 EPA1664 AG1.7
1 18.58 19.02 18.08 19.25 18.61 19.57
2 18.41 19.89 18.85 19.01 18.80 19.20
3 18.67 19.40 18.91 18.13 18.43 18.60
4 18.26 19.83 17.01 18.72 18.92 19.26
5 19.15 19.35 17.88 18.22 19.25 19.20

ESCRUTINIO DE RESULTADOS PARA DETERMINAR VALORES ERRATICOS O

ATIPICOS

Tabla 15. Evaluacién de inconsistencia de resultados mediante prueba de

Mandel (h: MANDEL)

Agua Agua Agua
Método Residual  Potable  h-Mandel 5%
Superficial
EPA1664 0.3557 -1.1292 0.7736 1.15
AGLl.7 0.9264 -1.0601 0.1337 1.15

41



Tabla 16. Evaluacion de inconsistencia de resultados mediante prueba de
Mandel (k: MANDEL)

Agua Agua Agua
Método Residual | Potable | K-Mandel 5%
Superficial
EPA1664 0.8045 1.3425 0.7418 1.40
AG1.7 0.8938 1.2027 0.8686 1.40

Segun la evaluacion estadistica de h y k de Mandel los datos obtenidos por las
metodologias evaluadas son consistentes.

NORMALIDAD Y HOMOGENEIDAD DE LOS DATOS
NORMALIDAD DE DATOS

Una forma de comprobar si los datos generados siguen una distribucion Normal,
es empleando la Prueba de Anderson-Darling Normality Test, esta prueba se
aplica a datos provenientes de una muestra aleatoria, empleando los residuales

de los datos.

HIPOTESIS:
Hipotesis Nula:
Ho. La muestra aleatoria tiene una distribucién normal.

Hipodtesis Alterna:
Ha. La muestra aleatoria no tiene una distribucién normal.

TEST ESTADISTICO
Prueba de Anderson-Darling Normality Test

REGLA DE DECISION
Se acepta Ho si P_value >0.05 para un nivel de significancia de 0.05
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HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

Técnica grafica de homogeneidad.

Esta técnica se emplea para determinar el test estadistico de Barlett y p-value

graficamente.

HIPOTESIS
Hipotesis Nula: Ho: Existe homogeneidad de varianzas

Hipotesis Alterna: Ha: Al menos una varianza es diferente de los demas

REGLA DE DECISON
Se acepta Ho si X ? calculado < X ? tabla para un nivel de significancia de 0.05

De acuerdo a los graficos de la homogeneidad se tiene:

Figura 2. Consistencia de resultados en agua superficial segun Prueba de
Anderson-Darling Normality Test

Normalidad de datos en Agua superficial
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Probability

05 *.
01
001

18.2 18.7 19.2 19.7
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Average: 19058 Anderson-Darling Normality Test
StDev: 0.571183 A-Squared: 0.224
M: 10 FWalue: 0.757
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Figura 3. Consistencia de resultados en agua superficial segun Prueba de

Barlett Test.
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Figura 4. Consistencia de resultados en agua residual segun Prueba de
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Figura 5. Consistencia de resultados en agua residual segun Prueba de Barlett

Test.
Homogeneidad de datos en agua residual
95% Confidence Intervals for Sigmas Factor Levels
1
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Figura 6. Consistencia de resultados en agua potable segin Prueba de
Anderson-Darling Normality Test
Normalidad de datos en Agua potable
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Figura 7. Consistencia de resultados en agua residual segun Prueba de Barlett

Test.
Homogeneidad de datos en Agua potable

95% Confidence Intervals for Sigmas Factor Levels

1

F-Te

02 07 12 Test Statistic: 1.269

P-Value 0823

t Levene's Te

Test Statistic: 0.01%
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Tabla 17. P-value encontrados en las diferentes matrices segun Prueba de
Anderson-Darling Normality Test en agua potable.

‘ Grafico N°01 ‘ Grafico N°03 ‘ Grafico N° 05

p-Value encontrado ‘ 0.757 ‘ 0.409 ‘ 0.400

Se puede concluir que el p- value calculado es mayor que el valor limite 0.05, por
lo tanto los datos para los productos de Agua potable, Agua Superficial y Agua

residual se ajustan a una distribucion normal.
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Tabla 18. P-value encontrados en las diferentes matrices segun Prueba de
Barlett Test.

