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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como objeto de estudio validar el método
volumétrico de Walkley y Black para la determinacién de carbono organico en muestras
de suelo, utilizando como método de referencia para determinar el carbono organico, el
procedimiento operativo estandar GLOSOLAN-SOP-02. En cumplimiento de la Norma
ISO/IEC 17025: 2017, la validacion se llevd acabo con base a las recomendaciones de
la Politica para la Validacion de Métodos de Laboratorios de Ensayos y Calibracion de la
Oficina Nacional de Acreditacion (DOC-ONA-12-011), para estimar la incertidumbre
asociada al resultado de medida se utilizo La Guia para la Expresion de la Incertidumbre
de Medida (GUM). En la validacion se utilizé material de referencia de suelo provenientes
de WEPAL con tres niveles de concentraciones diferentes (nivel bajo, medio y alto). Los
pardmetros de desempefio del método analitico a evaluar son: exactitud, precision,
linealidad, limite de deteccion y cuantificacién e incertidumbre, los resultados obtenidos
de cada uno de los pardmetros cumplen los criterios de aceptacion de la Oficina nacional
de Acreditacién (ONA), por lo tanto, queda demostrado que el método se ajusta
adecuadamente a los criterios aceptacion de la ONA, por ende, se puede obtener

resultados confiables y precisos, dicho lo anterior, el método se declara validado.

Palabras claves: Validacion, Carbono organico, Método Walkley y Black, GLOSOLAN-
SOP-02, GUM.
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1.1. INTRODUCCION

El carbono organico es considerado un indicador de calidad de suelo, que regula
debido a sus efectos benéficos las funciones tanto fisicas, quimicas y biolégicas. Para la
determinar este parametro existen diversas técnicas analiticas que permiten cuantificar
el contenido de carbono orgénico en suelo, una de las metodologias es la de Walkley-
Black, de titulacion, basada en la oxidacion del carbono organico por medio de una

disolucién de dicromato de potasio en un medio acido.

La presente investigacion tiene como finalidad validar el desempefio del método
volumétrico de Walkley y Black para la determinacion de carbono organico en muestras
de suelo y estimar la incertidumbre asociada al resultado de la medicién, dicho método
es ejecutado en el Laboratorio de Suelos y Agua (UNA-LABSA) de la Universidad

Nacional Agraria sede central Juan Francisco Paguaga.

En primera instancia el ejercicio de validacion se da con fines de solicitud de
acreditacion ante la oficina nacional de Acreditacion (ONA) y en segunda instancia tiene
como proposito confirmar que el laboratorio aplica correctamente el método analitico,
obteniendo datos lo suficientemente confiable y de calidad, para que cualquier decision

basada en los resultados de este método pueda tomarse con confianza.

Para la determinacion de Carbdn organico por el método Walkley-Black se utilizd
el procedimiento operativo estandar para el andlisis de carbono organico del suelo
(GLOSOLAN), este procedimiento pertenece a La Red Global de Laboratorios de Suelo,
el proceso de validacion se llevara a cabo bajo la Politica para la Validaciéon de Métodos
de Laboratorios de Ensayos y Calibracion (DOC-ONA-12-011), la cual es una guia que
ayuda con el cumplimiento de la Norma ISO/IEC 17025: 2017, en términos de
acreditacion de meétodos analiticos esta guia es ampliamente reconocidas a nivel
nacional y para evaluar y estimar la incertidumbre se utilizara La Guia para la Expresion
de la Incertidumbre de Medida (GUM).
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1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la caracterizacion de perfiles de suelos se requiere determinar el contenido de
carbono organico, para definir el uso que se daria al suelo; ya que, Nicaragua al ser un
pais agricola y pecuario, donde el suelo y su concentracion de materia organica influye
en el desarrollo de estas actividades, las determinaciones analiticas son de interés social
y econoémico, sin embargo, no se tiene un método validado en laboratorios de suelo que
permitan obtener resultados seguros y de calidad que potencialicen las decisiones de

desarrollo de estas importantes actividades agropecuarias.

La acreditacion de un laboratorio de ensayo o calibracion es una actividad que,
junto a la metrologia y la normalizacion, desempefia un rol fundamental, para proteger
estos intereses de los consumidores en términos de seguridad y calidad, es por ello que
el Laboratorio de Suelos y Agua de la Universidad Nacional Agraria (UNA- LABSA),
siendo un laboratorio especializado en andlisis de suelos, con una gran trayectoria en la
prestacion de servicios, pretende solicitar ante la ONA la acreditacion de este, incluyendo

en su alcance la determinacion de carbono organico en el suelo.

Debido a lo anterior y, en cumplimiento del DOC-12-011 de la ONA, el LABSA
requiere Validar el método de Determinacion de Carbono organico en muestras de suelos
utilizando el método normalizado de GLOSOLAN- SOP-02. Cabe mencionar que, este
trabajo investigativo se basa en la Validacion del método volumétrico de Walkley & Black
para la determinacion de carbono organico en muestras de suelo en el Laboratorio de
Suelos y Agua de la UNA, cumpliendo de esta manera con uno de los requisitos que la
ONA solicita para la acreditacién de un laboratorio y a su vez, dar salida a la necesidad

de las caracterizaciones de suelos con fines de uso pecuarios a nivel nacional.

Partiendo de esto se formula la siguiente pregunta: ¢Cumple el Laboratorio de
Aguay Suelo (LABSA) con las condiciones para validar el método volumétrico de Walkley
y Black para la determinacion de carbono organico, segun los requerimientos

establecidos por la ONA?
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1.3. JUSTIFICACION

En el actual desarrollo agropecuario de Nicaragua, la necesidad de contar con
fuentes de verificacion ante los parametros de calidad de los suelos, es decir, conocer
las caracteristicas de los mismo, lo cual es fundamental para definir el uso y explotacion
de la matriz en mencion, impulsa a los inversionistas a realizar andlisis quimico y fisico
para determinar la fertilidad de los suelos y corroborar si se podra emplear o no con el fin
deseado por los interesados, por lo tanto, se requiere suplir esta necesidad social,

categorizandose como clientes potenciales de los laboratorios de analisis quimico.

Ante la necesidad nacional, la importancia de validar métodos analiticos se basa
principalmente en los beneficios y ventajas que provee a los laboratorios de ensayo al
aumentar la satisfaccion de los clientes cuando solicitan un trabajo analitico y brindar
confianza de los resultados emitidos, otra de las ventajas de validar un método es conocer
la incertidumbre de las mediciones y que los resultados sean exactos y reproducibles,
aumentando asi la competitividad del laboratorio y ampliar sus espectro de ofertas de

analisis al publico en general.

Para dar salida a esta necesidad tanto de los agricultores 0o empresas que
requieren servicio de andlisis de suelo y acreditacion ante la ONA del Laboratorio de
Suelos y Agua de la Universidad Nacional Agraria (UNA-LABSA), se ha puesto como
meta importante validar el método analitico para la Determinacion de Carbono Organico
en muestras de suelos segun la guia GLOSOLAN-SOP-02.

Como parte del aseguramiento de calidad, este trabajo investigativo beneficiara
directamente a aquellos laboratorios de ensayos que se dediquen al servicio de analisis
de suelos ya que contaran con una referencia cientifica que les indique que este método
es eficiente, exacto y reproducible. Ademas, de poder ofertar el servicio de analisis al
publico, con el propdsito de verificar que los suelos que se desean trabajar
agropecuariamente cumplen con las necesidades del uso que se desea dar, mitigando

inversiones fallidas en el desarrollo de las cadenas productivas.
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1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivos General

Validar los resultados obtenidos utilizando como guia base para la determinacion
de carbono organico en muestras de suelo (material de referencia WEPAL) el
procedimiento de GLOSOLAN-SOP-02 con el fin que permitan la acreditacion del ensayo.

1.4.2. Objetivos Especificos

1. Comprobar que las condiciones en que se desarrolla el instructivo de trabajo de la
determinacién de carbono organico en suelos segun la guia GLOSOLAN-SOP-02 en
el LABSA-UNA, son las adecuadas segun los requisitos de la Norma ISO/IEC
17025:2017.

2. Calcular los parametros de validacion exactitud, precision, linealidad, limite de
deteccion y cuantificacion para el método volumétrico de Walkley y Black en la
determinacion de carbono organico en muestras de suelo (material de referencia
WEPAL) bajo las directrices del DOC-ONA-12-011.

3. Estimar en base a la Guia GUM la incertidumbre de la medicion del método analitico

para la determinacion de carbono organico en muestras de suelo (material de
referencia WEPAL).

Garcia & Urbina 4



CAPITULO I



AT 4 Validacién del método volumétrico de Walkley y Black para la determinacién de

carbono organico en muestras de suelo, en el LABSA-UNA Septiembre-Diciembre
QUIMICA AMBIENTAL 2021

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. Generalidades del Suelo

El suelo es el producto final a partir de materiales parentales (rocas y materiales
originarios), debido a la influencia del tiempo, combinado con el clima, topografia y
organismos (flora, fauna y ser humano), como resultado los suelos pueden diferir de su
material parental en textura, estructura, consistencia, color y propiedades quimicas,
biologicas vy fisicas. (FAO, 2014)

Segun Spotito (1989, como se cité en Aleman y Guido, 2015) el suelo es un cuerpo
natural, no consolidado, compuesto por sélidos (material mineral y organico), liquido y
gases, que se caracteriza por tener horizontes o capas diferenciales, resultados de las
adiciones, pérdidas, transferencias transformaciones de energia y materiales a través del
tiempo, y cuyo espesor puede ir desde la superficie terrestre hasta varios metros de
profundidad. (p. 6)

Segun la definicion de suelo que ofrece el Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA, 1998), “el suelo es un cuerpo natural formado por una fase sélida
(minerales y materia organica), una fase liquida y una fase gaseosa que ocupa la
superficie de la tierra, organizada en horizontes o capas de materiales distintos a la roca
madre, como resultado de adiciones, pérdidas, transferencias y transformaciones de
materia y energia, que tiene capacidad para servir de soporte a las plantas con raices en

un medio natural”.
2.1.2. Generalidades del Carbén Organico

Segun Martinez (2008, como se cité en Guaman, 2018) “el carbono orgénico del
suelo (COS) es el principal elemento que forma parte de la materia organica, por esto es

comun que ambos términos se confundan o se hable indistintamente de uno u otro”
(p.23).
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2.1.2.1. Materia Organica.

La materia organica del suelo se define en los términos siguientes: “Fraccion
organica del suelo que incluye residuos vegetales en diferentes estados de
descomposicion, tejidos y células de organismo que viven en el suelo y substancia
producidas por los habitantes del suelo. La parte mas estable de esta materia organica
del suelo se llama humus (Fasbender y Bornemisza, 1994, p. 45), que comunmente es

de color oscuro.

Porcentualmente Brady y Weil (2002, como citd en Guaman, 2018) describe que
la materia orgéanica (MO) constituye aproximadamente el 5% del volumen de la fase soélida
y esté constituida por organismos (10%), raices (10%) y humus (80%). A pesar de que la
materia organica constituye solo el 2-6% del peso de la fase sdlida, tiene gran influencia

en las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo. (p. 16)

Debido a la heterogeneidad de los suelos el contenido de materia difiere un suelo
de otro, asi lo menciona Fassbender y Bornemisza (1994), la literatura explica que el
contenido de materia organica se encuentra desde trazas en suelos deseérticos hasta un
90 — 95 % en suelos turbos, cuyo contenido decrece con la profundidad en el perfil del

suelo.

Guaman (2018) explica que la cantidad de materia organica del suelo depende de
la vegetacion, el clima (temperatura, precipitacion), la textura del suelo, el drenaje del
mismo y de su laboreo. Los suelos minerales con mayor contenido de materia organica
son normalmente los suelos de praderas virgenes. Los suelos de climas calidos tienen

una menor cantidad de materia organica. (p. 20)
2.1.3. Generalidades acerca de la Norma ISO/IEC 17025:2017

La ISO/IEC 17025:2017 se ha desarrollado con el objetivo de promover la
confianza en la operacion de los laboratorios, conteniendo requisitos que permiten a los
laboratorios demostrar que operan en forma competente y que tienen la capacidad de
generar resultados validos. La aplicacion de esta normativa facilitara la cooperacion entre

los laboratorios y otras organizaciones, ayudando al intercambio de informacion y
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experiencia, asi como la armonizacién de normas y procedimientos, ademas facilita la

aceptacion de resultados entre paises.

En la ISO/IEC 17025:2017 se muestra el documento que especifica los requisitos
generales para la competencia, la imparcialidad y la operacion coherente de los
laboratorios, es aplicable a todas las organizaciones que desarrollan las actividades de

laboratorio, independientemente de la cantidad de personal.

2.1.3.1. Aseguramiento de la calidad.

La guia a la cual se rigen los laboratorios para el aseguramiento de la calidad es
la ISO/IEC 17025:2017, nombrada “requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo y calibracién”, se establece como la guia practica para la

evaluacion de la conformidad de los requisitos de calidad y competencias técnicas.

Cuando se refiere al aseguramiento de la calida, hace hincapié en el
establecimiento de protocolos demostrables por escrito, en los cuales se establecen
procedimientos de la calidad de cada una de las actividades tanto internas como externas
de los laboratorios, todo con la finalidad que los ensayos de los laboratorios cumplan

determinados requisitos que garanticen la calidad al emitir resultados analiticos.

La norma ISO/IEC 17025:2017 en el item 7.7. menciona que “el laboratorio debe
contar con un procedimiento para hacer el seguimiento de la validez de los resultados.
Los datos resultantes se deben registrar de manera que las tendencias sean detectables
y cuando sea posible, se deben aplicar técnicas estadisticas para la revision de los
resultados”. (p. 16)

Seguidamente en el item 7.7.3 de la norma, decreta que “si se detecta que los
resultados de los analisis de datos de las actividades de seguimiento estan fuera de los
criterios predefinidos, se deben tomar acciones apropiadas para evitar que se informen

resultados incorrectos” (p. 17).

En cuanto a la elaboracion del informe de resultados, en el item 7.8.1.2 indica que

“los resultados se deben suministrar de manera exacta, clara, inequivoca y objetiva y
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deben incluir toda la informacion acordada con el cliente y la necesaria para la

interpretacion de los resultados y toda la informacion exigida en el método utilizado”
(p-17).

Es importante mencionar que, en el mismo plan de aseguramiento de la calidad,
los laboratorios de quimica, principalmente los que brindan servicio analitico se esfuerzan
por validar sus métodos analiticos para luego ser acreditados con el propdsito de brindar

un resultado veraz y confiable.

2.1.4. Validacion de Métodos Analiticos

Segun las politicas para la validacion de métodos de analiticos (DOC — ONA — 12
— 001, Version N°: 01, 2012) “la validacion es el proceso establecido para la obtencion de
pruebas documentadas y demostrativas de que un método de analisis es lo suficiente
fiable y reproducible para producir el resultado previsto dentro de intervalos o parametros
definidos y para el propésito requerido. La validacién de un procedimiento consiste en
tres pasos fundamentales: 1) Establecimiento del protocolo de validacién; 2) Realizacion

de la validacion; y 3) Elaboracién del informe de validacion”. (p.7)

Zumbado (2002) afirma que “el término validacidn esta directamente relacionado
con la palabra calidad. La validacion del método analitico es el proceso que permite
establecer qué caracteristicas del funcionamiento del método analitico son adecuadas
para la aplicacion que se pretende. En este sentido es importante sefalar que para
obtener los mejores resultados deben considerarse todas las variables del método, que
incluyen la etapa de muestreo, la preparacion de la muestra, la deteccion y evaluacién

de los datos, es decir se deben considerar todas las etapas del esquema”. (p.33)

Por lo general en las validaciones de los métodos analiticos se evaltan los
siguientes parametros de desempefio; exactitud (Precision y Veracidad o Justeza),
selectividad, linealidad, sensibilidad de calibrado, limite de deteccion y limite de
cuantificacion, tolerancia o fortaleza, robustez, entre otros (Zumbado, 2002. p 33).
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2.1.4.1. Razones por laque se valida un método.

De manera general las validaciones de los métodos analiticos se realizan por
aseguramiento de la calidad del laboratorio, por exigencia de las normativas de buenas
practicas de laboratorio y por brindar al cliente resultados confiables, los cuales
adicionalmente se deben reportar con su incertidumbre adjunta, para una buena toma de

decisiones.

2.1.4.2. Politicas de Validacion de Métodos de Analiticos segun la ONA.

La Oficina Nacional de Acreditaciéon (ONA, 2012), expresa en su politica para la
validacion de métodos, que todo laboratorio interesado en validar cualquier método debe
cumplir con los requerimientos establecidos en el DOC-ONA-12-011 para la aceptacion

de dicho método.

Dentro de los requerimientos la ONA menciona que la validacion de un
procedimiento analitico debe seguir tres pasos fundamentales: establecimiento del
protocolo de validacion, realizacion de la validacion, elaboracion del informe de

validacion.
El protocolo de validacion debera contener al menos la siguiente informacion:

Debe incluir una identificacién Unica o codigo

El objetivo y alcance

Responsables de las actividades de validacion

La definicion del sistema a validar

Procedimiento para la identificacion de los pardmetros a validar
El disefio del plan experimental (incluyendo el muestreo si aplica)
Equipos y su calificacion adecuada al uso (incluye trazabilidad)
Descripcion del método

Los criterios de aceptacion.

vV V V V V V V V V VY

Debe ser especifico para cada tipo de muestra y método.
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» Debe ser firmado y fechado por las personas responsables de la validacion y

aprobacion.

Una vez que se ha aprobado el protocolo se procede a hacer la validacion de
acuerdo al mismo, aqui se incluye el proceso de calculo estadistico de los distintos
parametros evaluados, posteriormente de cumplir con los pardmetros de aceptacién se
debera de realizar el informe de validacion que explicara el paso a paso del proceso de

validacion.

El informe de validacion contendra la informacion suficiente para poder concluir

acerca de la validacion que se ha desarrollado y este debe incluir:

Protocolo de validacién (o hacer referencia al mismo a través de un codigo).
Resultados analiticos.

Resultados Estadisticos.

Interpretacion de resultados.

Conclusiones.

Declaracion de aptitud del método al uso previsto.

YV V. V V V V V

Cuando aplique el certificado de validacién el cual podréa incluir:

Analito evaluado.
Matriz o matrices ensayadas.

Técnica utilizada.

YV V V V

Documentos relacionados (protocolos, procedimientos, instrucciones

de trabajo).

A\

Rango validado.

A\

Cuadro resumen con los resultados de los parametros de desempefio

evaluados. Analistas autorizados para la realizacion del ensayo.
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Para la validacion del método analitico el laboratorio debe tener en cuenta el
establecimiento de los alcances, lo cuales se difieren en tres casos y cada caso tiene
objetivos distintos como la ONA especifica, ver en la tabla 1.

Tabla 1. Obijetivos de validacion segun el tipo de procedimiento de ensayos
Método de ensayo Objetivos de la Validacion

Caso 1: Método Comprobacion de que el laboratorio domina el ensayo y lo

Normalizado. utiliza correctamente (Verificacion)

Comprobacién de que la modificacién introducida en el

método original no afecta la capacidad del laboratorio para
Caso 2: Método proporcionar resultados confiables. Ejemplos: Cambio del
normalizado modificado o método de extraccion, otra matriz, cambios en el pH.
uno no normalizado.

Demostrar que el método proporcionado por el fabricante

es capaz de dar resultados confiables para el fin propuesto.

Caso 3: Método Comprobacion de que el método cumple con las
desarrollado/interno. caracteristicas necesarias para dar resultados confiables

para el fin propuesto.

Nota: Fuente: Tomada de las politicas de validacién de métodos de laboratorios de ensayo y calibracion,

ONA. DOC-ONA-12-011.

Caso 1: Método Normalizado: Se trata de un método de ensayo estandarizado y

normalizado, que se aplica exactamente como esta descrito en la norma/procedimiento.

Caso 2: Método normalizado modificado o no normalizado: Se trata de una
modificacion a un meétodo de ensayo normalizado o cuando se use un meétodo
proporcionado por el proveedor de un equipo o sistema analitico. Ejemplos: un método

de extraccion diferente u otra matriz, rangos distintos de trabajo.
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Caso 3: Método desarrollado / interno: Se trata de un método de ensayo
desarrollado en el laboratorio y que no se encuentra en normas u otras colecciones de

métodos.

En las tablas 2 y 3 se muestran cada uno de los pardmetros a evaluar seguin sea

el caso o el método de ensayo.

Tabla 2. Alcance de la validacion segun el tipo de procedimiento de ensayo
Métodos Normalizados
Parametros Identificaciéon Cuantificacién de Cuantificacion de Evaluacion de
componentes componentes caracteristicas
mayoritarios minoritarios o establecidas *
impurezas trazas
Selectividad / Si + + +
Especificidad
Estabilidad + + + +
analitica de la
muestra
Linealidad del No Si Si +
sistema
Linealidad del No + + +
método
Rango No + + +
Exactitud No Si Si +
Repetibilidad Si Si Si Si
Precision No Si Si Si
intermedia
Reproducibilidad No ++ ++ ++
Limite de + No No No
deteccion
Limite de No + + +
cuantificacion
Robustez + + + +

Notas: Parametros para la determinacion del alcance del método. Fuente: Tomada de las politicas de
validacion de métodos de laboratorios de ensayo y calibracién, ONA. DOC-ONA-12-011
+: Puede o no requerirse, dependiendo de la normativa de referencia o la naturaleza del analisis

++: Dependera de la disponibilidad de laboratorios.