‘ Grafico N°02 ‘ Grafico N°04 ‘ Grafico N° 06

p-Value encontrado ‘ 0.900 ‘ 0.381 ‘ 0.823

Conclusion: Como p-value calculado en las diferentes matrices es mayor que el
valor limite 0.05, se concluye que existe Normalidad y Homogeneidad de

varianzas en todos los resultados evaluados.

Tabla 19. Precisiéon en diferentes matrices evaluadas

Matriz Agua superficial Agua residual Agua potable

N® EPA1664  AG1.7  EPA1664  AGLl.7  EPA1664  AGL7

REPLICAS
1 18.58 19.02 18.08 19.25 18.61 19.57
2 18.41 19.89 18.85 19.01 18.80 19.20
3 18.67 19.40 18.91 18.13 18.43 18.60
4 18.26 19.83 17.01 18.72 18.92 19.26
5 19.15 19.35 17.88 18.22 19.25 19.20
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ESCRUTINIO DE RESULTADOS PARA DETERMINAR VALORES ERRATICOS O

ATIPICOS

Tabla 20.

Mandel (h: MANDEL)

Evaluacién de inconsistencia de resultados mediante prueba de

Agua Agua Agua
Método Residual  Potable  h-Mandel 5%
Superficial
EPA1664 0.3557 -1.1292 0.7736 1.15
AG1l1.7 0.9264 -1.0601 0.1337 1.15
Tabla 21. Evaluacidon de inconsistencia de resultados mediante prueba de

Mandel (k: MANDEL)

Agua Agua Agua
Método Residual | Potable | K-Mandel 5%
Superficial
EPA1664 0.8045 1.3425 0.7418 1.40
AG1.7 0.8938 1.2027 0.8686 1.40

Segun la evaluacién estadistica de h y k de Mandel los datos obtenidos por las
metodologias evaluadas son consistentes.
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NORMALIDAD Y HOMOGENEIDAD DE LOS DATOS
NORMALIDAD DE DATOS

Una forma de comprobar si los datos generados siguen una distribucion Normal,
es empleando la Prueba de Anderson-Darling Normality Test, esta prueba se
aplica a datos provenientes de una muestra aleatoria, empleando los residuales

de los datos.

HIPOTESIS:

Hipotesis Nula:

Ho. La muestra aleatoria tiene una distribucién normal.
Hipotesis Alterna:

Ha. La muestra aleatoria no tiene una distribucién normal.

TEST ESTADISTICO
Prueba de Anderson-Darling Normality Test

REGLA DE DECISION
Se acepta Ho si P_value >0.05 para un nivel de significancia de 0.05

HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

Técnica grafica de homogeneidad .

Esta técnica se emplea para determinar el test estadistico de Barlett y p-value

graficamente.

HIPOTESIS
Hipotesis Nula: Ho: Existe homogeneidad de varianzas

Hipotesis Alterna: Ha: Al menos una varianza es diferente de los demas
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REGLA DE DECISON

Se acepta Ho si X ? calculado < X ? tabla para un nivel de significancia de 0.05

De acuerdo a los gréaficos de la homogeneidad se tiene:

Figura 8. Consistencia de resultados en agua superficial segin Prueba de
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Figura 9. Consistencia de resultados en agua superficial segun Prueba de

Barlett Test.
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Figura 10. Consistencia de resultados en agua residual segun Prueba de
Anderson-Darling Normality Test
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Figura 11. Consistencia de resultados en agua residual segun Prueba de Barlett

Test.
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Figura 12. Consistencia de resultados en agua potable segun Prueba de
Anderson-Darling Normality Test
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Figura 13. Consistencia de resultados en agua residual segun Prueba de Barlett

Test.
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Tabla 22. P-value encontrados en las diferentes matrices segun Prueba de
Anderson-Darling Normality Test en agua potable.

‘ Grafico N°01 ‘ Grafico N°03 ‘ Gréafico N° 05

p-Value encontrado ‘ 0.757 ‘ 0.409 ‘ 0.400

Se puede concluir que el p- value calculado es mayor que el valor limite 0.05, por
lo tanto los datos para los productos de Agua potable, Agua Superficial y Agua

residual se ajustan a una distribucion normal.

Tabla 23. P-value encontrados en las diferentes matrices segun Prueba de
Barlett Test.