*. En esta categoria se hace alusidn a procesos previos a la cuantificacion (ej: disolucion, liberacion de
analitos, etc) el método usado para la cuantificacién (cuando aplique) se validara de acuerdo a columnas

263.

]
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Tabla 3. Alcance de la validacion segun el tipo de procedimiento de ensayo
Métodos Normalizados Modificados o No Normalizados

Parametros Identificacién Cuantificacion de  Cuantificacion de Evaluacion de
componentes componentes caracteristicas
mayoritarios minoritarios o establecidas *

impurezas trazas

Selectividad / Si + + +

Especificidad

Estabilidad + + + +

analitica de la

muestra

Linealidad del No Si Si +

sistema

Linealidad del No + + +

método

Rango No Si Si +

Exactitud No Si Si +

Repetibilidad No Si Si Si

Precision No Si Si Si

intermedia

Reproducibilidad No ++ ++ ++

Limite de + No Si No

deteccién

Limite de No + Si +

cuantificacion

Robustez + + + +

Nota: Parametros para la determinaciéon del alcance del método. Fuente: Tomada de las politicas de
validacion de métodos de laboratorios de ensayo y calibracion, ONA. DOC-ONA-12-011

+: Puede o no requerirse, dependiendo de la normativa de referencia o la naturaleza del analisis

++: Dependeré de la disponibilidad de laboratorios.

*. En esta categoria se hace alusion a procesos previos a la cuantificacion (ej: disolucion, liberacién de
analitos, etc) el método usado para la cuantificacién (cuando aplique) se validara de acuerdo a columnas

263.

]
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2.1.5. Parametros a determinar en la validacién del método analitico

2.1.5.1. Exactitud.

“La exactitud representa la proximidad de los resultados de una medicion al
valor dereferencia o valor aceptado” (Guerreroy Herrera, 2016. p. 24). “Evallda tanto

los errores sistematicos como los aleatorios sobre los resultados (CENAM, 2005. p. 22).

Por lo general la exactitud se estudia en dos componentes: la veracidad y el
porcentaje de recobro, donde la evaluacion préactica de la veracidad se fundamenta en la
comparacion de la media de los resultados de un método con relaciébn a valores
conocidos, es decir, la veracidad se determina contra un valor de referencia y el
porcentaje de recobro debe evaluarse al menos con tres réplicas de tres niveles de

concentracion, incluidos en el rango de trabajo del método (ONA, 2012. p. 27 y 29).

Segun ONA (2012), para evaluar y decidir si la diferencia entre la media de los

resultados (X) y el valor de referencia (p) es significativa, se calcula el estadistico “t”:

7 —
tcar = (s/—\/_::) Ec.1
Donde:

teqi=t calculado

x= Valor medio de los datos

u= Valor de referencia

n= numeros de replicas

s= Desviacion estandar de datos

2.1.5.2. Precision

“Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento analitico se aplica repetidamente a diferentes alicuotas o porciones de una
muestra homogénea” (NMX-AA-115-SCFI-2001). Se determina mediante el calculo de

las desviacion estandar y estandar relativa.
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La precision es medida mediante la repetibilidad, reproducibilidad y precision
intermedia, donde la repetibilidad estudia la variabilidad del método efectuando una serie
de andlisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas (un mismo
analista, mismos aparatos y reactivos, etc.) en un mismo laboratorio y en un tiempo corto
(ONA, 2012).

Si la muestra se analiza por varios laboratorios para fines comparativos, entonces
una medida de precision mas significativa a usarse es la reproducibilidad (ésta es la
medida de precisibn mas grande normalmente encontrada, a pesar de que formalmente
se excluye la variacion con respecto del tiempo). (CENAM, 2005. p 25).

Y la precision intermedia, estudia la variabilidad del método efectuando una serie
de andlisis sobre la misma muestra, pero en condiciones operativas diferentes (diferentes

analistas, aparatos, dias, etc.) y en un mismo laboratorio (ONA,2012).
Estadisticos para la evaluacion de precision:

Deviacion estandar, este estadistico esta basado en Miller y Miller (2002).

Ec.2

Desviacion estandar relativa porcentual

RSD = = X 100% Ec.3

Ril @«

Para el caso de los calculos estadisticos en la evaluacion de la precision
intermedia se toma en cuenta lo siguiente: Se lleva a cabo la comparacién de las
varianzas mediante la prueba de Fisher, para determinar si existe o no diferencia

significativa entre las varianzas.
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F=—= Ec.4

Los célculos estadisticos involucrados en la evaluacion de la precision intermedia
(reproducibilidad) a parte que preliminarmente se lleva a cabo la comparacion de las
varianzas mediante la prueba de Fisher, posteriormente se implementa t de Student para

descartar si la diferencia entre dos medias (x; , x,) es significativa.

Miller y Miller (2002) estipula que, si las varianzas no se diferencian

significativamente, se usa la siguiente ecuacion:

X1 — X
¢t = 1 2 Ec.5
(ny— 1) s? + (n,— 1)s2 1 1
X —_—
Tl1 + nz - 2 Tl1 le

por otro lado, si las varianzas se difieren significativamente se utiliza la siguiente

ecuacion:
X — X
t= —— Ec.6
2 2
st , st
ny n;
2 2
Gt + 30
. n n
Con grados de libertad: 7 1 2 T Ec.7
S1 S2

+
nf (n, — 1) n% (n, — 1)

2.1.5.3. Linealidad.

Es la capacidad del método para producir resultados directamente proporcionales
a la concentracion o cantidad de analito en un rango definido. Se determina mediante el
tratamiento matematico de los resultados del andlisis del analito a diferentes cantidades
0 concentraciones. (Chica, Galvis y Madrid, 2007.p. 9), es decir, la sefial obtenida en el
analisis de cada muestra es igual a la concentracion, por tanto, al aumentar la

concentracion aumenta la sefal.
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Para el calculo de linealidad se usa la metodologia de los minimos cuadrados,
donde el criterio de los minimos cuadrados esta disefiado para brindar una recta ajustada
que resulte en la cercania entre la recta y los puntos graficados (Walpole, 2012. p. 397).
La linealidad obedece a la forma de la ecuacion de la recta, la cual es de primer orden y

se expresa de la siguiente manera:
y =a + bx Ec.8
Donde a es el intercepto y b es la pendiente de la recta.

Para el célculo del intercepto (a) y la pendiente de la recta (b) se usan las

siguientes ecuaciones:

_Zyix - 3xTay

A = (Rx)? Ec.9
_nYxy — Lx)y
b = S ) Ec.10

En una gréfica se encuentra en la variable x las concentraciones y en la variable
y la respuesta o sefial del analito, y para calcular el grado de relacion entre las variables
x y y se calcula mediante la siguiente ecuacion estadistica, llamada coeficiente de

correlacion (r):

nyxy — Xxxy

r= Ec.11
Vi Xx2 = Z0D" Xy — X))

El cuadrado del coeficiente de correlacion se denomina coeficiente de
determinacion e indica la proporcion de la varianza total de y, que es explicada por el

modelo lineal de regresién y se calcula de la siguiente manera.

r? = (r)? Ec.12
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Para la evaluacion de la linealidad, se somete a prueba t — student el coeficiente
de correlacion (r), pendiente (b), y el intercepto (a), donde se compara el t - calculado
con el valor tabulado al nivel de significancia del 95%, utilizando un contrastes t de dos
colas y n-2 grados de libertad (ver tabla de grados de libertada en anexo 7), con el fin de
demostrar estadisticamente si el método es lineal o no. A continuacion, se muestran las

ecuaciones involucradas en los contrastes estadisticos “t” para cada variable:

» Segun Miller y Miller (2002), para descartar que si la correlacién entre la
variacion de la sefial analitica y la variacion de la concentracion si 0 no es
significativa se aplica el siguiente estadistico de prueba al coeficiente de
correlacion:

t = |T|— “(n_z) Ec.13

(1 -r?

» Para determinar si la pendiente (b) si 0 no se diferencia significativamente de

cero se emplea el siguiente estadistico (ONA, 2012):

|b|
tcalaculado = S_ Ec.14
b

» De igual manera el intercepto (a), para determinar que si el intercepto si 0 no
se diferencia significativamente de cero se utiliza un estadistico de pruebas, el
cual es siguiente (ONA, 2012):

lal
tealculado = S_ Ec.15
a

Para la operacion de la ecuacion 14 necesita el valor de la desviacion de la
pendiente, de igual manera la ecuacion 15 pide el valor de la desviacion del intercepto,
donde ambos deben ser calculados, en estos valores se encuentran los llamados errores

aleatorios. Segun Miller y Miller (2002) “los errores aleatorios en los valores de la
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pendiente y ordenada al origen (intercepto) son importantes, considerandose ahora las
ecuaciones utilizadas para calcularlos. En primer lugar, se debe calcular es estadistico

Sy/x » que estima los errores aleatorios en la direccién y con la siguiente ecuacion:

1O — 9)°
Sy/x = # Ec.16

La ecuacion 16 es claramente similar a la forma de la ecuacion de la deviacion
estandar de una aserie de medidas repetidas, pero difiere en que las desviaciones, (y; —
¥i), se sustituyen por los residuos, (y; — ¥;), conteniendo en el denominador el termino
(n —2)envezde (n — 1), para reflejar el hecho que de dos puntos solo puede obtenerse

una linea recta (Miller y Miller, 2002).

Una vez obtenido un valor de s, /,, usando las siguientes ecuaciones se puede
calcular las desviaciones estandar de la pendiente (s;)

S
s, = y/x Ec.17

VI — X;)?

y la desviacion estandar de la ordena en el origen o intercepto (s,)

o — s I X’ Ec.18
“T R In3 - X)? '

2.1.5.3.1. Limite de Deteccion y Cuantificacion.

La ONA (2012) menciona 5 formas de determinar ambos limites:
a) Relacion sefal-ruido. (aplica a métodos instrumentales)
b) Estudio de la menor cantidad detectable.
c) Estimacién del limite de deteccion mediante el valor de la ordenada en el

origen expresada en unidades de concentracion.
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d) Andlisis repetido del blanco de la muestra.
e) Determinacion por extrapolacion a concentraciones cero de muestras
conteniendo

f) bajas concentraciones de analito.

» Limite de Deteccién

La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada define al Limite de Deteccion
como un “numero expresado en unidades de concentracion (o cantidad) que describe el
mas bajo nivel de concentracion (o cantidad) de un sustancia que puede determinarse
como estadisticamente diferente del blanco analitico”, y segun The American Chemical
Society “se refiere al limite de deteccion como la mas baja concentracién de un analito
(no necesariamente es cuantificable) que un procedimiento analitico puede detectar
fidedignamente”.

Segun la metodologia (Miller y Miller, 2002), el LOD se calcula con la siguiente

ecuacion:
LOD = yg +3sp Ec.19
Donde:
yg: Sefial del blanco.

Sg: Desviacion estandar del blanco.

El INS (2014) menciona que si se quiere realizar el calculo del limite de deteccion
desde un ensayo de linealidad, se aplica la misma férmula definida anteriormente, solo
se reemplazan los siguientes términos: y; (sefial media de los blancos de reactivo) por
la ordenada al origen (a) y Ss (desviacidén estandar de las lecturas de los blancos de
reactivo) por el error tipico (S /5 (p.47), quedando expresas la ecuacion 19 de la siguiente

manera:
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LOD = a + 3 Sy Ec.20

Donde:
a: Intercepto u ordenada al origen.

3: IUPAC indica que el valor 3 corresponde a un nivel de la confianza de cerca del
90 %.

Sy/x: errores aleatorios en la direccion “y”.

» Limite de Cuantificacién

Es el limite de cuantificacion estrictamente es la concentracion mas baja de analito
gue puede ser determinada con un nivel aceptable de precision de repetibilidad y de
veracidad, dicho de otra manera, son caracteristicas del desempefio que marcan la
habilidad de un proceso de medicién analitica para cuantificar adecuadamente un analito.
(Guia EURACHEM, 1998.p. 25-61).

Segun la metodologia (Miller y Miller, 2002), para el calculo del LOQ se utiliza la

siguiente ecuacion:
LOQ = yg +10sp Ec.21
Donde:

yg: Sefal del blanco.

sg: Desviacion estandar del blanco.

La ONA (2012) sugiere que para la evaluacion del LOQ se analicen una serie de
blancos de la muestra (n = 10), cabe destacar que las determinaciones mdultiples del

blanco consumen mucho tiempo.
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Por ende, cuando se utiliza una recta de regresion, es adecuado para la

estimacion del limite de deteccion utilizar s, en lugar de s y de igual manera el valor

de a, la ordenada al origen calculada, se puede utilizar como estimacion de yg (Miller y
Miller, 2002. p. 127), la ecuacion para el calculo de LOQ se representa de la siguiente

manera:

LOQ = a + 10y, Ec.22

Donde:

a: Intercepto u ordenada al origen.
10: valor propuesto por La IUPAC.
S

y/x €rrores aleatorios en la direccion “y".

2.1.5.4. Incertidumbre.

La incertidumbre describe un intervalo dentro del cual se espera que se encuentre
la cantidad medida, teniendo en cuenta todas las fuentes de error, la GUM (2008),
conceptualiza incertidumbre como un “Parametro asociado al resultado de una medicion,
que caracteriza la dispersion de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos

al mensurando”.
Notas de la guia:

» El parametro puede ser, por ejemplo, una desviacion tipica (o un multiplo de

ella), o la semi amplitud de un intervalo con un nivel de confianza determinado.

» La incertidumbre de medida comprende, en general, varias componentes.
Algunas pueden ser evaluadas a partir de la distribucion estadistica de los
resultados de series de mediciones, y pueden caracterizarse por sus
desviaciones tipicas experimentales. Las otras componentes, que también
pueden ser caracterizadas por desviaciones tipicas, se evallan asumiendo
distribuciones de probabilidad, basadas en la experiencia adquirida o en otras

informaciones.
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» Se entiende que el resultado de la medicion es la mejor estimacion del valor

d

el mensurando, y que todas las componentes de la incertidumbre,

comprendidos los que provienen de efectos sistematicos, tales como las

componentes asociadas a las correcciones y a los patrones de referencia,

contribuyen a la dispersion. (p. 4)

2.1.5.4.1. Evaluacion de la Incertidumbre.

La norma ISO/IEC 17025 (2017), en el item 7.6.1, dicta que los laboratorios deben

identificar las contribuciones a la incertidumbre de medicién. Cuando se evalla la

incertidumbre de medicién, se deben tener en cuenta todas las contribuciones que son

significativas, incluidas aquellas que surgen del muestreo, utilizando los métodos

apropiados de analisis. (p. 15)

Nota: Para la evaluacion o estimacion de la incertidumbre asociada a los

resultados obtenidos se utiliza la guia GUM.

2.1.5.4.2. Fuentes de incertidumbre.

En la préactica existen numerosas fuentes posibles de incertidumbre en una

medicion, G

a)
b)
c)

d)

f)
9)

Garcia & Ur

UM (2008) mencionan las siguientes:

Definicion incompleta del mensurando;
Realizacion imperfecta de la definicién del mensurando;
Muestra no representativa del mensurando, la muestra analizada puede no

representar al mensurando definido;

Conocimiento incompleto de los efectos de las condiciones ambientales
sobre la medicion, o medicidbn imperfecta de dichas condiciones
ambientales;
Lectura sesgada de instrumentos analégicos, por parte del técnico;
Resolucidn finita del instrumento de medida o umbral de discriminacion;
Valores inexactos de los patrones de medida o de los materiales de
referencia;
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Valores inexactos de constantes y otros parametros tomados de fuentes
externas y utilizados en el algoritmo de tratamiento de los datos;
Aproximaciones e hipGtesis establecidas en el método y en el
procedimiento de medida;

Variaciones en las observaciones repetidas del mensurando, en

condiciones aparentemente idénticas. (p.8)

2.1.5.4.3. Procedimiento de Evaluacién y Expresion de la

Incertidumbre.

n la GUM (2008) para evaluar y expresar la incertidumbre del resultado de

una medicidn se siguen los siguientes pasos, las cuales se enumeran a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Garcia & Ur

Expresar mateméticamente la relacion existente entre el mensurando Y y
las magnitudes de entrada X; de las que depende Y segun ecuacion Y =
L C.CTP. CHT. ,Xy). La funcién f debe contener todas las magnitudes,
incluyendo todas las correcciones y factores de correccién que pueden
contribuir significativamente a la incertidumbre del resultado de medicién.
Determinar x;, el valor estimado de la magnitud de entrada X;, bien a partir
del andlisis estadistico de una serie de observaciones, bien por otros
métodos.

Evaluar la incertidumbre tipica u (x;) de cada estimacion de entrada x;.
Evaluar las covarianzas asociadas a todas las estimaciones de entrada que
estén correlacionadas.

Calcular el resultado de medicidn; esto es, la estimacién y del mensurando
Y, a partir de la relacién funcional f utilizando para las magnitudes de
entrada X; las estimaciones x; obtenidas en el paso 2.

Determinar la incertidumbre tipica o estandar combinada u. (y) del
resultado de medida y, a partir de las incertidumbres estandar y covarianzas
asociadas a las estimaciones de entrada. Si la medicion determina

simultdneamente mas de una magnitud de salida, calcular sus covarianzas.
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7) Sies necesario dar una incertidumbre expandida U.
8) Documentar el resultado de medicién y, junto con su incertidumbre estandar

combinada u. (y), o su incertidumbre expandida U.
2.1.5.4.4. Tipos de Incertidumbre.

En diferentes bibliografias consultadas se menciona que hay tres tipos de
incertidumbre: incertidumbre estandar, incertidumbre estandar combinada e
incertidumbre expandida, la GUM (2008) agrupa los componentes de incertidumbre
estdndar en dos categorias segun el método de evaluacion Ay B y a su vez la
incertidumbre estandar tipo B, se encuentra en tres tipos de distribuciones; rectangular,

triangular y normal.

La GUM (2008) aclara que el propdsito de la clasificacion en Tipo A y Tipo B, es
indicar las dos formas diferentes de evaluar las componentes de incertidumbre, a efectos
Unicamente de su andlisis; la clasificacion no trata de indicar que exista alguna diferencia
de naturaleza entre las componentes resultantes de ambos tipos de evaluacion. Los dos
tipos de evaluacién se basan en distribuciones de probabilidad, y las componentes
resultantes tanto de uno como del otro tipo de evaluacion se cuantifican mediante

varianzas o desviaciones tipicas. (p. 8)

1. Incertidumbre estandar

Segun la GUM (2008) la incertidumbre estandar es “la incertidumbre del resultado

de una medicion expresada como una desviacion estandar y se denota como u(x;)”.

a) Incertidumbre tipo A

La incertidumbre tipo A es “la evaluacién de un componente de incertidumbre de
mediciones por analisis estadisticos de valores de cantidades bajo condiciones de
medicion definidas” (EURACHEM / CITAC, 2012 como se cité en Aleman Y Guido 2015,
p. 26).
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Segun Chacon (2004. p 18), para obtener el analisis de la incertidumbre estandar
de tipo A se pueden ejecutar llevando a cabo un numero de mediciones independientes
con el fin de calcular la media aritmética y el desvio estandar de la media, esta

incertidumbre se evalla directamente a partir del desvio estandar de la media:

—\ 2

u(x) = sz = Y Ec.23
u(x) = = Ec.24
Vn

b) Incertidumbre tipo B

Segun Chacén (2004), la Incertidumbre tipo B puede ser asociada con efectos
sistematicos o con efectos aleatorios. En el caso de obtener un dato de entrada que no
ha sido derivado durante el proceso de medicidn, de observaciones repetidas se evalla
a partir del juicio y criterio cientifico basado en toda la informacién disponible sobre la

posible variabilidad de ese dato.

El uso adecuado de la informacién disponible, es una habilidad que esta basada

en la experiencia y el conocimiento general, la informacion comprende:

» Datos de mediciones anteriores.

» Experiencia sobre el conocimiento general de las caracteristicas, el
comportamiento y las propiedades de los materiales e instrumentos
relevantes.

» Especificaciones de los fabricantes.

v

Datos obtenidos de los certificados de calibracion y otros tipos de certificados.
» Incertidumbres asignadas a datos de referencia tomados de manuales. (p. 19
y 20)
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» Distribuciéon Rectangular

Figura 1. Forma geométrica de la distribucion rectangular.

2a(=ta)

1/(2a)

a- we=-a/3 e =- a3 a+

Fuente: Modificada de la guia GUM, 2008, p.20.

Esta incertidumbre esta dividida en distribucién tanto rectangular simétrica y

rectangular asimétrica respectivamente.

» Distribucion rectangular simétrica

Segun Chacon (2004.p. 23-23), en algunos casos puede que sea posible estimar
solo los limites tantos superiores como inferiores para X;, en particular para establecer la
probabilidad de que el valor de X; este dentro del intervalo a, hasta a_ para todos los
propasitos practicos es igual a uno y la probabilidad de X; caiga fuera de ese intervalo es

esencialmente cero.

Si no existe un conocimiento especifico acerca de los posibles valores de X;
podriamos suponer gue es igualmente probable para X; tomar cualquier valor dentro del
intervalo. Entonces X; es el punto medio del intervalo o sea X; = a,+ a_ /2 y con varianza

asociada, s> = (ay; — a_)? /12, laincertidumbre sera:

(ay — a_)?

Ec.2
17 c.25

u(X;) =
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si la diferencia entre los limites a, — a_, se denota por 2a entonces la Ec.25 se

(2a)2

2 2
convierte en: u(X;) = J - \/(41'12) = % guedando denotada finalmente esta

distribucion con la siguiente ecuacion:

u(X;)) =— Ec.26

Sil e

» Distribucién rectangular asimétrica

EURACHEM (1998) se usa cuando los limites superior e inferior, +a
y —a respectivamente, del argumento X; podrian no ser simétricos con respecto a la mejor
estimacion de X;, por tanto, la distribucion de la probabilidad de X; no puede ser uniforme
en todo el intervalo (ej. La resolucion de una balanza analitica es 0.1 mg), la ecuacion

para esta distribucion se denota de la siguiente manera:

u(Xi) = ﬁ Ec.27

» Distribucion Triangular

Figura 2. Forma geométrica de la distribucion triangular

2a(=+a)

1/a

SRR

l.lx:'af\ffg l-lx:'a-/\"’E a+

Fuente: Modificada de la guia GUM, 2008, p.20.

]
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En esta distribucion se usa cuando la informacion disponible referida a X; esta mas
delimitada que en una distribucion rectangular, por ende, en muchos casos es razonable
reemplazar la distribucidon rectangular simétrica con una distribucién triangular, de tal

manera que X; o el valor esperado tiene una varianza asociada:

2
a
2(X) = ( 6) Ec.28
representando la Ec.28 en forma de u (X;) se denota de la siguiente manera:
a
u(X;) = —= Ec.29

V6

Esta distribucion debe usarse cuando el analista tenga un conocimiento previo que
justifique su utilizacion, por ejemplo, en el uso de los materiales volumétricos clase A la
experiencia dice que el volumen vertido o contenido por €l mismo estd mas cerca del
valor nominal que fuera de él. Chacon (2004.p.25)

> Distribucion Normal

La forma de esta distribucion esta directamente vinculada con la forma de la
campana de Laplace — Gauss. La distribucién normal en la mayor parte de los procesos
de medicion describe mejor lo observado, su funcién de densidad de probabilidad es la

siguiente:

1 [ 1,x —p 2

= — —= Ec.

f () Gexp _ 2( - )] c.30
Figura 3. Forma de la grafica de los valores que se distribuyen de manera normal.

Wy - O M, + C

Fuente: Modificada de la guia GUM (2008, p.19)
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Ddnde: u es la esperanza matematica y o es la desviacion tipica o estandar de

la distribucién normal.

Si la estimacion de X; se toma de la especificacion del fabricante, de un certificado
de calibracién, manual u otra fuente y su incertidumbre asignada se establece como un
multiplo particular de una desviacion estandar, la incertidumbre estandar u (X;) es
simplemente el valor asignado dividido por el multiplicador y la varianza estimada u?(X;)

es el cuadrado de dicho cociente (Chacon, 2004. p. 20)

Aleman y Guido (2015. p. 26) mencionan los casos que debe usarse esta

distribucion:

Esta distribucion se debe usar cuando se haga un estimado a partir de

observaciones repetidas de un proceso que varia aleatoriamente.

u(x)=s Ec.31

Ademas, se debe usar cuando se dé una incertidumbre en forma de una

desviacion estandar s
ux)=s Ec.32

0, una desviacién estandar relativa, s/X,

ux) = X (5) Ec.33

0 un porcentaje de coeficiente de variacion %CV sin especificar la distribucion.

%CV)

Ec.34
100 ¢

u(x)=X<
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Y por ultimo se debe usar cuando se dé una incertidumbre en forma de intervalos

de confianza de un 95% (u otro) sin especificar la distribucion.

C
u(x) = 5 (Para € 95%) Ec.35

C
u(x) = 3 (Para € al 99,7%) Ec.36
2. Incertidumbre Estandar Combinada

Segun Garcia (2003), es la incertidumbre estandar del resultado de un andlisis
cuando éste es obtenido de una combinacién de valores de otras cantidades y es igual a
la raiz cuadrada positiva de una suma de términos, estos términos pueden ser la varianza

o la covarianza. La expresion matematica es la siguiente:

U = J uf + us + us...... Ec.37

En la pagina 22 de la misma guia GUM (2008), explica que la incertidumbre tipica
0 estandar combinada u, (y) es una desviacion tipica estimada y caracteriza la dispersion
de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos al mensurando Y. La
incertidumbre estandar combinada U, (y) es la raiz cuadrada positiva de la varianza

combinada UZ(y) dada por:

ui(y) = i [;—)];]2 u?(x) Ec.38

Donde:

] - e a : . .
[% = es un coeficiente de sensibilidad evaluado como, %, la diferencia parcial
i i

de f con respecto de X;. f: = Es la funcion dada en la siguiente ecuacion Y =
i C.C. CT ,Xy). Cada u(X;)= es una incertidumbre tipica evaluada ya sea
de Tipo A o Tipo B.
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La Ec.38 es valida solamente si las magnitudes de entrada X; son independientes

0 no correlacionadas.

Si algunas de las X; estan correlacionadas significativamente, es imprescindible
tener en cuenta las correlaciones. Cuando las magnitudes de entrada estan
correlacionadas, la expresién adecuada para la varianza combinada u?2(y) asociada al

resultado de medida es:

N N af f N-1 N af af
- Zz_xa_”(x“xf) _Z[a ] W) + 2 Z ax; o (0 ) Fe.39

i=1j=1 i=1 j=i+1

Donde: x; y x; son las estimaciones de X; y X;, ¥ u(x;,x;) = u(x;,x;)es la
covarianza estimada asociada a x; yx;. El grado de correlacion entre

x; y x;viene dado por el coeficiente de correlacion estimado r (x;,x;) =
u (xi,xj)

TGou) donde r (x;,x;) =7 (x5, x;) Y -1 sr (x;,x) s+ 1. Si las estimaciones

x; y x; son independientes, r (x;,x;) = 0y una variacion en una de las dos no

implica una variacion en la otra.

En término de covarianza la Ec.39 puede escribirse en funcién de los coeficientes

de correlacidon, mas facilmente interpretables que las covarianzas, como:

2 z z 6_ = u () u(x;) r (x;, %) Ec.40

i=1 j=i+1

Reemplazando términos la Ec.39 queda expresada se la siguiente manera:

(y)—Z[a—] u?(x) + 2 Z OF O epuey —025) g4y

= l+1axl ij u (x;) u(x;)
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Pero en caso muy particular en el que todas las estimaciones de entrada estén

correlacionadas con coeficiente de correlacion r (x;, x;) = + 1, la Ec.41 se reduce a:

2

N
ué(y) = [z a—f ] Ec.42
=1

Tanto la Ec.38 como la Ec.39 son empleadas para calcular la incertidumbre
estandar combinada, la Ec.38 para magnitudes de entrada no correlacionadas y la Ec.39
para magnitudes correlacionadas, ambas estan basadas en un desarrollo en serie de
Taylor de primerordende Y = f (X{,X5.ve....... ,Xy), entorno al valor esperado expresan
a lo que se le denomina ley de propagacién de incertidumbres. (GUM, 2008, pp. 11 — 24
- 57)

Segun la GUM (2008), la adopcién de una interpretacion de la probabilidad
fundamentada en el grado de credibilidad, la desviacion estandar (incertidumbre
estandar) y la ley de propagacion de la incertidumbre como bases para evaluar y expresar

la incertidumbre de medida, posee tres ventajas distintas (p.59):

La ley de propagacion de la incertidumbre permite la facil incorporacién de la
incertidumbre tipica combinada de un resultado Unico, a la evaluacion de la incertidumbre

tipica combinada de otro resultado para cuya obtencion se requiere el primero.

No es necesario clasificar las componentes en “aleatorias” o “sistematicas” (o de
cualquier otra manera) a la hora de evaluar la incertidumbre, puesto que todas las

componentes de la incertidumbre son tratadas de la misma forma.
3. Incertidumbre expandida

Segun la GUM (2008), la incertidumbre expandida se denomina incertidumbre
global y se representa como U, magnitud que define un intervalo alrededor del resultado
de una medicion que puede esperarse para abarcar una fraccion grande de la distribucion

de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos al mensurando. (p. 5)
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Esta incertidumbre se obtiene multiplicando la incertidumbre estandar combinada

u.(y) por un factor de cobertura k:
U=k * u.(y) Ec.43

Donde el valor de cobertura k es un factor numérico utilizado como multiplicador
de la incertidumbre estandar combinada, para obtener la incertidumbre expandida, se

representa como k, . El valor del factor de cobertura k se elige en funcion del nivel de

confianza requerido para el intervalo y - U <Y <y + U. En general, k toma un valor entre
2 para un nivel de confianza (p) de 95% y 3 para un nivel de confianza de 99%. (GUM,
2008, p. 5 - 27 - 28).

Segun la GUM (2008), el proposito de la incertidumbre expandida U es
proporcionar un intervalo en torno al resultado de medida, que pueda contener una gran
parte de la distribucibn de valores que razonablemente podrian ser atribuidos al

mensurando. (p. 9)

]
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2.2. ANTECEDENTES

Los siguientes antecedentes estan vinculados con la tematica de la investigacion,
la es la validacion del método volumétrico de Walkey y Black para determinar carbono

organico en suelo.

Internacionales

En Quito - Ecuador en el afio 2016, en el laboratorio de Suelos, Foliares y Aguas
de la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro (AGROCALIDAD),
Méndez realizé la investigacion que se titula: “Validacion del método analitico Walkley y
Black de materia organica en suelos arcillosos, francos y arenosos del Ecuador-
Tumbaco, donde se plantedé como obijetivo validar el método analitico de Walkley y Black
de materia organica facilmente oxidable en suelos arcillosos, francos y arenosos del
Ecuador, los parametros que de desempefio que cuantificd el investigador son los
siguientes: limite de deteccion y cuantificacion, Exactitud, Precision e incertidumbre

asociada al método.

El investigador Méndez obtuvo los siguientes resultados: el limite de deteccion
(LD) fue de 0,40 %, donde explica que se encuentra dentro del rango 0,1 a 0,5 %,
propuesto por Agrocalidad. El porcentaje de recuperacion del material de referencia
certificado fue de 85,92 % el cual se encuentra dentro del rango 80 a 120 %. El porcentaje
de error de repetibilidad fue menor al 7 % en todas las repeticiones, el cual cumple con
la precision del método empleado, propuestos en Agrocalidad, el porcentaje de error en
la reproducibilidad fue menor al 10 % en todas las repeticiones, lo cual cumple con la
precision del método empleado, propuestos en Agrocalidad. El porcentaje de
incertidumbre de medicion mediante el método analitico de Walkley y Black para el

contenido de materia organica fue < 15 %,

En 2016, Méndez validé el método analitico de walkley y black en materia organica
en suelos arcillosos, francos y arenosos del ecuador, encontrando los resultados

siguientes: el limite de deteccién (LD) calculado mediante el método analitico fue de 0,40
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%, que se encuentra dentro del rango 0,1 a 0,5 %, propuesto en la validacion, el
porcentaje de recuperacion del material de referencia certificado fue de 85,92 % el cual
se encuentra dentro del rango 80 a 120 % propuesto en la validacion, el porcentaje de
error de repetibilidad fue menor al 7 % en todas las repeticiones, el cual cumple con la
precision del método empleado, propuestos en Agrocalidad, el porcentaje de error en la
reproducibilidad fue menor al 10 % en todas las repeticiones, lo cual cumple con la
precision del método empleado, el porcentaje de incertidumbre de medicién mediante el
método analitico para el contenido de materia organica fue < 15 %, el cual se encuentra

en el rango propuestos por Agrocalidad.

Finalmente, el investigador con base a los resultados obtenidos, el método de
ensayo PEE/SFA/Q9, para la determinacion de Materia Organica en muestras de suelos
mediante el método de Walkley y Black realizado en el laboratorio de Suelos, Foliares y

Aguas de Agrocalidad, lo declara validado con éxito (Méndez, 2016).

En Ecuador, en el afio 2018, en el laboratorio de suelo de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad de Cuenca, Guaman realiz6 una investigacion titulada
“validacion del método para determinar materia organica en el suelo por medio de la
técnica de Walkley And Black”. En cumplimiento de la norma NTE INEN-ISO/IEC
17025:2005, el objetivo de la investigacion fue validar el método de andlisis de materia
organica en suelo por la técnica de Walkley y Black, donde los parametros de eficiencia
que evalué el investigador fueron; repetibilidad, reproducibilidad, exactitud, precision,

limite de deteccién y de cuantificacion.

Como resultados el investigador obtuvo los siguiente: un porcentaje de
recuperacion 87,57 %, donde expresa que esta dentro del rango de aceptacion el cual
estd entre 85% y 105%, ademas menciona que el valor del limite de deteccion es
0,0567% y el de cuantificacion de 0,189 %, el calculo del porcentaje del coeficiente de
variacion para la repetibilidad es de 2.172% y de reproducibilidad de 2.054 %, afirmando
que los parametros de eficiencia cumplen con el objetivo del criterio de aceptacion
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planteado para la validacion del método. Guaman indica que en la metodologia no aplica
el calculo de linealidad, debido a que el método no tiene la capacidad de obtener
resultados analiticos proporcionales a la concentracion del analito, ademas menciona que

debido a las limitaciones de tiempo de trabajo se excluye el calculo de la incertidumbre.

Con los resultados de andlisis obtenidos, el investigador declara, que el método
de ensayo para la determinacion de Materia Organica en una muestra de suelo por la

técnica de Walkley Black fue validado con éxito (Guaman, 2018).
Nacionales

A nivel nacional no se encontraron registros de investigaciones académicas y
publicaciones de laboratorios en las cuales se haya validado el método volumétrico de
Walkley y Black para la determinacién de carbono organico en muestras de suelo;
solamente determinaciones de materia organica por tesistas que publicaron sus

resultados de investigacion.
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2.3. HIPOTESIS

En las condiciones en que se desarrolla el instructivo de trabajo para la
determinacion de carbono organico empleando el método volumétrico de Walkley y Black,
permitird el cumplimiento de los requisitos requeridos por la ONA en cada uno los
parametros de validacién e incertidumbre.
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3.1. DISENO METODOLOGICO

3.1.1. Descripcion del ambito de Estudio

» Area geogréafica

La validacion del método Figura 4. Macro y microlocalizacion del

analitico de Walkley y Black para la  Laboratorio LABSA — UNA, Managua

determinacién de Carbdn Orgénico,
se realiz6 en el Laboratorio de Suelo
y Agua de la Universidad Nacional
Agraria (LABSA/UNA cede central
Managua), ubicado con Nicaragua
coordenadas UTM 1342948.08 N
590989.04 E, en el kildbmetro 12 %

carretera Norte. El laboratorio es

epartamento: Municipio:
Managua Managua

una unidad que se fund6 con el
objetivo de apoyar y fortalecer la
docencia, la investigacion y la

extension, contribuyendo de esta

manera con la formaciéon de los

0 510 20 30 40  Leyenda
O e mkKm @ Ubicacion-LABSA-UNA

futuros profesionales de la rama

agropecuaria.

> Area académica

Con base a la tematica, metodologia empleada y los objetivos planteados, la
investigacion se encuentra vinculada a la linea de investigacion de la carrera de Quimica
Ambiental, especificamente con el area académica de Quimica, a través de la linea de
Métodos de Analisis Quimico Ambiental, con la temética de interés establecida en
validar, verificar métodos analiticos para determinar parametros fisicos — quimicos

en el suelo.

]
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3.1.2. Tipo de estudio

Para la identificacion del tipo de estudio y clasificacion de la investigacion se
recurre a la clasificacion y niveles plasmados por (Hernandez, Fernandez, & Baptista,
2010y 2014), (Tamayo y Tamayo, 2004) y (Piura Lopez, 2008).

Segun Hernandez Sampieri (2014), se considera que la investigacion posee un
enfoque cuantitativo, debido a que los datos generados en la validacion son producto
de mediciones, se representan mediante nimeros (cantidades) y se deben analizar con
herramientas estadisticas, con la finalidad que permitan la resolucion de resultados
veridicos y confiables.

» Alcance de la investigacion

Hernandez, Fernandez, & Baptista (2014) definen los niveles de investigacion a
partir de las bases del tema de interés segun localizacién y el alcance de la misma por la
interpretacion de los resultados. Por lo antes mencionado, el presente estudio es de
caracter inicialmente exploratorio, puesto que a nivel nacional no se encontraron registros
de investigaciones que cuenten con la validacion del método volumétrico de Walkley y

Black para la determinacion de carbono organico en muestras de suelo.

A su vez, tiene un alcance descriptivo, por el hecho de desagregar las variables
con el objetivo de estudiarlas de forma independiente para interpretar y describir el
comportamiento de las mismas en la ejecucién del método a validar, es decir, que pueda

cumplir con los requerimientos de la ONA, para futura acreditacion de LABSA.

> Seqgun la recoleccién de datos y orientacion en el tiempo

Tamayo y Tamayo (2004) explican la categoria de estudio segun el momento en
gue se recolectan los datos y se lleva a cabo la investigacion. En funcion de la recoleccion

de datos, la investigacion es de caracter prospectivo, ya que, los datos se obtuvieron
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durante la fase de campo, ademas, corroborando con Piura Lopez (2008), segun la
orientacion en el tiempo la investigacion es de corte trasversal; dado que para realizar el

ensayo de validacion se comprendié en un solo periodo de tiempo.
3.1.3. Poblacién y Muestra

3.1.3.1. Poblacién.

La poblacion se define como la parte del universo que se desea estudiar de forma
general (Piura Lopez, 2008). Por lo tanto, se ha definido como poblacion de investigacion
a todos los materiales de referencias de suelo que tiene WEPAL empleados en el area

analitica e instrumental para determinar carbono organico en suelo.

3.1.3.2. Muestra

La muestra segun Piura Lépez (2008) esta definida como la parte de la poblacion
que se aisla para ser estudiada. Por ende, se designa como muestra de estudio el
material de referencia proveniente de WEPAL, lote de tres concentraciones diferentes

(Nivel bajo, medio y alto) para validar el método volumétrico de Walkley y Black.

Tabla 4. Muestras del material de referencia utilizado en la validacién

Céd Wepal Concentracion del MR (C.org (g/kg))
Nivel bajo 866 8,77
Nivel medio 860 21,40
Nivel alto 854 35,40

3.1.3.2.1. Criterios de Inclusion.

Los criterios de inclusion de la muestra se definen en base a la variable que se

sometera a manipulacion, la cual es:

» Muestras de carbono organico provenientes de la WEPAL.
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3.1.3.2.2. Criterios de Exclusion.

Los criterios de exclusidn de la muestra se definen en base a las variables que no

se someteran a manipulacion, las cual son:

» Muestras pertenecientes a organismos diferentes a WEPAL.

» Muestras de suelo no certificadas.

3.2. Variables y Operacionalizacion

3.2.1. Variables Independientes

Muestra de carbdén organico.
Exactitud.
Precision.

Linealidad.

vV V V V V

Incertidumbre.

3.2.2. Variables Dependientes

» Validacion del método volumétrico de Walkley y Black.

3.2.3. Operacionalizacién de las variables

Tabla 5. Operacionalizacion de las variables
Variables Definicion Indicadores Valores Unidad de
operacional medida
Concentracion
Carbono detectada Bajo (Cod. 866). 8,77
Organico empleando el Medio (Cod. 860). 21,40 a/kg
método Alto (Cod. 854). 35,40

volumétrico de
Walkley y Black.

]
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Refleja el grado
de identidad de
los valores El texpe < tiab para
Exactitud analiticos comprobar que el  90-110% %
obtenidos con el meétodo es exacto.
método y el
contenido real
del analito en la
muestra.
Es una medida Repetibilidad
de cuan cerca Intradia.
estan los Repetibilidad
Precision resultados entre interdia. Cv<b %
Si. Repetibilidad
interlaboratorio.
Reproducibilidad.
Habilidad del
método para
obtener r>0.99r?>0.98
Linealidad resultados de la tintercepto <t tabulado R?=0.9999  Adimensional
prueba t pendiente > 1 tabulado
proporcionales a
la concentracion
del analito
Parametro Incertidumbre
asociado al estandar.
Incertidumbre  resultado de una Estandar
medida. combinado. o/kg
Incertidumbre
expandida.

3.3.

Materiales y métodos

3.3.1. Materiales para Recolectar Informacién.

Dentro de los materiales para la recoleccion de la informacién se mencionan los
siguientes: fichas de articulos cientificos, fichas de resumen, fichas de cita textual,

formatos de registro de datos.

Los materiales para acopiar la informacion bibliografica se clasifican en fuentes de

informacion primaria y secundaria, dentro de las fuentes de informacion primaria usadas
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para la recoleccion de la informacion estan; libros y documentos sobre normativas y
dentro de las fuentes de informacion secundaria se destacan; articulos cientificos,
revistas cientificas, paginas web, tesis de grado y postgrado, publicaciones de sitio web,
revistas cientificas e informes técnicos. Cabe destacar que toda la documentacion

utilizada y consultada esta directamente vinculada con la tematica.

3.3.2. Materiales para Procesar la Informacion.
Los materiales para procesar la informacion son los siguientes programas:

» Microsoft Office Word 2019: software utilizado para el procesamiento de textos
y edicion del documento.

» Microsoft Office Excel 2019: Para el tratamiento estadistico de los datos y
obtener resultados.

» Minitab 20.3 dltima aversiéon 2021 full version: Para generar grafico de
linealidad.

» Google Earth Pro version 7.3: Para representar la ubicacion del laboratorio,
segun sus coordenadas geograficas UTM registradas.