‘ Grafico N°02 ‘ Grafico N°04 ‘ Grafico N° 06

p-Value encontrado ‘ 0.900 ‘ 0.381 ‘ 0.823

Conclusion: Como p-value calculado en las diferentes matrices es mayor que el
valor limite 0.05, se concluye que existe Normalidad y Homogeneidad de

varianzas en todos los resultados evaluados.
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Tabla 24. Precision en diferentes matrices evaluadas

Matriz Agua superficial Agua residual Agua potable
REPT:CAS EPA1664 AG1.7 EPA1664 AG1.7 EPA1664 AG1.7
1 18.58 19.02 18.08 19.25 18.61 19.57
2 18.41 19.89 18.85 19.01 18.80 19.20
3 18.67 19.40 18.91 18.13 18.43 18.60
4 18.26 19.83 17.01 18.72 18.92 19.26
5 19.15 19.35 17.88 18.22 19.25 19.20

ESCRUTINIO DE RESULTADOS PARA DETERMINAR VALORES ERRATICOS O
ATIPICOS

Tabla 25. Evaluacion de inconsistencia de resultados mediante prueba de
Mandel (h: MANDEL)

Agua Agua Agua
Método Residual  Potable  h-Mandel 5%
Superficial
EPA1664 0.3557 -1.1292 0.7736 1.15
AGLl.7 0.9264 -1.0601 0.1337 1.15
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Tabla 26. Evaluacion de inconsistencia de resultados mediante prueba de
Mandel (k: MANDEL)

Agua Agua Agua
Método Residual | Potable | K-Mandel 5%
Superficial
EPA1664 0.8045 1.3425 0.7418 1.40
AGL1.7 0.8938 1.2027 0.8686 1.40

Segun la evaluacién estadistica de h y k de Mandel los datos obtenidos por las
metodologias evaluadas son consistentes.

NORMALIDAD Y HOMOGENEIDAD DE LOS DATOS
NORMALIDAD DE DATOS

Una forma de comprobar si los datos generados siguen una distribucion Normal,
es empleando la Prueba de Anderson-Darling Normality Test, esta prueba se
aplica a datos provenientes de una muestra aleatoria, empleando los residuales
de los datos.

HIPOTESIS:

Hipotesis Nula:

Ho. La muestra aleatoria tiene una distribucion normal.
Hipotesis Alterna:

Ha. La muestra aleatoria no tiene una distribuciéon normal.

TEST ESTADISTICO
Prueba de Anderson-Darling Normality Test

REGLA DE DECISION
Se acepta Ho si P_value >0.05 para un nivel de significancia de 0.05
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HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

Técnica grafica de homogeneidad .

Esta técnica se emplea para determinar el test estadistico de Barlett y p-value

graficamente.

HIPOTESIS
Hipotesis Nula: Ho: Existe homogeneidad de varianzas

Hipotesis Alterna: Ha: Al menos una varianza es diferente de los demas

REGLA DE DECISON

Se acepta Ho si X 2 calculado < X ? tabla para un nivel de significancia de 0.05
De acuerdo a los graficos de la homogeneidad se tiene:

Figura 14. Consistencia de resultados en agua superficial segun Prueba de

Anderson-Darling Normality Test
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Figura 15. Consistencia de resultados en agua superficial segun Prueba de
Barlett Test.
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Figura 16. Consistencia de resultados en agua residual segun Prueba de
Anderson-Darling Normality Test
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Figura 17. Consistencia de resultados en agua residual segun Prueba de Barlett

Test.
Homogeneidad de datos en agua residual
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Figura 18. Consistencia de resultados en agua potable segun Prueba de
Anderson-Darling Normality Test
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Figura 19. Consistencia de resultados en agua residual segun Prueba de Barlett
Test.

Homogeneidad de datos en Agua potable
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Tabla 27. P-value encontrados en las diferentes matrices segun Prueba de
Anderson-Darling Normality Test en agua potable.

‘ Grafico N°01 ‘ Grafico N°03 ‘ Gréafico N° 05

p-Value encontrado ‘ 0.757 ‘ 0.409 ‘ 0.400

Se puede concluir que el p- value calculado es mayor que el valor limite 0.05, por
lo tanto los datos para los productos de Agua potable, Agua Superficial y Agua

residual se ajustan a una distribucion normal.
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Tabla 28. P-value encontrados en las diferentes matrices segun Prueba de
Barlett Test.

‘ Grafico N°02 ‘ Grafico N°04 ‘ Grafico N° 06

p-Value encontrado ‘ 0.900 ‘ 0.381 ‘ 0.823

Conclusion: Como p-value calculado en las diferentes matrices es mayor que el
valor limite 0.05, se concluye que existe Normalidad y Homogeneidad de

varianzas en todos los resultados evaluados.

Figura 20. Materiales utilizados para el proceso de extraccion
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Figura 21. Proceso de Extraccion y Pesado final
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