» ArGis ArcMap 10.2: Para confeccionar los mapas de macro y micro
localizacion.

» Computadoras (DESKTOP — 6AVUGS5C DELL Intel cori5 y MacBook Air).

3.3.3. Materiales, Equipos y reactivos respectivamente del laboratorio

Materiales
e Termo hidrometro e Dispensador de e Bandejas
e Soporte universal 50 mL plasticas
e Pinzas para e Espatula e Papeltoalla
bureta e Micropipeta e papel aluminio

e Piseta de 800 mL
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Cristaleria

e Bureta de 25 mL

e Matraces Erlenmeyer de 500 mL
e Matraces volumétricos de 250 mL
e Beaker’s de 100 mL

Equipos

e Balanza analitica

e Agitador magnético

e Campana extractora de gases

Reactivos utilizados

# Nombre
1 Dicromato de
potasio

2 Acido Sulfarico

3 O-fenantrolina —
ferrosa

4 Sulfato ferroso-

heptahidratado

5 Agua destilada

Férmula

K,Cr,0,

H,SO0,

C12H8 NZ

FeSO,
-7 H,0

H,0dd

concentracion
1N
Concentrado
(96%)

0,025M

0,5M

200 puS/cm a
25°CyunpH
superior a 5,6

Marca Grado
Merck  ACS (pureza
0,999)
Fisher ACS Plus
Chemical
Fisher ACS
chimical
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3.3.4. Métodos

3.3.4.1. Método de investigacion.

Segun el enfoque cuantitativo de la investigacion el método empleado corresponde
al experimental, puesto que se realiza una manipulacion de las variables independientes
para conocer la respuesta de la variable independiente. Esto, fundamenta la necesidad
de realizar la comprobacién de hipétesis planteada en base a test estadisticos.

3.3.4.2. Descripcion del método volumétrico de Walkley y Black.

Las pruebas de ensayo utilizadas para la validacion del método analitico de
Walkley — Black, se llevaron a cabo utilizando la metodologia de la Red Mundial de
laboratorios de suelos (GLOSOLAN-SOP-02), la cual es un protocolo que aplica el
principio de Walkley — Black para determinar la concentracion de carbon organico en

suelo.

Segun la guia GLOSOLAN (2019, p.4), el principio del método consiste en que la
determinacién de carbono organico del suelo basada en el método de Walkley & Black
de oxidacién humeda con acido crémico. El carbono organico oxidable en el suelo es
oxidado con una solucién de dicromato de potasio (K,Cr,0,) 1N en &cido sulfdrico
concentrado. El calor de la reaccion aumenta la temperatura la cual es suficiente para

inducir la oxidacion.

La reaccion quimica que ocurre durante el proceso es la siguiente:
2Cr207 2 + 3C% + 16 H*«— 4Cr3" + 3CO2 + 8H20
El Cr207% reducido durante la reaccién con el suelo es proporcional al carbono
organico oxidable presente en la muestra. El carbono organico puede luego ser estimado

midiendo el dicromato remanente no reducido por retro-titulacion con sulfato ferroso

heptahidratdo usando difenilamina o el complejo o-fenantrolina-ferroso como indicador.

Garcia & Urbina 48



AT 4 Validacién del método volumétrico de Walkley y Black para la determinacion de

carbono organico en muestras de suelo, en el LABSA-UNA Septiembre-Diciembre
QUIMICA AMBIENTAL 2021

6 Fe?* + Cr207% + 14 H*«+— 2Cr¥* + 6 Fe3" + 7H20

El contenido de carbono organico es calculado a partir de la cantidad de ion cromo

(Cr3*) formado, utilizando un método de titulacion.

3.3.4.3. Interferencias del Método.

La GLOSOLAN (2019), menciona que este método esta sujeto a interferencias de
ciertos constituyentes del suelo que conducen a falsos resultados con algunos suelos.
Cloruros, hierro ferroso y elevados contenidos de 6xidos de Mn experimentan reacciones
de oxidacion y reduccidn en la mezcla de éacido crémico, conduciendo a valores
incorrectos de carbén organico. La presencia de cantidades significativas de Fe?* o CI
en suelos conduce a un error positivo, mientras que la presencia de MnO:2 reactivos en
las muestras de suelo resultardn en errores negativos y valores mas bajos de carbon

orgéanico. (p.5)

3.3.4.4. Preparacion de las soluciones.

3.3.4.4.1. Solucion de Dicromato de potasio (K,Cr,0,) 1N.

Pesar 12,2575 g de K,Cr,0, grado reactivo y se disuelve, aforar con agua
destilada en un matraz volumétrico de 250mL. El matraz debe ser calibrado (certificado

de calibracion en anexo 12).

Célculo de la masa a pesar de dicromato de potasio:

gramos del soluto
peso molecular
N°de cargas

" Litros de la solicion
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gramos del soluto

- peso molecular
N° de cargas

X Litros de la solucion

Despejando los gramos del soluto se obtiene lo siguiente:

peso molecular »
X volumen de la soluciéon X N

K>Cr, 0, =
gramos KLUy N° de CargasKZCT‘207

294,1820 g

o0 ¥ 0,25L x leq/L = 12,2575 g K,Cr,0,

gramos K,Cr,0, =

3.3.4.4.2. Complejo de o-fenantrolina — ferrosa, 0,025M (Indicador).

Para un volumen de 100 mL, disolver 1,485 g de o-fenantrolina monohidratada
(grado analitico) y 0,695 g de FeSO, -7 H,0 en agua destilada. Se guarda en un

recipiente de vidrio color ambar bajo refrigeracion.

3.3.4.4.3. Solucion de sulfato ferroso heptahidratado (FeS0, -7 H,0),
0,5N.

Pesar y disolver en agua destilada 35 g de FeS0O, -7 H,0, agregar 3,75 mL de
acido sulfarico (H,S0,), dejar enfriar la solucién y diluirla a un volumen de 250 mL de agua
destilada. Estandarizar este reactivo cada vez que se use por titulaciéon con los blancos.
La solucién fue preparada en matraz calibrado, ver certificado de calibracion en anexo
13.

La guia GLOSOLAM menciona que la solucién se prepara disolviendo 140 g
FeS0, -7 H,0 en 1 000mL y adicionando 15 mL de acido sulfarico, por limitantes del
laboratorio de calibracion, las cuales ya fueron abordadas en la preparacién de la solucion
de dicromato de potasio, se prepard la solucion en un balon de 250 mL sin alterar la
concentracion, ya que se peso 35 g del reactivo y se adicionaron 3,75 mL de H2SOa.
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Los reactivos y muestras se pesaron en una balanza calibrada, ver

especificaciones en el certificado de calibracion anexo 10. Célculo de la masa a pesar de

sulfato ferroso heptahidratado:

n moles

" Litros de la solicién

masa
peso molecular

~ Litros de la solucién

Despejando los gramos del soluto se obtiene lo siguiente:

gramos FeS0, - 7 H,0 = Peso molecular X volumen de la solucién x M

gramos FeSO, -7 H,0 = 278,01g/mol X 0,25L X 0,5mol/L = 34,7521g FeSO, -7 H,0

3.3.4.5.
determinar carb6n organico en las muestras de suelo WEPAL.

Garcia & Urbina

Procedimiento del método analitico experimental para

Pesar 0,5 gramos de la muestra (MR). (certificado de calibracion de la
balanza en anexo 10)

Se trasfiere la masa de la muestra pesada a un matraz Erlenmeyer de
500mL.

Se toma una alicuota de 10 mL de la solucion K2Cr207 1 N usando una
pipeta automéatica (Calibrada, certificado de calibracion, anexo 15), se
dispensa al Erlenmeyer de 500 mL el cual contiene la muestra
previamente pesada y se homogeniza.

Seguidamente se dispensan 20 mL de H,S0, concentrado (96%), al
Erlenmeyer que contiene la muestra mas el dicromato mezclado, se
homogeniza y se deja reposar por 30 minutos en una campana

extractora de gases.
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5.

Transcurrido los 30 minutos, se adicionan 200 mL de agua destilada
al Erlenmeyer para detener la reaccion.

Se le agregar 4 gotas de o-fenantrolina (Indicador) al Erlenmeyer
(homogenizar)

En una bureta calibrada de 25mL se vierte la solucion de sulfato
ferroso heptahidratado (FeS0, - 7 H,0), 0,5M, el cual es el agente
valorante. (ver certificado de calibracién de la bureta en anexo 11)

Y finalmente se procede a titular gota a gota. Cabe destacar que en el
proceso de valoracion se presentaran varios colores, al inicio la mezcla
tendrd un color violeta oscuro, el cual virara inicialmente a verde
posteriormente a verde oscuro y el punto final de la titulacion es

marron.

Paralelamente a las muestras se preparan dos blancos, los cuales
tienen las mismas condiciones de las muestras, con 10 mL de K2Cr207
1 Ny 20 mL de H,50, concentrado, la diferencia es que no contiene la
muestra. Los blancos se titulan primero que las muestras para

determinar la normalidad del FeSO, - 7 H,0.

10.Registrar el volumen de FeS0, - 7 H,0 gastados tanto en la valoracion

Garcia & Urbina

de las muestras y los blancos para proceder a realizar los calculos.
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Imagen 1. Flujograma del procedimiento analitico para determinar carbono

organico en muestras de suelo por el método de Walkley y Black.

Pesar
2

Adicionar 10 mL
de chr207 1N

4

Adicionar 20 mL
de H,S0, (96%)

o

Dejar reposar
por 30 min

Adicionar 200 mL
de H,0 destilada

4

Adicionar 4 gotas
de O-fenantrolina

A

Titular con FeSO, .7H,0 al

0,5M vy registrar el volumen

gastado para cuantificar el
% carbono orgéanico

L

Resultado
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La ecuacion para el célculo de la concentracion de carbon organico en suelo es la

siguiente:

[Vblanco - Vmuestra] X 0'003 X NFeSO4-7 H,0 X f

mmuestra

X 1000 Ec.44

C.orgg/kg =

Donde: C.org g/kg: Carbon organico encontrado en las muestras de suelo del
Material de referencia (WEPAL). Vyianco: VOlumen de sulfato ferroso heptahidratado
gastado en el blanco. V,,,.strq: VOlumen de sulfato ferroso heptahidratado gastado en la

muestra. Ng.so, .7 1,0 - Normalidad de sulfato ferroso heptahidratado. myyestrq: Masa de

la muestra. f: Factor de correccion de oxidacion 1,3.

El factor de correccion de oxidacién 1,3 fue propuesto por Walkley y Black, debido
a que, en promedio determinaron que del 100% del carb6n orgénico el 77% es
recuperado por este método, 100/77%=1,3 6 0,1 /0,77=1,3

El factor estequiométrico 0,003 se obtiene del siguiente calculo

12gC>< 1 mol K,Cr,0-, 9 3 moles C y 1L
mol 6 moles FeSO,-7 H,0 2 moles K,Cr,0, 1000 mL

= 0,003

El 0,003 también se puede calcular tomando en cuenta los miliequivalentes del
carbono dividiendo —= = 0,003.
4000
La ecuacién para el calculo de la normalidad del FeS0, -7 H,0 es la siguiente:

CKzCT207 X VKzCT207 EC 45

NF@SO4_'7H20 = V
F32504_'7 Hzo

Donde:

Ngeso,.7 n,0 - Normalidad del sulfato ferroso heptahidratado Eq/L.
Cx,cr,0,- Concentracion del dicromato de potasio Eq/L.
Vk,cr,0,- VOlumen de dicromato de potasio adicionado (10 mL).

Vre,s0,.7 H,0 - VOlumen de sulfato ferroso heptahidratado gastado en los blancos.
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Nota: En el Anexo 1 se presenta un ejemplo de calculo de la concentracion de
carbon organico para evitar repeticiones en los calculos, el ejemplo que se presenta
Unicamente pertenece a la muestra que corresponde al cédigo 866 de concentracion baja
(8,77 g/kg), la cual fue analizada por el técnico 1, para las otras dos concentraciones
Gnicamente se mostraran los resultados en las tablas 6 y 7, ya que el procedimiento del

calculo es el mismo para todas las concentraciones.

3.3.4.6. Evaluacién de los parametros de validacién.

Los parametros de validacién se evaluaron de acuerdo a la politica que establece
la Oficina Nacional de Acreditacion (ONA, 2012), y para esta evaluacién se ensayaron

tres muestras en concentraciones diferentes.

Identificacion de los parametros para validar

Exactitud Si
Precision Si
Especificidad NO
Limite de Deteccion Sl
Limite de Cuantificacion Si
Linealidad Si
Robustez NO
Incertidumbre SI

Cabe mencionar que de los tres casos mencionados en la tabla 1, el ensayo a
validar se trata de un método normalizado, debido a que comprueba que el laboratorio
domina el ensayo y lo utiliza correctamente determinando criterios de aceptacion y de
decision establecidos, con el fin de demostrar que el método analitico es adecuado para

determinar carbén organico en muestras de suelos.

3.3.4.6.1. Exactitud.

Para la evaluacion de la exactitud se sometieron a analisis las tres muestras de

concentraciones baja, media y alta respectivamente, en la tabla 4, se mencionan los
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codigos y concentraciones de cada una de las muestras. Cada muestra se analizo por
réplicas de 12, para la evaluacién de este parametro participaron dos técnicos, 1y 2

respectivamente.

La exactitud se evalué mediante la veracidad, la cual a la vez se calcul6 por medio

del sesgo, para evaluar el sesgo se utilizé la siguiente ecuacion:

S=% - Ec.46
Donde:
S= Sesgo
x= Valor promedio de las lecturas obtenidas.

u = Valor de referencia, valor del material de referencia o valor esperado.

Para evaluar si la diferencia entre la media de los resultados (X) y el valor de
referencia () es significativa, se calcula el estadistico “t” por medio de la Ec. 1 a un 95%
de confianza. El valor de referencia de “t-critico” se obtuvo de las tablas estadisticas de

t -student, con un grado de confianza del 95% (Anexo 7),

Ademas, la exactitud del método se evaluara en términos de la recuperacion, por
ende, para el caculo de porcentaje de recobro se dividio la concentracion experimental
entre la concentracién esperada. La ONA (2012), recomienda que se debe evaluarse en
al menos tres réplicas de tres niveles de concentracién. Para este caso la evaluacion del
porcentaje de recobro se aplicdé en las tres muestras, tanto nivel bajo, medio y alto
respectivamente como lo establece ONA, con la diferencia que se tomé de cada muestra
12 réplicas, para posteriormente calcular el valor medio, la ecuacion que se uso es la

siguiente:

%R — C.org g/kg experimental % 100 Ec.47
C.org g/kg esperado '
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La recuperacion se considerara adecuada si se obtienen valores entre 90 y 110%
y el coeficiente de variacion del porcentaje de recobro se determiné por medio de la

siguiente ecuacion:

CVyy = = % 100% Ec.48

Kl ©«

Doénde:
CV,,, = Coeficiente de variacion.
s = Desviacion estandar.

X = Promedio de los datos.

Los criterios de decision para la exactitud son los siguientes: Si texp < ttab, €l método
analitico desarrollado tiene la exactitud requerida, y ambos valores no son
estadisticamente diferentes. Mientras que, Si texp > tiab Significa que el método analitico
no es exacto y que existe un error sistematico por defecto o por exceso (ONA, 2012. p.
28).

En el capitulo IV de andlisis y discusion de los resultados, se presentan los
resultados en la tabla 9 y en el anexo 2 se muestra el calculo del sesgo y del contrate de

t - student, para cada uno de los niveles de concentracion.

3.3.4.6.2. Precision.

La precision del método analitico se evalu6 en términos de repetibilidad
reproducibilidad y la precision intermedia. Para evaluar la repetibilidad (Interdia) las
muestras en los niveles de concentracién bajo, medio y alto respectivamente fueron
analizadas por sextuplicadas en diferentes condiciones operativas, diferentes dias,

diferentes soluciones (datos en la tabla 10).

Para evaluar la repetibilidad (intradia), se analizaron las tres muestras del material

de referencia (WEPAL) a diferentes concentraciones; nivel bajo, medio y alto
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respectivamente por sextuplicado, las cuales fueron medidas en las mismas condiciones
operativas, es decir un mismo analista, las mismas soluciones reactivas, en un mismo

laboratorio y el mismo dia (resultados en la tabla 11).

Ahora para evaluar la reproducibilidad, los técnicos tanto 1 como 2 analizan a la
vez el mismo nivel de concentracion, con el fin de determinar la diferencia entre los datos
de ambos técnicos, a dichos datos se les aplica el contraste t-student para comprobar si
estadisticamente difieren los datos del técnico 1 con respecto al técnico 2 (resultados
tablas 12). Segun Harris (2007) la ecuacién para calcular el contrates t — student de datos
apareados es la siguiente:

Lealculado = 5 X \/ﬁ Ec.49

Donde:

(d; — d)?
Sa = \l Tn-1

d = Diferencia media entre los técnicos 1y 2.
n

= es el numero de pares de datos.

Y para evaluar la precision intermedia los técnicos realizaron las mediciones en
dias diferentes, el técnico 1 en un dia midi6 6 réplica de cada una de los niveles y en otro
dia el técnico 2 midié de igual manera 6 réplicas de cada uno de los niveles (total neto de
dos dias n = 12, resultados en la tabla 13). El criterio de decision para la precision segun
ONA (2012), el coeficiente de variacion de los resultados, tanto para los datos
correspondientes a la repetibilidad como para la precision intermedia no debe ser mayor
de 5%.

Para el analisis de varianza en la evaluacion de la repetibilidad Intralaboratorio en
la determinacién de carbono organico (Reproducibilidad) se aplica el criterio de Fisher de
dos vias , en cuyo caso el valor experimental de F debe ser menor que el valor critico,

demostrando que las varianzas no se diferencian significativamente y seguidamente se
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implementa un ensayo de t-student, para evaluar si existe un sesgo significativo entre los

analistas, en donde el valor experimental de t debe ser menor que el valor t—tabulado.

Ambos contrastes se evaluaron con un grado de confianza del 95%, el valor de
referencia de “F-critico” se obtuvo de la tabla estadistica de Fisher (contraste de dos
colas), (ver tabla en anexo 8) y el valor “t-tabulado” se obtuvo de la tabla estadistica de
t—student (tabla en anexo 7). Segun los criterios de decision de la Oficina Nacional de

Acreditacion para el caso del contraste Fisher:

Si Fealculado < Fcritico: Varianzas no se diferencian significativamente.

Si Fealculado > Fcritico: Varianzas se diferencian significativamente.

Segun los criterios de decision de la Oficina Nacional de Acreditacion el criterio de

decision es el siguiente para el caso del contraste t-student:

Si t-calculado < tcritico: Las medias de los dos conjuntos de resultados no se
diferencian significativamente.
Si t-calculado > tcritico: Las medias de los dos conjuntos de resultados se diferencian

significativamente.

Ver los calculos de la precision en el anexo 3.

3.3.4.6.3. Linealidad.

La evaluacion practica de este parametro consistio en tomar por quintuplicado las
muestras del material de referencia (WEPAL de la matriz suelo) a los tres niveles de
concentraciones diferentes: bajo, medio y alto (ver los resultados en tabla 14 y en el
anexo 4 los calculos).

Utilizando el método de estimacion por minimos cuadrados, para este parametro
de validacion se calcula el valor de la ordenada en el origen (a) con la Ec. 9, el valor de

la pendiente (b) con la Ec. 10y el coeficiente de determinacion (r?) con la Ec.12.
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Luego de realizar los analisis de los tres niveles de concentracion del material de
referencia se aplico el contraste estadistico de t-student a un grado de confianza del 95%
para la correlacion (r), pendiente (b) y el intercepto (a), con la finalidad de demostrar si el

método es lineal o no o verificar su validez estadistica.
Criterios de aceptacion para la linealidad:

El r2 > 0,995 (ElI criterio de aceptacion definido por el laboratorio dependera del
tipo de andlisis y del nivel de concentracién del analito en la matriz.), b debe incluir la

unidad y a debe incluir el cero.
Criterios de decision sobre la linealidad:

treg >> ttap. Correlacion significativa.
tint <t tab. INtercepto significativamente diferente de cero.

tpend > trab. Pendiente significativamente diferente de cero.
Célculos estadisticos en la evaluacion de la linealidad:

Para determinar el estadistico de prueba para el coeficiente de correlacién (r) se

usa la Ec. 13, donde tiene como criterios de decision lo siguiente:

Si tealculado > teritico: La correlacion entre la variacion de la sefial analitica y la
variacion de la concentracién es significativa.
Si tcalculado < tcriico: La correlacion entre la variacion de la sefial analitica y la
variacion de la concentracion no es significativa.
Para el calculo del estadistico de prueba de la pendiente (b) se usa la Ec. 14,
donde se tienen en cuenta los siguientes criterios de decision:
Si tealculado > tcritico: La pendiente se diferencia significativamente de cero.

Si tealculado < tcritico: La pendiente no se diferencia significativamente cero.
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Y para el calculo del estadistico de prueba del intercepto (a) se utiliza la Ec. 15,

teniendo como criterios de decision el siguiente enunciado:

Si tealculado < tcritico: El intercepto no se diferencia significativamente de cero.

Si tealculado > teritico: El intercepto se diferencia significativamente cero.

Nota: Todos los criterios de decision y de aceptacion se tomaron segun la politica
de validacion de la Oficina Nacional de Acreditacion, ONA (2012). Ver resultados de la

linealidad en la tabla 16 y los calculos en el anexo 4.
3.3.4.6.4. Limite de Deteccion y de Cuantificacion.

Ambos limites se estimaron para el método analitico, mediante el valor de la
ordena en el origen (a), donde a es obtenido por medio del método de los mininos
cuadrados. El limite de deteccion (LOD) es calculado con la Ec. 20 y el limite de
cuantificacion (LOQ) con la Ec. 22. Los resultados se presentan en la tabla 17 y los

célculos en el anexo 5.

3.3.4.6.5. Incertidumbre.

Para calcular la incertidumbre expandida asociada al resultado final de la
concentracion de carbon organico, se debe tener en cuenta todas aquellas variables o
magnitudes de entrada que son fuente de incertidumbre, cabe destacar que la estimacion
de la incertidumbre de medicién se realizé siguiendo los pasos que establece la Guia

para la expresion de la incertidumbre de medida (GUM).

La estimacion de la incertidumbre de las muestras analizadas, se evalu6 en los
tres niveles (bajo, medio y alto) de concentracidon analizados por cada técnico de
laboratorio, técnico 1y 2 respectivamente, el procedimiento que se aplico para el calculo
de la incertidumbre es el mismo para los tres niveles analizados por cada técnico, por

ende es importante aclarar que el procedimiento del calculo de la incertidumbre que se
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muestra a detalle en el anexo 6 Unicamente pertenece al nivel bajo analizado por el

técnico 1y los niveles de concentracion de las muestras WEPAL (MR) en tabla 4.

3.3.4.7. Modelo matematico parala determinacion de C.org en Suelo.

Para la estimacion de la incertidumbre se parte de un modelo matematico, el cual
corresponde a la ecuacion que se utiliza para determinar la concentraciéon de carbono

organico (Ec.44).

En el calculo de la normalidad del sulfato de hierro se tom6 en cuenta y se calculd
la incertidumbre de las magnitudes de entradas por las cuales es dependiente la
normalidad de dicho reactivo. Las magnitudes son: concentracion de dicromato de

potasio (Cx,cr,0,), Volumen del dicromato de potasio (Vx,cr,0,) Y €l volumen del sulfato

ferroso heptahidratado (Vg,,so,.7 1,0)-

CKzCT207 X VKzC7'207 EC 50

NF32504_'7H20 = V
F€2504'7 Hzo

Dentro del célculo de la normalidad del sulfato de hierro existe otra variable que se
considera mesurando y es la concentracion del dicromato de potasio (Ck,¢r,0,). la cual es
dependiente de las siguientes magnitudes de entradas: masa (m), pureza (P), volumen

(V) y formula molecular del dicromato de potasio (FM) respectivamente.

mXxP
Cracra0: = 75 P /6

Ec.51
Sustituyendo simbolos en las ecuaciones 44, 50 y 51 respectivamente, quedan

expresadas de la siguiente manera:

[V, — V] X C, X 0,003 x 1,3
C.orgg/kg = — x 1000 Ec.52
m
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¢ =X Ec.53
L=V, x FM/6 “
C,x W
C, = Ec.54
2 v, ¢
Tabla 6. Fuentes de incertidumbre en la determinacion de C. Org en suelo.
Magnitudes de o ] Unidades de
Descripcion Simbolo _
entradas medidas
o De carbon organico en la muestra
C. Organico g/Kg
C. Org
Volumen del sulfato ferroso gastado
Vblanco Vi mL
en el blanco
Volumen del sulfato ferroso gastado
Vmuestra m mL
en la muestra
Nre,50,-7 Hy0 [estandarizada de sulfato ferroso] C, Eq/L
Ck,cr,0, [Dicromato de potasio] (o) Eq/L
Volumen de dicromato de potasio
VK2(:1"207 .. Vi mL
adicionado a la muestra
Volumen de sulfato ferroso gastado
Vreso,-7 0,0 ) . V, mL
en la titulacion del blanco
masa del reactivo dicromato de
M . m g
potasio
Pureza del reactivo dicromato de
P . p %
potasio
Volumen de preparacion de la
\ _, _ ) Vs mL
solucion de dicromato de potasio
Formula molecular del dicromato de
F ] FM u.m.a
potasio
M muestra Masa de la muestra mp, g
F Factor de correccion de oxidacion f 1,3
0,003 Carbono oxidado segun wé&b - -
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En el siguiente diagrama se muestran las variables mesurables.

Diagrama 1. Causa y efecto de las variables (diagrama de Ishikawa)

C23 NFezSO4-7 H>0 Volumen de 10mL

V1(VK,Cr,07) m Calibracién
Volumen de m
m estandarizacion
. racio V2(VFe;S04* 7H,0) Repetibilidad
ncentracion
CL (Cxycry0,) Resolucién
V; (FepS04%7H,0 FM
» C.org g/kg
. ., ﬁ
Calibracion Calibracion =%
Temperatura Temperatura=————>
Resolucion
Vb \ Resoluciéon
Vin
Repetibilidad Repetibilida

En este diagrama de Ishikawa se muestran cada una de las magnitudes de
entradas; Vb: volumen del blanco, Vm: volumen de la muestra, mm: masa de la muestra y
Cz que corresponde a la concentracion del sulfato de hierro heptahidratado, cada una de
estas magnitudes fueron tomadas directamente del modelo matematico Ec 52. Es
importante aclarar, para diferencia una concentracion de la otra, la concentracién del

Fe,S0, -7 H,0 se simboliz6 como Cz.

3.3.4.8. Ley de propagacién de incertidumbre.

La combinacién de las magnitudes de entradas de las siguientes ecuaciones tanto
la 55, 56 y 57 respectivamente, se conoce como Ley de propagacion de incertidumbre,
la cual consiste en un procedimiento para estimar la incertidumbre del mesurando a partir

de las incertidumbres de las variables de entradas.
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Ley de propagacion de incertidumbre a partir de la ecuacion 52

u%(C.0) = [“—0 X u (Vb)] [“—0 X U (Vm)] [ac—o X U (cz)] [— X U (mm)]2 Ec.55

Ley de propagacion de incertidumbre a partir de la ecuacioén 53

u2(Cy) = |52 xu (m )] 52 xu (P)] +HSExu (Vg)] ot xu (FM)] Ec.56
Ley de propagacion de incertidumbre a partir de la ecuacion 54

ac,

W2 (C,) = [aCZ X U (cl)]2 ["Cz X U (Vl)] [ X U (Vz)]2 Ec.57

Para llevar a una sola unidad de medida tantos las variables de la ecuacién 55, 56
y 57 respectivamente se deben utilizar coeficientes de sensibilidad, cabe mencionar que
los coeficientes de sensibilidad son un elemento importante, utilizado para convertir las
unidades de las incertidumbres estandar de las fuentes de incertidumbre a las unidades
de la magnitud de salida. (Rodriguez, 2019).

3.3.4.9. Estimacién de la incertidumbre de la concentracion del

Dicromato de potasio (K,Cr,05) al 1N.

3.3.4.9.1. Componentes de la masa del K,Cr, 0.

Para el pesaje del reactivo se utiliza la balanza analitica marca KERN, serie
WB15AR0244, modelo ABS-220-4N, con rango de medida de 0 a 220 g y con resolucion
de 0,0001g. (Certificado de calibracion en anexo10)
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Para la componente masa del reactivo se toman en cuenta los siguientes

subcomponentes: calibracion, repetibilidad y resolucion

» Calibracion

El certificado de calibracion de la balanza analitica declara una incertidumbre de
calibracion expandida media de 0,0003 g, esta debe ser dividida entre 2 para convertirla
a una incertidumbre estandar. Segun Aleman y Guido (2015), “esta contribucién tiene que
ser tomada en cuenta dos veces, una vez por la tara y la otra por la masa bruta, porque
cada una es una observacion independiente” (p.49). La ecuacién para el célculo es la

siguiente:
u(Cal) = /2 x (u(E))? Ec.58
» Repetibilidad

El certificado de calibracién de la balanza analitica declara una repetibilidad de
0,0000q, este valor debe ser dividido entre 2 para convertirla a una incertidumbre
estandar. Al igual que la contribucién por calibracion, la contribucion por repetibilidad
tiene que ser estimada dos veces, por lo tanto, para el calculo se utiliza la siguiente

ecuacion:

u (Rep) = /2 X (u(E))? Ec.59
» Resolucioén

El certificado de calibracion de la balanza analitica declara una resolucién de
0,0001 g. Para convertir el valor a incertidumbre estandar primeramente se utiliza la Ec.
27, considerando una incertidumbre estandar tipo b, de distribucién rectangular
asimétrica. Igualmente, que la calibracion y la repetibilidad, la resolucién se estima dos

veces usando la siguiente ecuacion.
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u (Res) = /2 X (u(E))? Ec.60

Con la finalidad de calcular la incertidumbre estandar combinada correspondiente
a la masa del dicromato de potasio se aplica la Ec. 37 reescrita de la siguiente manera:

u.(m) = J((Cal))? + (u(Rep))? + (u(Res))? Ec.60

3.3.4.9.2. Componentes de la pureza del K,Cr,0,.

Para calcular la incertidumbre expandida de la pureza del dicromato de potasio,

se utiliza la pureza del reactivo la cual es declarada por el fabricante, esta es de 99,9%.

3.3.4.9.3. Componentes del volumen de aforo del K,Cr,0-.

Para aforar la solucion de K,Cr,0, se utiliza un matraz volumétrico de 250 mL,
marca: Pyrex, con céd. Ident: M-001 (Certificado de calibracion en anexo 12). La
componente volumen toma en cuenta los subcomponentes: calibracién, tolerancia y

temperatura.

» Calibracion

El certificado de calibracion declara una incertidumbre calibraciébn expandida de
0,023 mL, este valor unicamente es dividido entre 2 para conocer la incertidumbre
estandar.

» Tolerancia

El fabricante declara una incertidumbre de tolerancia para el matraz volumétrico
de 0,12 la cual es convertida a incertidumbre estandar con la Ec. 26, asumiendo una

incertidumbre tipo B de distribucion rectangular simétrica.

» Temperatura
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De acuerdo con el certificado de calibracion, el matraz volumétrico de fondo plano,
marca Pyrex, con capacidad nominal de 250 mL, con céd. Indent: M-001 fue calibrado a
una temperatura de 19,9°C, mientras que la temperatura del laboratorio varia en el
margen de +2°C. Para estimar la incertidumbre por este efecto de variacion de
temperatura, se debe conocer el intervalo de temperatura en el que varia la medicion y

el coeficiente de expansion del volumen.

Como se menciond anteriormente, la temperatura reportada en las
especificaciones brindadas por el certificado del matraz volumétrico es de 19,9°C y la
temperatura en la cual se trabaja en el laboratorio es de 21,8°C. El coeficiente de la
expansion del volumen del agua es de 2,11x 107%*° C~1. La incertidumbre debido a la
diferencia de temperatura entre la temperatura de especificacion del certificado de

calibracion y la de trabajo, se calcula con la siguiente ecuacion:

V (Trravajo - Tpateny X 2,11 x107%%° C~*
V3

u (Tem) = Ec.61

Con el fin de calcular la incertidumbre combinada correspondiente al volumen de

aforo de 250 mL, se utiliza la Ec. 37, reescrita de la siguiente manera:

u.(V aforo) = J/(u(Cal))? + (u(tol))? + (u(T°))? Ec.62

3.3.4.9.4. Componente de la formula molecular del K,Cr,0-.

Para determinar la incertidumbre estandar combinada de la masa molecular del
dicromato de potasio se usa la Ec. 37, donde se toma la masa de los elementos que
forman la molécula con sus respectivas incertidumbres, tanto la masa como la

incertidumbre se multiplican por el nUmero de atomos de cada elemento (la masa de los
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elementos que forman la molécula del K,Cr,0, con sus respectivos valores de
incertidumbre en el anexo 9) La incertidumbre estandar se estima como una

incertidumbre tipo B de distribucion rectangular simétrica y es calcula con la Ec. 26.

Con el fin de calcular la incertidumbre combinada correspondiente a la formula

molecular del dicromato de potasio, se utiliza la Ec. 37, reescrita de la siguiente manera:

u (FM) = J(uK)? + (uCr)2 + (u0)2 Ec.63

3.3.4.9.5. Coeficiente de sensibilidad de la incertidumbre de Ia

concentracion del Dicromato de potasio.

Las ecuaciones de los coeficientes de sensibilidad se obtuvieron de la derivada

parcial de Ecuacion 56 (C; = [K,Cr,0,]).

> Coeficiente de sensibilidad para la masa de K,Cr,0;, (my,c,0,)

oG __ P Ec.64
om Vs, x FM ¢
> Coeficiente de sensibilidad para la pureza de K,Cr,0, (P,c,0,)
ac, _om oy
9P Vs x FM .

» Coeficiente de sensibilidad para el Volumen de preparacion de la solucion de
K,Cr;07 (V3)

¢, mxP Ec. 66
oV, (Vs)2xFM ¢

]
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» Coeficiente de sensibilidad para el K,Cr,0, (FM)

6, mXP Ee.67
OFM ~ Vs, x (FM)? .

3.3.4.10. Estimacién de la incertidumbre de la concentracion
estandarizada del sulfato de hierro 0,5 N.

» Componente de dicromato de potasio (Cu).
» Componente del volumen de dicromato de potasio (Vi).

» Volumen de titulacién del blanco (V2).

En el anexo 6.2 se muestran todo el calculo correspondiente a cada uno de los

componentes a la concentracion estandarizada de Sulfato de hierro.

3.3.4.10.1. Coeficiente de sensibilidad de la incertidumbre de Ia

concentraciéon de Sulfato de hierro.

Las ecuaciones de los coeficientes de sensibilidad se obtuvieron de la derivada

parcial de Ecuacion 57 (C, = [] estandarizada de FeSO,)

» Coeficiente de sensibilidad para la [ K,Cr,0,] (C;)

ac;, Ee.68
ac, v, .

» Coeficiente de sensibilidad para el volumen de K,Cr,0, (V;)
ac, ¢
— T — E .
v, T, c.69

]
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» Coeficiente de sensibilidad para el volumen de FeS0, (v,)
ac, Vi, X Cy

= — Ec.7
v, ) ¢.70

Una vez que se ha calculado la incertidumbre tanto del dicromato como de sulfato,

se procede a calcular la contribucion de incertidumbre del:
» Volumen del blanco (Vb).
Volumen de la muestra (Vm).
Concentracion estandarizada de sulfato de hierro (C2).
Masa de la muestra (mm).

vV V VYV V

Factores de multiplicacion.

Todos estos célculos se encuentran plasmados en anexos.
3.3.4.10.2. Coeficientes de sensibilidad.

3.3.4.10.2.1. Coeficientes de sensibilidad a partir de la Ecuacion 55
(C.0).

» Coeficiente de sensibilidad para el volumen del blanco (v,)

9C.0 _ G, e 71
aVb B mmy ¢
» Coeficiente de sensibilidad para el volumen de la muestra (v,)
aC.0 G, e 72
v,  my .

> Coeficiente de sensibilidad para la normalidad del Ng,go, (C; = Npeso,)
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ac.0o V,—-1,
=t _m Ec.73
aCZ mm
» Coeficiente de sensibilidad para la masa de la muestra (m,,)
ac.o Vy =V, X C
=_-2_m- 2 Ec.74

oMy, (mp)?

]
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4.1. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1.1.Resultados del ensayo y célculo de carbono organico.

En la tabla 7 se muestran los resultados de la determinacion de carbono organico
en tres muestras de material de referencia de la matriz suelo, originarias de WEPAL, cada
muestra con niveles de concentraciones diferentes: bajo = Cod-WEPAL 866 (8,77g/kg),
medio = C6d-WEPAL 860 (21,40g/kg) y alto = C6d-WEPAL 854 (35,40 g/kg), para el

analisis cada muestra se analizé por sextuplicado y con ayuda de dos técnicos diferentes.

Tabla 7. Resultados del analisis de las muestras para los niveles de concentraciones

baja: Cod.-WEPAL 866 y medio: C6d-WEPAL 860.

Técnico 1 Técnico 2
céd mL Masa C.org céd mL Masa C.org
gastado (9) (9/kg) gastado (9) (9/kg)
866-1 17,7 0,5001 8,79 866-1 17,9 0,5009 8,68
866-2 17,8 0,5000 8,40 866-2 17,9 0,5005 8,69
866-3 17,7 0,5001 8,79 866-3 1,7 0,5003 9,47
866-4 17,7 0,5002 8,78 866-4 17,9 0,5004 8,69
866-5 17,7 0,5000 8,79 866-5 17,7 0,5004 9,47
866-6 17,6 0,5000 9,18 866-6 17,8 0,5003 9,08
860-1 14,4 0,5006 21,65 860-1 14,5 0,5005 21,83
860-2 14,5 0,5002 21,28 860-2 14,5 0,5002 21,84
860-3 14,4 0,5000 21,68 860-3 14,7 0,5000 21,07
860-4 14,5 0,5007 21,26 860-4 14,6 0,5005 21,44
860-5 14,5 0,5003 21,27 860-5 14,5 0,5003 21,84
860-6 14,5 0,5001 21,28 860-6 14,5 0,5001 21,84
Blanco-1 19,9 Blanco-1 20,3
Blanco-2 20 Blanco-2 20,0
Promedio Promedio
blanco 1995 blanco 20.15
g K,Cr,0, 12,2565 g K,Cr,0, 12,2571
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Fe,SO, - Fe,SO, -
9 Fea 34,7513 g Feaota 34,7512
7 H,0 7H,0
FM K,Cr,0,  294,1820 FM K,Cr,0,  294,1820
N K,Cr,0, 0,9989 N K,Cr,0, 0,9990
P K,Cr,0, 0,9990 P K,Cr,0, 0,9990
N Fe,S0, - N Fe,S0, -
2 0,5007 2 0,4958
7 H,0 7H,0

Nota: Cada técnico prepard sus propias soluciones a utilizar, por otro lado, la
solucion preparada de FeSOs -7H20 en 250 mL Unicamente se ajustd para el lote de
muestra 866 y 860, por ende, para titular la muestra 854 se tuvo que preparar
nuevamente otra solucion de FeSO4 .7H-0, por el cambio de solucion la muestra se trata
como un nuevo lote, lo que implicé preparar otra solucion de K2Cr207, ademas se
montaron dos nuevos blancos para estandarizar la nueva soluciéon de FeSO4 .7H.0. A
amanera de ejemplo en el anexo 1 se muestra el calculo de la concentracion de carbono
organico, calculo que corresponde a la muestra de concentracidon nivel bajo del técnico
1.

En la tabla 8 se presentan los resultados del resto del ensayo de la muestra nivel

alto:
Tabla 8. Resultados del analisis de la muestra de Nivel de concentracion: alto=Cod.-
WEPAL 854.
Técnico 1 Técnico 2
mL Masa mL Masa C.or

Ccod c.org cod g

gastado (@  (g/kg) gastado (9) (g/kg)
854-1 10,5 0,5001 36,17 854-1 11 0,5001 35,16
854-2 10,7 0,5000 35,38 854-2 11 0,5000 35,17
854-3 10,5 0,5001 36,17 854-3 10,8 0,5000 35,95
854-4 10,7 0,5002 35,37 854-4 10,8 0,5002 35,93
854-5 10,6 0,5000 35,78 854-5 10,9 0,5000 35,56
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854-6 10,8 0,5000 34,98 854-6 10,8 0,5005 35,91
Blanco-1 19,9 Blanco-1 20,2
Blanco-2 19,3 Blanco-2 19,9
Promedio Promedio

Blanco 19,6 Blanco 20,05

g K,Cr,0, 12,2565 g K,Cr,0, 12,2571
g Fe,SO, - g Fe,SO, -

7 H,0 34,7511 7 H,0 34,7512
mL K,Cr,0, 10 mL K,Cr,0, 10

FM K,Cr,0, 294,1820 FM K,Cr,0, 294,1820
N K,Cr,0, 0,9989 N K,Cr,0, 0,9990
P K,Cr,0, 0,9990 P K,Cr,0, 0,9990
N Fe,SO, - N Fe,SO, -

7 H,0 0,5096 7 H,0 0,4982

4.1.2. Determinacién de los parametros de validacion
4.1.2.1. Exactitud.
Tabla 9. Validacion de la Exactitud en determinacion de Carbono organico, por
comparacion de concentracion de un estandar con el valor esperado de analito en la

matriz de muestra, nivel bajo, medio y alto.

Técnico de laboratorio 1

Nivel Bajo Nivel Medio Nivel Alto
No. C.org C.org C.org C.org C.org C.org
Ensa a/kg a/kg Recuper | g/kg a/kg Recupera | g/kg a/kg Recupera
esper experim acibn % | esper experim cion, % | esper experim cion%
yos ado ental ado ental ado ental
1 8,77 8,79 100,18 21,40 21,65 101,17 35,40 36,17 102.17
2 8,77 8,40 95,75 21,40 21,28 99,42 3540 35,38 99.94
3 8,77 8,79 100,18 21,40 21,68 101,29 35,40 36,17 102.17
4 8,77 8,78 100,16 | 21,40 21,26 99,32 3540 35,37 99.90
5 8,77 8,79 100,20 21,40 21,27 99,40 35,40 35,78 101.07
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6 8,77 9,18 104,65 21,40 21,28 99,44 35,40 34,98 98.82
Datos Datos Datos
Prom 8,77 8,78 100,19 21,40 2,403 100,01 35,40 35,64 100,68

Desv
. 0,00 0,25 2,82 0,00 0,20 0,95 0,00 0,48 1,36
e
t-Calc 0,09 - - 0,03 - - 1,22 - -
t-tabu 2,57 - - 2,57 - - 2,57 - -

Para calcular la desviacion estandar en los tres niveles de concentracion se utiliza
la EC.2 y para el calculo del contraste t-student para los tres niveles de contraccion se

utiliza la Ec.1.

Interpretando los resultados del calculo de t - student en base en los criterios de
decision de la ONA (2012) para el caso de la exactitud, en los tres niveles de
concentracion los t calculados son menores que los t-tabulados, esto indica que el método
analitico desarrollado es exacto, y ambos valores tantos el experimental como el
esperado no son estadisticamente diferentes, por ende, no hay evidencia de errores. Vea

calculo del contraste t-student para la exactitud en el anexo 2.

La recuperacion se considera adecuada ya que se obtuvo valores de recuperacion
entre 90 y 110%, en cuantos al coeficiente de variacién del porcentaje de recobro se
determind que en los tres niveles el coeficiente de variacion del porcentaje de recobro es
< 5%, cumpliendo con el criterio de decisidn establecido por la ONA. Vea calculo del CV

del porcentaje de recobro en el anexo 2.
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4.1.2.2. Precision
Tabla 10. Validacion de la Precision de C.org. Repetibilidad (Interdia).

No.
Repetibilidad (Interdia) Técnico1  Repetibilidad (Interdia) Técnico 1
Ensayos

Muestral Muestra2 Muestra3 Muestral Muestra2 Muestra3

1 8,79 21,65 36,17 8,74 22,71 34,36

2 8,40 21,28 35,38 8,35 22,32 34,75

3 8,79 21,68 36,17 8,73 22,70 34,75

4 8,78 21,26 35,37 8,74 22,71 34,34

5 8,79 21,27 35,78 8,35 22,71 33,96

6 9,18 21,28 34,98 8,74 22,71 35,13

Media 8,79 21,40 35,64 8,61 22,64 34,55

S 0,25 0,20 0,48 0,20 0,16 0,41

CV.,% 2,84 0,93 1,34 2,32 0,70 1,18

Los resultados de la tabla 10 que corresponde a la Precision de Repetibilidad
(Interdia), se analizan con base a los criterios de decisién de la Oficina Nacional de
Acreditacion (ONA), la cual establece que el coeficiente de variacion de los resultados,
debe ser mayor de 5%, si observamos los resultados de coeficiente de variacion en todos
los casos, los valores son menores al 5%, por ende se concluye que el método por
repetibilidad intradia es preciso en las mismas condiciones operativas (mismos analista

en el mismo laboratorio).

]
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Tabla11.  Validacion de la precision de carbono organico Repetibilidad (Intradia).
Técnico 2
No. Ensayos Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
1 8,68 21,83 35,16
2 8,69 21,84 35,17
3 9,47 21,07 35,95
4 8,69 21,44 35,93
5 9,47 21,84 35,56
6 9,08 21,84 35,91
Media 9,01 21,64 35,61
S 0,38 0,32 0,38
C.V% 4,21 1,47 1,06

Para evaluar los datos de la tabla 11, precision por repetibilidad (intradia), de igual
manera se aplica el criterio de la ONA del coeficiente de variacion (<5%), podemos
observar que los coeficientes de variacion son menores al 5%, por lo tanto, se concluye

gue el método por repetibilidad intradia es preciso.

Tabla12. Repetibilidad Intralaboratorio en la determinacion de C.org.

(Reproducibilidad).

Muestra: Nimero 1, Muestra: Nimero 2, Muestra: Niumero3,
Nivel Bajo Nivel Medio Nivel Alto
Técnico Técnico Técnico Técnico Técnico Técnico
No. Ensayos Diferencia Diferencia Diferencia
1 2 1 2 1 2
1 8,79 8,68 0,10 21,65 21,83 0,18 36,17 35,16 1,00
2 8,40 8,69 0,30 21,28 21,84 0,56 35,38 35,17 0,21
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3 8,79 9,47 0,68 21,68 21,07 0,60 36,17 35,95 0,22

4 8,78 8,69 0,09 21,26 21,44 0,18 3537 35,93 0,57

5 8,79 9,47 0,68 21,27 21,84 0,56 35,78 35,56 0,22

6 9,18 9,08 0,10 21,28 21,84 0,56 34,98 35,91 0,93

Media 8,79 9,01 0,23 21,40 21,64 0,24 35,64 35,61 0,03

S 0,25 0,38 0,29 0,20 0,32 0,20 0,48 0,38 0,37
CV.,% 2,81 4,24 - 0,95 1,48 - 1,35 1,05 -

T(Calculada) 1,18 Fealc 2,31 1,55 Fecalc 2,56 0.12 Fealc 1,59

T(Tabla) 2,23 Fo.os 5,05 2,23 Fo.es 5,05 2,23 Fo.gs 5,05

En la tabla 12 podemos observar los calculos para repetibilidad intralaboratorio en
la determinacion de carbono organico, o también llamada reproducibilidad, debido a que
se contrastan los datos analizados en diferentes dias tanto del analista 1 y 2, con el fin

de determinar la reproducibilidad del método.

En la evaluaciéon del parametro de reproducibilidad, bajo lo establecido por la ONA
como criterio de aceptacion, se afirma que no existen diferencias significativas entre las

varianzas de ambos analistas, ya que, l0S Fca < Ftabulado €N todos los casos.

Ahora, como se determiné que las varianzas no difieren estadisticamente en los tres
niveles de concentracion, se aplico el contraste t - student, usando la Ec. 5, con el fin de
descartar si hay diferencia significativa entre las medias de los analistas, en el resultado
se obtuvo que los t-calculados son menores que los t-tabulados, indicando que no hay
diferencia estadisticamente significativa entre los analistas en cada nivel de
concentracion, por ende, no existe la probabilidad de presencia de errores sistematicos,
por lo que se concluye que el método es repetible. Vea el calculo de dicho contraste en

el anexo 3.
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Tabla13.  Precision intermedia en la determinacion de C.org. (Repetibilidad Interdia).

Dia Ensayo Numero Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

1 8,79 21,65 36,17

2 8,40 21,28 35,38

1 3 8,79 21,68 36,17
4 8,78 21,26 35,37

5 8,79 21,27 35,78

6 9,18 21,28 34,98

7 8,74 22,71 34,36

8 8,35 22,32 34,75

9 8,73 22,70 34,75

2 10 8,74 22,71 34,34
11 8,35 22,71 33,96

12 8,74 22,71 35,13

Media 8,70 22,02 35,09

S 0,23 0,67 0,71

C.V. % 2,64 3,04 2,02

Para la evaluacion de precision intermedia en la determinacion de carbono
organico (Repetibilidad Interdia), se acataron los criterios de decision de la politica de
validacion de la ONA (2012), producto del célculo se determiné que en los tres niveles de
concentracion tanto bajo, medio y alto respectivamente los coeficientes de variacién son

menores al 5%.

Los resultados de desviacion estandar de las tablas 10, 11, 12 y 13
respectivamente se calcularon con la ecuacion Ec.2 y los resultados de coeficiente de
variacion de las mismas tablas, se calcularon con la Ec.3, y para el caso del célculo del

contraste Fisher de la tabla 12 se efectu6 con la Ec.4, dicho calculo véase en el anexo 3.
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Con todo el tratamiento estadistico aplicado en la evaluacion de la precision y por
criterios de decisién de la Oficina nacional de Acreditacion se concluye que el método es
preciso.
4.1.2.3. Linealidad

Tabla14. Datos para Linealidad.

Ccaod mL Masa () C.org (g/kg)
866-1 18 0,5000 7,79
866-2 18 0,5000 7,79
866-3 17.9 0,5000 8,18
866-4 17.9 0,5000 8,18
866-5 17.9 0,5000 8,18
860-1 14.5 0,5000 21,41
860-2 147 0,5000 20,63
860-3 147 0,5000 20,63
860-4 14.7 0,5000 20,63
860-5 14.5 0,5000 21,41
854-1 11 0,5000 35,04
854-2 11.2 0,5000 34,26
854-3 11.2 0,5000 34,26
854-4 11.2 0,5002 34,24
854-5 11 0,5000 35,04

Blanco-1 20
Blanco-2 20
Promedio 20
g K,Cr,0; 12,2600
g Fe,SO0, - 7 H,0 34,7624
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FM K,Cr,0, 294,1820
N K,Cr,0, 0,9982
P K,Cr,0, 0,9990
N Fe,S0, - 7 H,0 0,4991

Tabla 15.  Evaluacion de la linealidad del sistema en la determinacion de C.org.

C.org Conocido., g/kg Set-1 Set-2 Set-3 Set4  Set-5 C.org Resultante. g/kg

8,77 7,79 7,79 8,18 8,18 8,18 8,02
21,40 21,41 20,63 20,63 20,63 21,41 20,94
35,40 3504 34,26 34,26 34,24 3504 34,57

Tabla16.  Operacion para el estudio de la linealidad.

i Xi Y Xy x? y? y (y-y)?

1 8.77 8.028 70.402 76.9129 64.44152852 8.144579383 1.37E-02
2 21.40 20.965 448.654 457 .96 439.5375102 20.74253968 4.96E-02
3 35.40 34.601 1224.891 1253.16 1197.26004 34.70702457 1.11E-02

SUMA 65.570000 63.594144 1743.946980 1788.032900 1701.239079 63.594144 0.074399

(x-xmed)? (y-y) (xi-xpro) (Xi-xpro)*2 (yi-ypro) (yi-ypro)*2 (xi-xpro)(yi-ypro)

171.26 -0.117 -13.09 171.2608 -13.17 173.4621 172.3579404
0.21 0.223 -0.46 0.2085 -0.23 0.0542 0.106356745
183.42 -0.106 13.54 183.4219 13.40 179.6511 181.5266836
354.891267 0.000000 0.000000 354.891267 0.000000 353.167377 353.990981
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Grafico 1. Linealidad.

Recta de calibracion no ponderada de la linealidad del sistemade la

determinacion de carbono organico en suelo

40 -
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Tabla 17.  Resultados del analisis de regresion lineal.
Numero de Datos 3
Intercepto (a) -0,603
Pendiente (b) 0,997
Coeficiente r 0,999894
Coeficiente r? 0,99978
Var. Residual (Sx/y)"2 0,074
Desviacion estandar s(a) 0,3534
Desviacion estandar s(b) 0,0144

En base a los contrastes t- student calculados en el anexo 4, tanto del coeficiente

de correlacion (r), pendiente de la recta (b) e intercepto (a) se obtiene la siguiente

interpretacion.

Coeficiente de correlacion (r):
tcatculado = 67,41
trabulado = 12,71
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Debido a que t-calculado es mucho mayor que t-tabulado, la correlacion entre la
variacion de la sefal analitica y la variacion de la concentracion es significativa, por lo

tanto, la linealidad es adecuada.
Pendiente de la recta (b) también llamada coeficiente de regresion:

tealacutado = 69,23

trabutado = 12,71

t-calculado es mayor que t- tabulado, por ende, la pendiente se diferencia
significativamente de cero, esto indica que la pendiente y la linealidad son adecuadas.

Intercepto (a):

teatacutado = 1,70
trabutado = 12,71

Para este caso el intercepto no se diferencia significativamente de cero, debido a
que t-calculado es menor que t-tabulado, y como no hay diferencia significativa de cero,
el efecto de fondo de los reactivos sobre la sefial analitica no es significativa y la linealidad

es valida.

Sabiendo que los tres pardmetros cumplen con lo establecido de la ONA se

concluye gque el método es lineal.

4.1.2.3.1. Limite de deteccion y cuantificacion

Tabla18. Resultados del limite de deteccion y cuantificacién.

Limite de deteccion 0,22 g/kg

Limite de cuantificacion 2,12 g/kg
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Segun ONA (2012), el limite de Cuantificacion es un término cuantitativo (menor
cantidad medible) mientras que el limite de deteccion es cualitativo (menor cantidad
detectable). Basado en los conceptos y en los resultados mostrados en la tabla 10, indica
que el método permite detectar hasta 0,22 g/kg de carbono organico, pero puede

cuantificar des de los 2,12g/Kg de carbono organico.

4.1.2.4. Incertidumbre

Para la estimacién de la incertidumbre se realizaron los célculos de manera
manual, los cuales se encuentran en el anexo 6. Para sintetizar, optimizar y evitar errores
de redondeo en el calculo se utilizé una hoja de Excel. A continuacién, en las siguientes

tablas se muestran de manera resumida los resultados de los céalculos de incertidumbre.

Es importante aclarar que el célculo de incertidumbre se realiz6 para los datos del

técnico 1 en los tres niveles de concentracion: baja, media y alta respectivamente.

Calculo de incertidumbre del técnico 1 para la muestra de concentracion nivel bajo
(cod 866 = 8,77g/kg).

Tabla 19. Resultado del calculo de la incertidumbre del volumen del blanco.
. } ) ) Coeficiente ) L.
Fuente de Origen de la ) Incertidumbre Tipo de Incertidumbre . L. Contribucion
No incertidumbre informacion Valor  Unidades original distribucion estandar de Contribucién (%)
sensibilidad
Vb
ificado d Evaluacion
certificado de Tipo B,
UcCal  “Gipracien N-A ML 0,023 pistbucion  0,0115
normal, K=2
1 Declarad Evaluacion
: U Res eclaracdopor 0,1 mL 0,1 0B . 0,0408
el fabricante recianguer 1,001 431903 62
UT  epeimemal NA - 30311E-08  ewiecn  3,0311E-03
u Rep experimental 19'95 mL 0,0707 Ev_?ilsg(ién 0,05
U(vol.
blanco) = 0,066

Nota: N.A.: No aplica.
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Tabla 20. Resultado del calculo de la incertidumbre del volumen de la muestra.

Origen de ) Tipo de ) Coeficiente . L.
No. _Fuent_e de la Valor Unidades Im_:e_rndumbre distribuci Incgrt|dumbre de Contribucion Contribucion
incertidumbre . L. original . estandar - (%)
informacion 6én sensibilidad
Vm
certificado 0.023 E"T‘a}:;‘ggén 0.0115
u Cal ) de L NA mL Distribucfén
calibracion normal, K=2
declarado 0.1 EV%"‘)‘SCBM" 0.0408 2.4
2- u Res p(_)r el 0,1 mL Distribucion '1;0013
fabricante rectangular 8E-03 36
uTe experimental  N.A. - 3.0311E-03 EV%';SCB'O" 3.0311E-03
U Rep experimental 17,7 mL 0.063 EVTa‘i"‘)‘gié” 0.026
Uvol.
muestra)
= 0.0497

Nota: N.A.: No aplica

Tabla 21. Resultado del calculo de la estimacion de la incertidumbre de la

concentracion estandarizada del Sulfato de hierro 0.5 N.

o O R O P
C2
: _ Evaluacion 1 089E-07
Ci Experimental 0,9989 Eqg/L 2,178E-07 Tipo A, 5013E-01 2,98E-15 9,3E-08
3 V1 Experimental 10,0 mL 0,028 Ev%lgggén 0,01416 0,05007 5,02E-07 15,6
V2 Eerimental 19195 ML 013 Ev%lsgién 0,0656 '0102510 2,71E'06 84,4
Suma 3,216E-06
Cuadratica
uc(C2) 1,793E-03
N
Fe,S0, - 0,5007 Uexp(C2) 3,587E-03
7 H,0
. . . . Coeficient
N e raimasay Vaor  Unidades [SSUAUTNIC  Teode | pcetimre ge ' Contbucion Contibucion ()
ibilidad
3 C2
C2 Experimental  0,5007 Eq/l_ 0,0036 Evaluacion Tipo A 1,793E-03 4,499 6,51E-05 0,94

]
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Tabla 22. Resultados del calculo de la masa de la masa de la muestra.

Origen de . Tipo de . Coeficiente ; ‘2
Fuente de . Incertidumbre S . Incertidumbre . L. Contribucion
No. incertidumbre . la B Valor Unidades original dlst(lbum estandar lde” Contribucion (%)
informacion én sensibilidad
M
Evaluacion
Certificado de _Tipo B.’,
U cCal eficado de NLLA. g 0,0002 oisibucion  0,0001
K=2
Evaluaci6n -4,505  2,42E-07 3,5E-03
U Res Fabicane  0,0001 @ N.A. Do B 2 887E-05

rectangular

URep  Egeimenal 00,5001 g 8,1650E-05 59 3,33E-05

U(masa

muestra) 1,093E'04

Nota: N.A.: No aplica

Tabla 23. Resultado final la incertidumbre estandar combinada, expandida y el
resultado de concentracion de carbono orgénico con su respectiva incertidumbre para

el nivel de concentracion bajo.

Suma cuadratica de las contribuciones 6,9 E-03
Uc (%C.org) 0,08
Uexp 0,16

C.org (g/kg) = 8,79 + 0,16

En el anexo 6 se muestra el calculo detallado de la incertidumbre.

La magnitud que mas contribuye a la entrada de incertidumbre en el andlisis de la
concentracion de carbono organico en el suelo es volumen de sulfato de hierro gastado
en el blanco (V) con una contribucion de 62%, seguido del volumen del Fe,S0, - 7 H,0
gastado en la muestra (1},,) con 36%, posteriormente la concentracion estandarizada de
Fe,S0, -7 H,0 0,5N (C,) con 0,94% de contribucion y la magnitud que menos contribuye

a incertidumbre en el andlisis es la masa de la muestra con 3,5x 107°3% de contribucion.
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Esta informacion se puede representar de manera grafica en el siguiente diagrama
de Pareto, también llamado curva cerrada o distribucién A-B-C, el cual es una grafica
para organizar datos de forma que estos queden en orden descendente, de izquierda a
derecha y separados por barras. El diagrama permite mostrar graficamente el principio
de Pareto (pocos vitales, muchos triviales), es decir, que hay muchos problemas sin
importancia frente a unos pocos muy importantes. Mediante la gréfica colocamos los
"pocos que son vitales" a la izquierda y los "muchos triviales" a la derecha.

Gréfica 2. Diagrama de Pareto.

Diagrama de Pareto para el nivel de concentracion
bajo

0.01 100%
0.00 90%
0.00 80%
0.00 70%
0.00 60%
0.00 50%
0.00 40%
0.00 30%
0.00 20%
0.00 10%
0.00 0%

Vb vm c2 mm

Céalculo de incertidumbre del técnico 1 para la muestra de concentracién nivel
medio (céd 860 = 21,40 g/kg).

Tabla 24. Resultado del calculo de la incertidumbre del volumen del blanco.

. } ) . Coeficiente ’ L2
No ] Fuente de ergen dt_a'la valor Unidades Incerpd_umbre lTIF.)O d«_e, Incem’dumbre de Contribucién Contribucion
incertidumbre informacion original distribucion estandar sensibilidad (%)
Vb
ificado d Evaluacion
certificado de Tipo B,
U Cal calibracion N.A mL 0’023 Distribucion 010115
normal, K=2
1 Declarado E"%'“g%"’”
: U Res por el 0.100 mL 0,1 Distoucion 0,0408
fabricante rectangular 1,0008 4,31E-03 61,99
uTe experimental  N.A - 3,0311E-03 59" 3,0311E-03
U Rep experimental 19,95 mL 0,0707 E"%',;‘si‘"” 0,0500
u
(vol. 0,0656
blanco) —

]
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Tabla 25. Resultado del calculo de la incertidumbre del volumen de la masa.

Origen de . X . Coeficiente . L.
Fuente de . Incertidumbre Tipo de Incertidumbre . L. Contribucion
No. incertidumbre !a L. Valor Unidades original distribucién estandar de - Contribucion (%)
informacion sensibilidad
Vm
certificado Evaluacion Tipo B,
U Cal de N.A. mL 0,023 Distribucion normal,  (0,0115
calibracion K=2
declarado Evaluacion Tipo B
2 U Res por el 0,1 mL 0,1 Distribucion 0,0408
' fabricante rectangular 1 2 26E 241
uTe experimental  N.A. - 3,031E-03 cEvaluacienTipos  3,031E-03 - ,0008 ; 6E-03 3 ,
U Rep experimental 14,5 mL 0,05 Evaluacion Tipo A 0,021
U(Vol. muestra) 0047
Tabla 26.  Resultado del calculo de la estimacién de la incertidumbre de la
concentracion estandarizada del Sulfato de hierro 0,5 N.
Fuente de Origen de la . Incertidumbre Tipo de Incertidumbre Coeficiente . . Contribuciéon
No. incertidumbre informacion Valor  Unidades original distribucién estandar de sensibilidad Contribucién (%)
Cc2
. - Evaluacion -
C1 Experimental 0,999 Eq/L 2,178E 07 Tipo A, 1,089E 07 0,5013 2 98E-15 9.3E-08

3 V1 Experimental 10 mL 0,0283 Evﬁlp“ggén 0,01416 0,0501 5.02E-07 15.62
-0,02510 2.71E-06 84.38

V2 Eermental 19,95 ML 0,1313 &  0,0656
Suma 3.216E-06
Cuadratica
uc(C2) 1.793E-03
N 3.587E-03
F62504 * 05007 Uexp(CZ)
7 H,0

Origen de . ) . Coeficiente
No. . Fuente de la Valor Unidades Incertlld_umbre Tipo dg' Incertl,dumbre de Contribucion Contribucién (%)
incertidumbre . - original distribucion estandar S
informacion sensibilidad
3 Cc2
Cc2 Epeimental 0,5007 Eq/L  3,587E-03 EvalacienTipoa 1,793E-03 10,9597 3,86E-04 5,550

]
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Tabla 27. Resultados del calculo de la masa de la masa de la muestra.

Origen de . . ; Coeficiente . -
Fuente de ) Incertidumbre Tipo de Incertidumbre . .. Contribucion
No. . p la Valor Unidades . P C . . de Contribucién
incertidumbre informacion original distribucion estandar sensibilidad (%)
Mm
Evaluaci6
Certificado de \%:j:g'on 0.0001
UCal ‘g NA. g 0,0002  istibucion
K=2
Eva]uacién 2 887E‘05 -109683 286E'06 41E'02
URes  Faicae 0,0001 g N.A. Distmugon
rectangular

URep  eeeimenal 0,5003 g 2,787E-04 Sfoo™  1,14E-04

Umasa  1,542E-04

muestra) =

Tabla 28. Resultado final la incertidumbre estandar combinada, expandida y el
resultado de concentracion de carbono organico con su respectiva incertidumbre para

el nivel de concentraciéon medio.

Suma cuadratica de las contribuciones 7,0E-03
uc(%C.org) 0,08
Uexp 0,16

C.org (g/kg) = 21,40 + 0,16

Gréfica 2. Diagrama de Pareto.

Diagrama de Pareto para el nivel de concentracion
medio

0.01 100%
0.00 90%
0.00 80%
0.00 70%
0.00 60%
0.00 50%
0.00 40%
0.00 30%
0.00 20%
0.00 10%
0.00 0%

Vb Vm c2 mm
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Célculo de incertidumbre del técnico 1 para la muestra de concentracion nivel alto

(cod 854 = 35.40 g/kg).

Tabla 29. Resultado del calculo de la incertidumbre del volumen del blanco.
. . ) . Coeficiente - L.
Fuente de Origen de la . Incertidumbre Tipo de Incertidumbre . L. Contribucion
No. incertidumbre informacién Valor Unidades original distribucién estandar .d?. Contribucion (%)
sensibilidad
Vb
e Eva}luaci()n
UCal  ceftfcadode N A mL 0,023 Dok . 0,0115
normal, K=2
Declarado Evaluacion
1. U Res p(-)r el 0100 mL O,l Dis‘l;:!)bzgén 0,0408 1,0192 9,54E'02 79,53
fabricante rectangular
uTe experimental  N.A - 3,0311E-03 ®g2%"  3,0311E-03
URep  experimental 19,60  mL 0,4243 v 0,3000
Uvol. 0,303
blanco) = '
Tabla 30. Resultado del célculo de la incertidumbre del volumen de la masa.
N Fuente de Origen de val Unidad Incertidumbre Tipo de Incertidumbre goeficiente Contribucié Contribucion
0. incertidumbre iﬁformacién alor nidades original distribucién estandar s:nsibilidad ontribucion (%)
Vm
certificado Evaluacion Tipo B,
U Cal de N.A. mL 0,023 Distribucion normal, 0,0115
calibracion K=2
declarado Evaluacion Tipo B
2 U Res por el 0,1 mL 0,1 Distribucién 0,0408 -1,0192 4,42E-03 3,68
’ fabricante rectangular
uTe® experimental  N.A. - 3,031E-03 EvaluacionTipoB 3, 031E-03
U Rep experimental 1016 mL 0,12 Evaluacion Tipo A 0,049
U(vol. muestra) 0.065
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Tabla 31. Resultado del céalculo de la estimacidon de la incertidumbre de la

concentracion estandarizada del Sulfato de hierro 0.5 N.

NO o, it vaer undades TSI e e ey Connbucion M
09
. Evaluacion - _
CL  Expeimenal 0999 Eq/L 2,178E-07 “fp  1,089E-07 .o, 3,09E-15  , oe.09
3 \Vil Experimental 10 mL 0,0283 Ev?ilgchién 0,01416 0,0501 5,20E-07 0.83
» -0.02600 6,21E-05 99.17
V2 Eerimental 19,60 ML 0,6060  “79  0,3030 ’
Suma 6,259E-05
Cuadrética
uc(C2) 7,912E-03
N 1,582E-02
Fe,SO,- 05096  Uew(C2)
7H,0
Sricend , , ) Coeficient
No. inggriﬁjrggre ) “gén_e Valor Unidades Incirrti'gd#]r:lbre dis-zlr‘i)k?u?:?én Inc:sr:gc:::jn;rbre oelg;ltlane Contribucién Contribucién (%)
informacion sensibilidad
3 C2
Cc2 Epeimental 05096 Eg/L  1,582E-02 EvauacienTpoa 7 912E-03 17,9309 2,01E-02 16,78

Tabla 32. Resultados del célculo de la masa de la masa de la muestra.

Origen de . . . Coeficiente : L.
Fuente de ) Incertidumbre Tipo de Incertidumbre . .. Contribucion
No. incertidumbre . la - Valor Unidades original distribucion estandar .d'?. Contribucion (%)
informacion sensibilidad
M
Evaluacién
cal Certificadode | A 0.0002 D.T‘Pg B, 0,0001
UcCa calibracién <A g ’ istribucion
normal,
K=2
4 Bvaluacon 5 g O -18.2745 3.99E-06 3.3E-03
. . Tipo B y) -
U Res Fabricante  0,0001 g N.A. Distribucién

rectangular
URep  Eveimena 05001 g  8,165E-05 e  3,33E-05
Umasa  1,093E-04

muestra) =

]
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Tabla 33. Resultado final la incertidumbre estandar combinada, expandida y el
resultado de concentracion de carbono organico con su respectiva incertidumbre para

el nivel de concentracion alto.

Suma cuadratica de las contribuciones 1,2E-01
Uc (%C.org) 0,35
Uexp 0,70

C.org (g/kg) = 35,64+ 0,70

Gréfica 3. Diagrama de Pareto.

Diagrama de Pareto para el nivel de concentracion
alto
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Tabla34. Resumen de los resultados de la evaluacion de los parametros de

desempeiio del método volumétrico de Walkley & Black para determinar carbono

Organico.
Parametros Criterios de Resultados Conclusion
aceptacion
Exactitud 100,19% Nivel bajo
e Recuperacion 90 - 110% 100,01%Nivel Cumple
medio
100,68% Nivel alto Cumple
Precision Interdia Técnico 1
(Repetibilidad) 2,84% muestra 1
0,93% muestra 2
e Coeficiente de No mayor de 5% 1,34% muestra 3 Cumple
Variacion Técnico 1
2,32% muestra 1
0,70% muestra 2
1,18% muestra 3
Precision Intradia Técnico 2
(Repetibilidad) 4,21% muestra 1
e Coeficiente de No mayor de 5% 1,47% muestra 2 Cumple
Variacion 1,06% muestra 3

]
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Precision Interdia Dialy?2
(Precision Intermedia) 2,64% Muestra 1
e Coeficiente de No mayor de 5% 3,04% Muestra 2 Cumple
Variacion 2,02% Muestra 3
Muestra 1

texp 1,18 < ttabla 2,23

Fexp2,31 < Frabia 5,05
Muestra 2
texp < trabla texp 1,55< trania2,23 Cumple
Reproducibilidad Fexp < Ftabla Fexp 2,56< Ftabia5,05
Muestra 3

texpo, 12 < ttab|32,23

Fexp 1,59 < Ftab|a5,05

Linealidad del método
e Coeficiente de Minimo 0.995 0,99978 Cumple

Determinacion (R?)

e Test Estadistico para
la correlacion (P = texp >>ltabla 67,41 >> 12,71 Cumple

0,05).

e Prueba t-student para
el coeficiente de

regresion texp > trabla 69,23 > 12,71 Cumple
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e Prueba de t-student

del Intercepto (P =

0,05) texp < ttabla 1,70< 12,71 Cumple
Nivel bajo -
De acuerdo a las Uexp= £ 0,16
Incertidumbre expandida caracteristicas de la Nivel medio
técnica Analitica Uexp= £ 0,16
Nivel alto
Uexp = £ 0,70

]
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5.1 CONCLUSIONES

Esta investigacion ha validado el método volumétrico de Walkley y Black para la

determinacion de carbono organico en muestras de suelo mediante la Politica para la

Validacion de Métodos de Laboratorios de Ensayos y Calibracion de la Oficina Nacional

de Acreditacion en el LABSA-UNA durante el periodo de septiembre-diciembre 2021,

basado en el cumplimiento de los objetivos planteados, se presentan las siguientes

conclusiones:

Los resultados obtenidos utilizando como guia base para la determinacién de
carbono organico en muestras de suelo, el procedimiento de GLOSOLAN-SOP-

02, son satisfactorio lo que permitira la validacion del ensayo.

De acuerdo con los requisitos de la Norma ISO/IEC 17025:2017, las condiciones
en que se desarrolla el instructivo de trabajo para la determinacion de carbono
organico en muestras de suelos en el LABSA-UNA son las adecuadas, por lo que

se obtuvieron datos trazables.

Los parametros de validacion, exactitud, precision, linealidad, limite de deteccion
y cuantificacion para el método volumétrico de Walkley y Black en la determinacion
de carbono organico en muestras de suelo bajo las directrices del DOC-ONA-12-
011 cumplen con lo establecido por la ONA para cada variable cuantificada en el

ensayo.

El porcentaje de recuperacion promedio, el cual es el que determina la exactitud
del método es de 100,29% y el valor aceptable segin ONA es 90-110%, por lo
tanto, cumple con el criterio de aceptacion del rango establecido, por otro lado, se
calculo el t-student para cada nivel de muestra, donde en la muestra nivel bajo se
obtuvo un t-calculado de 0,09, muestra nivel medio 0,03 y muestra nivel alto 1,22,
cabe destacar que en las tres muestras el t-tabulado es de 2,57, por ende el t-

calculado en los tres niveles de concentracidén respectivamente es menor que t-
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tabulado, segin ONA la exactitud requerida y los valores experimentales de
carbono organico no son estadisticamente diferentes de los valores del material

de referencia y por ende se descarta evidencia de error.

e En cuanto a la precision fue evaluada por medio de repetibilidad (interdia e
intradia), reproducibilidad y precision intermedia. Para evaluar la repetibilidad se
calculé el coeficiente de variacion, la ONA establece como valor aceptable de C.V
menor al 5%, en los tres niveles de contraccion respectivamente, tanto en
repetibilidad intradia e interdia se obtuvieron coeficientes de variacion menor al

5%, por lo tanto, el método es repetible.

Para la reproducibilidad, se calcularon para cada muestra el t-student y la prueba
F(Fisher), donde se obtuvo para la muestra nivel bajo un t-calculado de 1,18,
muestra de nivel medio 1,55 y muestra nivel alto 0,12, el valor t-tabulado es de
2,23 para un contraste de dos cola en todos los casos, como podemos observar
los t- calculados son menores que el t- tabulado, segun criterios de la ONA indica
gue no hay diferencia significativa entre las medias, por ende no hay probabilidad

de presencia de errores sistematicos.

Para determinar si hay diferencia significativa entre las varianzas se calculo la
prueba Fisher , donde se obtuvo para el nivel bajo un F — calculado de 2,31, nivel
medio F — calculada de 2,56 y nivel alto F- calculada de 1,59, para los tres caso el
F-tabulado es de 5,05 para un contraste de una cola, puesto que F-tabulada es
menor que F-Calculada se establece segin ONA que no hay diferencia
significativa entre las varianzas, por ende los conjuntos de resultados presentan

repetibilidades similares.

La precision intermedia fue evaluada con el coeficiente de variacion obteniendo
como resultados para el nivel bajo un C.V de 2,64, nivel medio C.V 3,04 y nivel
alto C.V 2,02 donde el coeficiente global es inferior al 5% en todos los casos, por

ende, se garantiza precision intermedia.
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Para la evaluacion de la linealidad se someti6 a prueba de t- student el coeficiente
de correlacion, pendiente e intercepto. En la evaluacion de la correlacidon se obtuvo
un t-tabulado de 67,41, mientras que el t-tabulado es de 12,71, ya que t- calculada
es mucho mayor que t — tabulada, segun los criterios de aceptacion de la ONA,
hay correlacion significativa, es decir la variacion de la sefial analitica y la variacion

de la concentracién es significativa.

En la prueba de la pendiente el t- calculado obtenido es de 69,23 y el t-tabulado
es de 12,71, por tanto, se concluye por criterios de la ONA que la pendiente se

diferencia significativamente, es decir que la pendiente y la linealidad es adecuada.

En el intercepto se obtuvo un t- calculado de 1,70 y el t-tabulado es de 12,71, ya
que el t- tabulado es menor que el t-calculado, por criterios de la ONA el intercepto
no se diferencias significativamente de cero, esto indica que el efecto de fondo de

los reactivos sobre la sefial analitica no es significativo y la linealidad es valida.

La incertidumbre asociada al resultado de medida fue estimado en base a la Guia
GUM, donde se tomé en cuenta el mesusurando del método analitico para la
determinacion de carbono organico en muestras de suelo y de esta manera
conocer las magnitudes de entrada con sus contribuciones de incertidumbre, para
esto se calculo la incertidumbre estandar, estdndar combinada e incertidumbre
expandida en cada uno de los niveles de concentracion, donde la muestra del
Material de referencia de concentraciobn nivel bajo proporcioné un valor de
8,79g/kg con una incertidumbre de + 0,16 g/kg, la muestra de concentracién nivel
medio dio un valor de 21.40 g/Kg con incertidumbre de + 0,16 g/kg y la muestra
del material de referencia de concentracion nivel alto se determiné un valor de
35,64g9/kg, con incertidumbre de + 0,70 g/kg.
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Por todo lo antes mencionado, se acepta la hipotesis planteada en esta
investigacion, por consiguiente, se concluye que las condiciones en que se desarrolla el
instructivo de trabajo para la determinacion de carbono orgéanico empleando el método
volumétrico de Walkley y Black, permite el cumplimiento de los parametros de validacion

e incertidumbre en los resultados obtenidos requeridos por la ONA.

]
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5.2. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el proceso de validacion del

método Walkley & Black para la determinacion de carbono organico en suelo se

recomienda lo siguiente:

Debido a que las incertidumbres son las principales magnitudes de
dispersion o desviacion en los resultados de los analisis a través de las
incertidumbres de los mensurando, se debe tener especial cuidado en las
masas de las muestras, volumenes de los reactivos, volumenes gastados y

las concentraciones utilizadas en el desarrollo experimental del método.

Es necesaria la verificacién de la calibracion de los instrumentos a utilizar,
asi como la cristaleria, esta debe ser evaluada y calibrada por un laboratorio
de calibracién acreditado segun el alcance previsto, esto aumentara el
grado de confiabilidad de los resultados brindados en los analisis por el

laboratorio.

Seguir promoviendo la repetibilidad y reproducibilidad de los patrones de
referencia intraboratorio como un control de calidad interno, esto como

cumplimiento del aseguramiento de la validez de los resultados.

Se recomienda el uso de un titrador para disminuir la incertidumbre de

volumen del blanco y la muestra.

Utilizar un dispensador con una capacidad de 200 mL para la adicion de
agua en las muestras y blancos de andlisis para mejorar la rapidez en la

rutina.

Para eliminar las interferencias de ion férrico adicionar H3POas y las

causadas por cloruro adicionar de Ag2SO4 a la mezcla de digestion acida
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5.4. ANEXO

En los anexos se desarrollan todos los célculos de concentraciébn de carbono
organico, célculo de pruebas estadistica de exactitud, de precision, linealidad e
incertidumbre.

Anexo 1

Célculo de carbon orgénico para la muestra codigo WEPAL 866, nivel de

concentracion bajo (8,77 g/Kg).

Para el célculo de carbon organico se usa la Ec. 44, para proceder al calculo se debe
calcular la normalidad estandarizada del FeSO, - 7H,0, el calculo se efectia usando la

Ec. 45.
0,9989N x 10mL

Ngeso, 7H,0 = 19 95mL = 0,5007N
[19,95 —17,7] X 0,5007 x 0,003 x 1.3
C.or (Mx 866.1) = x 1000 = 8,78 g/kg
0,5001
c My 866.2) = [19,95 —17,8] x 0,5007 x 0,003 x 1.3 < 1000 = 839 a/k
.or (Mx 2) = 0.5000 = 8,39g/kg
[19,95 —17,7] X 0,5007 x 0,003 x 1.3
C.or (Mx 866.3) = x 1000 = 8,78 g/kg
0,5001
c My 866.4) — [19,95 —17,7] X 0,5007 x 0,003 x 1.3 % 1000 = 878 a/k
.or (Mx 4) = 0.5002 = 8789/kg
c My 866.5) — [19,95 —17,7] X 0,5007 x 0,003 x 1.3 % 1000 = 8.78 a/k
.or (Mx 5) = 0.5000 = 8789/kg
[19,95 —17,6] X 0,5007 x 0,003 x 1.3
C.or (Mx 866.6) = 05000 x 1000 = 9,17 g/kg

El mismo procedimiento se aplicara para las muestras nivel medio y alto en los
datos de ambos técnicos, por tal razén no se seguira con el célculo, solo se muestran los

resultados en las tablas 7 y 8.



Anexo 2

Célculos para la evaluacion de exactitud
La evaluacién de exactitud se calcula por medio de la veracidad y a la vez esta se
calculo por medio del sesgo y para evaluar el sesgo se utilizdé Ec.46, posteriormente con
ayuda de la Ec. 1 se determina el contraste t - student, con el fin de descartar si existe
estadisticamente diferencias significativas entre los valores y dejar definido si el método

€s exacto.

Calculo del sesgo y contraste t- student para la concentracion de nivel bajo (C6d-WEPAL
866 (8,77g/kg)).

S = 878— 877 = 0,01
(0,01)

tcal = =

0,25/V/6

trap cOn 6 — 1 grados de libertad = 2,57

= 0,09

Aparte que el t-calculado se realiz6 manualmente, se determind utilizando la herramienta
de Excel Analisis de datos para medias dos muestras emparejadas, el andlisis se realizo

para los tres escenarios (Nivel bajo, medio y alto).

C.org g/kg C.org g/kg
esperado experimental
Media 8.77 8.77745214
Varianza 3.7865E-30 0.06089229
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacion de Pearson 1.3143E-15
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5
Estadistico t 0.07397335
P(T<=t) una cola 0.47194991
Valor critico de t (una cola) 2.01504837
P(T<=t) dos colas 0.94389983
Valor critico de t (dos colas) 2.57058184

Fuente: Excel



Calculo del sesgo y contraste t-student para la concentracion de nivel medio (Cod-
WEPAL 860 (21,40g/kg)).
S = 21,403 — 21,40 = 0.003

; (0,003)
Cal 0,20/\/6 ’
trap cOn 6 — 1 grados de libertad = 2,57

C.org g/kg C.org g/kg

esperado experimental
Media 21.4 21.4017198
Varianza 1.5146E-29 0.04099084
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacidn de
Pearson 1.9222E-14
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5
Estadistico t 0.02080664
P(T<=t) una cola 0.49210234
Valor critico de t (una cola) 2.01504837
P(T<=t) dos colas 0.98420469
Valor critico de t (dos colas) 2.57058184

Fuente: Excel

Calculo del sesgo y contraste t-student para la concentracion de nivel alto (C6d-WEPAL
854 (35,40 g/kg))
S = 35,64 — 35,40 = 0,24

t (0.24) 1,22
C l = —-—— )
“0,48/V/6
trap cOn 6 — 1 grados de libertad = 2,57
C.org g/kg C.org g/kg
esperado experimental
Media 35.4 35.6400691
Varianza 0 0.23023895
Observaciones 6 6
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5
Estadistico t 1.22552591
P(T<=t) una cola 0.13747497
Valor critico de t (una cola) 2.01504837



Continuacion

P(T<=t) dos colas 0.27494995

Valor critico de t (dos colas) 2.57058184
Fuente: Excel

Para calcular el coeficiente de variacion del porcentaje de recobro en cada una de los
niveles de concentraciones se utilizé la Ec. 48:

Nivel bajo

CVx/y = m X 100% = 2,81%
Nivel medio

0.95 x 100% = 0,94%
100,01 0 T B

Nivel alto

CVx/y =

)

Vary = 100,68

X 100% = 1,35%

Anexo 3
Célculo para la evaluacion de la precision.

Célculo del coeficiente de variacion para evaluar la precisién por repetibilidad
interdia, para dicho célculo se puede utilizar la Ec. 3.

Célculo para el primer dia

Nivel bajo
RSD = 9.25 X 100% = 2,84%
8,79

Nivel medio

RSD = 21’.40 x 100% = 0,93%
Nivel alto

RSD = — 8 X 100% = 1,34%

35,64

Calculo para el segundo dia

Nivel bajo

RSD = 0,20 x 100% = 2,32%
T 861 0 T 4merd



Nivel medio

)

= X 0, — 0,
RSD 22,64 100% = 0,70%
Nivel alto
RSD = — x 100% = 1,189
34,55 % %

Célculo para precision por repetibilidad intradias, para el calculo se sigue utilizando
la Ec. 3.

Nivel bajo
RSD = —— x 100% = 4,219
9,01 % %
Nivel medio
RSD = 0,32 x 100% = 1,47%
~ 9,01 0 T BRI
Nivel alto
= ! X 0, = 0
RSD 35,61 100% = 1,06%

Célculo de larepetibilidad Intralaboratorio (reproducibilidad)

El contraste F se calcula utilizando la Ec. 4, a continuacion, se muestra el
procedimiento del célculo en cada uno de los niveles de concentracion.

Célculo del contraste F para el nivel bajo, para efectuar el calculo se utilizan los
datos del técnico 1y 2 de la tabla 12, muestras Cod-WEPAL 866 (8,77g/kg).(Ver cddigo
en tabla 4)

_ (0,38)?
cal — (0’25)2
Frap = 5,05

= 2,31

Prueba F para varianzas de dos muestras

Técnico 2 Técnico 1

Media 9.00551562  8.77745214
Varianza 0.14576976 0.06089229



Continuacion

Observaciones 6 6
Grados de libertad 5 5
F 2.39389508
P(F<=f) una cola 0.18002422
Valor critico para F (una cola) 5.05032906

Fuente: Excel
El F calculado es menor que el F tabulado, indicando que no hay diferencia
significativa entre la varianza, por lo tanto, para el célculo del contraste t — student la

ecuacion apropiada a utilizar es la 5.

e 9.01 — 8,79
\/(6— 1)(0,25)2 + (6 — 1) (0,38)2 le N
6 +6— 2 676
0,22
= 1,18

t =
(0,32163644)(0.5777350269)
t — tabulado: 2,23 (dos colas)

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Técnico 1 Técnico 2

Media 8.77745214 9.00551562
Varianza 0.06089229 0.14576976
Observaciones 6 6
Varianza agrupada 0.10333103

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 10

Estadistico t 1.22885603

P(T<=t) una cola 0.12362936

Valor critico de t (una cola) 1.81246112

P(T<=t) dos colas 0.24725871

Valor critico de t (dos colas) 2.22813885

Fuente: Excel
De igual manera, el mismo procedimiento de calculo que se ejecutd en nivel bajo

sera aplicado en los niveles medio y alto, usando las misas ecuaciones.



Nivel medio: muestras Cod-WEPAL 860 (21,4g/kg) (Ver cédigo en tabla 4),
igualmente se utilizan los datos del técnico 1y 2 de la tabla 12.

(0,32)2
Fcal = (0’20)2

Frap = 5,05 (Una cola)

= 2,56

Prueba F para varianzas de dos muestras

Técnico 2 Técnico 1
Media 21.6216436 21.3802966
Varianza 0.10249046  0.04090882
Observaciones 6 6
Grados de libertad 5 5
F 2.50533886
P(F<=f) una cola 0.16813966

Valor critico para F (una cola) 5.05032906
Fuente: Excel

e 21,64 — 21,40
(6 — 1)(0,20)2 + (6 — 1) (0,32)2 le L1
6+ 6 — 2 6" 6
0,24
= 1,55

t =
(0,266833281)(0.5777350269)
t — tabulado: 2,23 (dos colas)

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Técnico 1 Técnico 2

Media 21.3802966 21.6216436
Varianza 0.04090882 0.10249046
Observaciones 6 6
Varianza agrupada 0.07169964

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 10

Estadistico t 1.56114786

P(T<=t) una cola 0.07477554

Valor critico de t (una cola) 1.81246112

P(T<=t) dos colas 0.14955107

Valor critico de t (dos colas) 2.22813885

Fuente: Excel



Nivel alto: muestra Cod-WEPAL 854 (35,40 g/kg), el calculo se realiza de
igual manera, usando los datos del técnico 1y 2 de la tabla 12. (Ver codigo en tabla 4)

(0,48)2
Fcal = (0,38)2

Frqp = 5,05 (Una cola)

= 1,59

Prueba F para varianzas de dos muestras

Técnico 1 Técnico 2
Media 35.6043934 35.5785782
Varianza 0.22977824 0.14067266
Observaciones 6 6
Grados de libertad 5 5
F 1.63342506
P(F<=f) una cola 0.30168407

Valor critico para F (una cola) 5.05032906
Fuente: Excel

; 35,64 — 35,61
J(6 - D(048)? + (6-1) (038)% \/1 i
6+6—2 6 6
0,03
t= = 0,12
(0,432897216)(0,5773503)
t—tabulado: 2,23 (dos colas)
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
Técnico 1 Técnico 2
Media 35.6043934 35.5785782
Varianza 0.22977824 0.14067266
Observaciones 6 6
Varianza agrupada 0.18522545
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 10
Estadistico t 0.10389254
P(T<=t) una cola 0.45965437
Valor critico de t (una cola) 1.81246112
P(T<=t) dos colas 0.91930874
Valor critico de t (dos colas) 2.22813885

Fuente: Excel



Para el célculo de la precision intermedia se usa la Ec. 3 y se operan con los

Célculo de la precision intermedia

datos de la tabla 13.

Ambos dias
Nivel bajo
RSD = —— x 100% = 2,64%
8,70 ° °
Nivel medio
RSD = ——— x 100% = 3,04%
22,02 ’ °
Nivel alto
RSD = ——— x 100% = 2,02%
35,09 ° °
Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo para el dia 1
y 2.
RESUMEN Nivel bajo Nivel medio Nivel alto Total
Dia 1
Cuenta 6 6 6 18
Suma 52.6647128 128.28178 213.62636 394.572853
Promedio 8.77745214 21.3802966 35.6043934 21.920714
Varianza 0.06089229 0.04090882 0.22977824 127.255334
Dia 2
Cuenta 6 6 6 18
Suma 51.6312922 135.858109 207.287973 394.777374
Promedio 8.60521536 22.6430181 34.5479955 21.9320763
Varianza 0.04027602 0.02456114 0.17007592 119.106296
Total
Cuenta 12 12 12
Suma 104.296005 264.139889 420.914333
Promedio 8.69133375 22.0116574 35.0761944
Varianza 0.05407619 0.46461333 0.4861091



ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade  Grados de promedio .. Valor critico
o . de los F Probabilidad

variaciones cuadrados libertad para F
cuadrados

Muestra 0.00116192 1 0.00116192 0.01230642 0.91240731 4.17087679

Columnas 4177.09609 2 2088.54805 22120.8396 2.9169E-48 3.3158295

Interaccion 8.21916079 2  4.1095804 43.5265873 1.3523E-09 3.3158295

Dentro del

grupo 2.83246217 30 0.09441541

Total 4188.14888 35

Fuente: Excel

Dado a = 0.05, el valor de “p” es mayor que 0.05 para “Muestra” por lo que aceptamos la
hipétesis nula, no hay diferencias en los dias.

Dado a =0.05, el valor de “p” es menor que 0.05 para “Columnas” por lo que rechazamos
la hipotesis nula, si hay diferencias en los niveles.

El valor de “p” para “Interaccion” fue menor que 0.05 (1.3523E-09), por lo que en

rechazamos la hipétesis nula y no descartamos algun efecto por interacciones.

Anexo 4

Calculo para la evaluacion de la linealidad
En este anexo se muestra el calculo del tratamiento estadistico del intercepto (a),

de la recta (b), del coeficiente de correlacion (r), el coeficiente de determinacion (r?),
desviacion estandar residual o errores aleatorios (s,,,), varianza residual (sy/x)z,
desviacion estandar de la pendiente (s,), desviacion estandar del intercepto (s, ), varianza
del intercepto (s,)?y varianza de la pendiente (s,)?, para la determinacion de la
linealidad.

Célculo del a usando la Ec. 9

_ (63,594144)(1788.032900) — (65.570000)(1743.946980)
@ = 3(1788.032900) — (65,57)2

= —0,603

Célculo de la b usando la Ec. 10

_3(1743.946980) — (65,57)(63.594144)
a 3(1788.032900) — (65,57)>2

= 0,997



Célculo del r usando la Ec. 11
3(1743,946980) — (65,57)(63,594144)
r =
J (3 x 1788,032900 — (65,57)2)(3 x 1701,239079 — (63,594144)2)

= 0,999894

El 2 se calcula de la siguiente manera, usando la Ec. 12
r? = (0,999894)% = 0,99978
Una vez obtenido los resultados del intercepto (a), la pendiente, (b), y coeficiente
de correlacion, (r), seguidamente se aplica la prueba estadistica de t-student, para
comprobar si la linealidad del método es aceptable. A continuacion, se muestran los

céalculos.

En el célculo del estadistico de prueba para el coeficiente de correlacion (r), se

usa la Ec.13:

10,999894| /3 =2) _

tcalculado = \/(1 0.99978) = 67,41

trabutado = 12,71

Para el caso de la pendiente y el intercepto, antes de ser probados con el contraste
estadistico t- student se calculan los errores aleatorios con la Ec. 16 y posteriormente la
desviacion estandar de la pendiente (S) con la Ec. 17 y la desviacion estandar del

intercepto (s,) con ayudad del Ec. 18.

Calculo del estadistico s, ,, (Ec. 16), para estimar los errores aleatorios

0,074399 )
Sy/;x = ﬁ = 0,2727 = (Sy/x) = 0.074

Una vez obtenido el valor de s, /., usando la Ec.17 se calcula la desviacion

estandar de la pendiente (s;)

0,2727
Sp = —————= 0,0144

v/ 354,891267

Y la ordena en el origen o intercepto (s,), con la Ec.18



_0arg | 1788032000
Sa = (0.2727) 1332 591267) ~ ¥

Para el calculo de prueba t- student de la pendiente (b) también llamada
coeficiente de regresion, se usa la Ec.14 y el resultado calculado anteriormente de la
desviacion estandar de la pendiente.

10,997|
tealaculado = m = 69,23

trabutado = 12,71

Y para la prueba del intercepto (a), se utiliza la Ec.15 y el valor de la desviacion
del intercepto, el cual fue calculado anteriormente.

|—0,603]
tealaculado = m =

trabulado = 12,71
Anélisis de varianza de la linealidad.

Resumen
Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion

multiple 0.99989466
Coeficiente de determinacion R*2 0.99978934
RA2 ajustado 0.99957868
Error tipico 0.27248793
Observaciones 3

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Grados de Suma de de los Valor
libertad cuadrados  cuadrados F critico de F
Regresion 1 352.38644 352.38644 4745.966455 0.00924033
Residuos 1 0.07424967 0.07424967
Total 2 352.460689
Estadistico Inferior Superior  Inferior
Coeficientes  Error tipico t Probabilidad 95% 95% 95.0%

Intercepcién -0.60256916 0.35312359 -1.7063974 0.337462012 5.08942979 3.88429147 -5.08942979
Variable X1 0.99646474 0.01446437 68.8909751 0.009240326 0.81267746 1.18025203 0.81267746

Fuente: Excel



Nota: Se logra observar que los calculos realizados a mano, haciendo uso de
calculadora y ecuaciones, difieren de los resultados del andlisis de varianza de cada uno
de los parametros, pero eso no indica que los datos manuales estén erroneos, esos
pequefios cambios se deben a que Excel utiliza todos los decimales y manualmente se

trabajo a lo sumo con tres decimeles.

Anexo 5
Calculo del limite de deteccidn y cuantificacion
Para el célculo de limite de deteccion se utiliza la ecuacion 20
LOD = —0,603 + 3 (0,2727) = 0,22
Y para el limite de cuantificacion se usa la ecuacion 22
LOQ = —0,603 + 10 (0,2727) = 2,12
Anexo 6

Estimacién de laincertidumbre en la determinacién de C.org en suelo

Para el calculo de la incertidumbre del resultado de carb6n organico en muestras de
suelos, el mesurando estd compuesto por las siguientes magnitudes de entras:
concentraciones estandarizadas del sulfato de hierro (C,), volumen de sulfato de hierro
gastado en el blanco (Cg;anco), VOlumen sulfato de hierro gastado en la muestra Cpyestra)
y la masa de la muestra m,,. Dentro del procedimiento del célculo de incertidumbre de
cada mesurando que nos interesa medir se debe calcular la incertidumbre estandar, el

coeficiente de sensibilidad y la contribucion.

El célculo da inicio con la estimacién de la incertidumbre de la concentracion
estandarizada de FeS0, 0,5N (C,), pararealizar este calculo inicialmente de debe estimar
la incertidumbre de la concentracion de K,Cr,0, 1N (C4), debido a que es un mesurando

gue se encuentra dentro de las magnitudes de entrada de C,.



Anexo 6.1

Estimacién de la incertidumbre de la concentracién de K,Cr,0, 1N (C,) para el

nivel bajo del técnico numero 1

Para estimar la concentracion de K,Cr,0, al 1N se utilizando la ecuacion 53:

C = mX P
YTV, x FM
Donde la variable ubicada a la izquierda de la igualdad es llamada mesurando o

fuente de incertidumbre y los cuatros variables que se encuentran a la derecha de la
igualdad son las magnitudes de entradas.

El origen de la informacion de las magnitudes de entradas de incertidumbre tanto
de la pureza, volumen y férmula molecular, se encuentran dada por certificado del
fabricante, sus incertidumbres son de tipo B, Unicamente la masa el origen de la
informacion es experimental y su incertidumbre es de tipo A.

Anexo 6.1.1
Masa del dicromato de potasio (K,Cr,0)

» Calculo delaincertidumbre de la masa del dicromato de potasio (K,Cr,07)

Para el calculo de la incertidumbre estandar combinada de la masa del dicromato
de potasio se toman en cuenta las siguientes magnitudes de entradas: calibracion,
repetibilidad y la resolucion, donde a cada una se les calcula la incertidumbre estandar
respectivamente.

Calibracion
u(Cal): 0,0003
u(Cal) = 0,0003/2 = 0,00015
Dado que esta contribucion tiene que ser tomada en cuenta por dos veces, sustituyendo

datos en la Ec. 58, se obtiene la incertidumbre estandar

u(Cal) = /2 x(0,00015)2 = 2,1213 x 10~%

Repetibilidad
u(Rep) = 0,0000
u(Rep) = 0,0000/2 = 0,00000



Tomando en cuenta por dos veces la incertidumbre estandar se usa la Ec. 59

u(Rep) = /2 x (0,00000)2 = 0.00000

Resolucion
u(Res) = 0,0001
Sustituyendo datos en la Ec.27 se estima la incertidumbre estandar

u(Res) = 0,0001/2 x V3 = 2,8868 x 10~

De igual manera la incertidumbre estandar se toma en cuenta por dos veces, para el

calculo se utiliza la Ec.60

u(Res) = /2 x (2,8868 x 10-95)2 = 4,0825 x 1075

Utilizando al Ec.60 se calcula la incertidumbre estandar combinada

u. (m) = /(21213 x 10-9%)2 + (0,0000)Z + (4,0825 x 10-95)2 = 2,1602 x 1074

u(Cal) 0,0003 0,00015 2,1213 x 10
u(Rep) 0,0000 0,00000 0,00000
u(Res) 0,0001 2,8868 x 107% 4,0825 x 107°°
u. (m) 2,1602 x 10~%*
Masa experimental 12,2565 2,1602 x 107%
Anexo 6.1.2

Pureza del reactivo (P)
» Calculo de laincertidumbre de la pureza del reactivo (P)

Pureza declara (PD) 99,900
Incertidumbre 0,001

u = (100 — PD/100)
u = (100 — 99,90/100) = 0,001
P = 99,9/100 = 0,999
Haciendo uso la Ec.26 se obtiene la incertidumbre estandar de la pureza

0,001
V3

u(P) = = 5,7735 x 10~



P 0,999
u, (P) 0,0006
P: 0,999 5,7735 x 10~%

Anexo 6.1.3

Volumen de aforo 250 mL
> Calculo de laincertidumbre del volumen de aforo 250 mL

Para el calcular la incertidumbre del volumen de aforo se toman en cuentan las
siguientes magnitudes de entradas: calibracion, tolerancia y temperatura, donde
respectivamente a las tres se les calcula la incertidumbre estandar y posteriormente la
incertidumbre estandar combinada.

Calibracion
u(Cal):0,0230

Esta incertidumbre es de tipo B, debido a que es una incertidumbre proporcionada
por el certificado de calibracién y por ende se trata de una incertidumbre expandida, para
conocer la incertidumbre estandar se divide entre el factor de cobertura dos.

u(Cal) = 0,0230/2 = 0,0115

Tolerancia
u(Tol) = 0,12
Aplicando la Ec.26 se obtiene la incertidumbre estandar

u(Tol) = 0,12/V/3 = 6,9282 x 1072

Temperatura
Para el célculo de la incertidumbre estandar de la temperatura se utiliza la Ec.61
250 mL (21°C — 20°C x 2,11 x 107%°¢™1)
V3
u(T°) = 3,0311 x 10702

u (Tem) =

Célculo de la incertidumbre estandar combinada utilizando la Ec.62
u. (V250mlL) = \/(0,0115)2 + (6,9282 x 10792)2 4+ (3,0311 x 10792)2 = 7,6492 x 10792




u(Cal) 0.0230 0,0115

u(Tol) 0,12 6,9282 x 10792

u(T°) 3,0311 x 10792 3,0311 x 1072
u, (V 250 mL) 7,6492 x 10792

Anexo 6.1.4
Formula molecular (FM)

» Céalculo delaincertidumbre de la formula molecular (FM)

Para el calculo de la incertidumbre estandar de los tres elementos se utiliza la Ec.26

Elemento K,

CTZ 07
U (MA) 0,0001

0,0006 0,000001

Incertidumbre estandar del Potasio

0,0001 Cos
u (Kp) = 2 % Nl 1,1547 x 10

Incertidumbre estandar del cromo

0,0006 o
u(Cry) = 2 x 5 = 6928210

Incertidumbre estandar del oxigeno

0,000001

u(0;) = 7% —5 - 4,0415 x 10706

Célculo de la incertidumbre estandar combinada aplicando la Ec.63

u.(FM) = /(1,1547 X 10~°%)2 + (6,9282 x 10~9%)2 + (4,0415 x 10-06)2
u.(FM) =7,0239 x 107

Elemento K, Cr, 0,
MA 39,0983 51,9961 15,9990
u (E) 1,1547 x 10794 6,9282 x 107%*  4,0415 x 107%¢
u, (FM) 7,0239 x 107%

Peso Atomico: 294,1820 7,0239 x 10~%




Anexo 6.1.5
Coeficiente de sensibilidad y contribucién
» Calculo del coeficiente de sensibilidad para la masa del K,Cr,0, (m) usando la

Ec.64

ac, 0,999

am _ 250,0 x 294,1820
Céalculo de la contribucion

=1,3583 x 107

Para calcular la contribucion se multiplica la incertidumbre estandar combinada al

cuadrado por el coeficiente de sensibilidad al cuadrado.
C,?

contribucion = (u (m))? X Im

contribuciéon = (2,1602 x 107°4)%2 x (1,3583 x 107%%)2 = 8,610 x 10718
» Célculo del coeficiente de sensibilidad para la pureza del K,Cr,0, (P) usando la
Ec .65

ac, 12,2565

— — —-04
9P ~ 2500 x 2941820 _ 006> %10

contribucién = (5,7735 x 10742 x (1.6665 x 10794)2 = 9,257 x 10715

» Calculo del coeficiente de sensibilidad del volumen de aforo 250 mL (V;) usando
la Ec.66

aC;  12,2565x 0,999 6 6594 x 10-07
Vs (250,0)2 x 294,1820

contribuciéon = (7,6492 x 107°%)2 x (—6,6594 x 10797)2 = 2,595 x 10~ 1°

» Célculo del coeficiente de sensibilidad de la formula molecular de K,Cr,0, (FM)

usando la Ec.67

¢, 12,2565 x 0,999 & 6503 x 10-07
= — = —JI. X
dFM 250,0 X (294,1820)>2

contribucion = (7,0239 x 107%%)? x (—5.6593 x 10797)2 = 1.580 x 1071°

Sumatoria cuadratica de las contribuciones



Con ayuda de la Ec. 37 se estima la incertidumbre estandar combinada
Z = contribucion (m) + contribucion (P) + contribucion (V aforo)
+ contribucion (FM)

Z = 8,610 x 10718 + 9,257 x 107> + 2,595 x 107> + 1.580 x 10~1°

z = 1,186 x 1074

u. (C;) = \/Z de la contribuciones

uc (C;) = /1,186 x 10~ = 1,089 x 10~

Para el célculo de la incertidumbre expandida se utiliza la Ec.43
Uexp(Cl) = uc () X 2
Uprp(C1) = 1,089 x 107%7 x 2 = 2,178 x 1077

Calculo de la concentracién de K,Cr,0-, reportado en Eq/L utilizando la Ec.53
C = mXx P

1T Vv, x FM/6

12,2565 x 0,999

~ 250 x 294,1820

NKzCr207 = 0,9989

x 1000

x 1000

Ny,cr,0, = 0,9989 +2,178 x 1077

Célculo para conocer el % de contribucién de incertidumbre de cada una de las

magnitudes.

z = 8,610 x 1078 4+ 9,257 x 10715 4+ 2,595 x 107> + 1.580 x 10~ 1°

Z = 1,186 x 10714

L Contribucion
Contribucion % (x;) = 3 Trati x 100
uma cuadratica




8,610 x 10718

O _ _ 0
contribucién%(m) 1186 x 10-1# X 100 = 0,07%

C ibucion % (P) = 9,257 x 107 100 = 78,05%
ontribucion % (P) = 1186 x 1012 X = 78,05%
Contribucién%(V )—2’595X10_15x100—21 88%
ontribucion%(V.aforo) = 1186 x 1013 = 21,88%

1.580 x 1071°

Contribucion % (FM) =

1186 x 10-1% 100 = 0,00133%

Se observa que la magnitud de entrada que mas contribuye a la incertidumbre en
la concentracion de K,Cr,0,1N es la pureza con un
78,05% de contribucién, posteriormente le sigue el volumen de aforo contribuyendo con
un 21,88%,y las magnitudes que menos contribuyen son la masa con un 0,07% Yy la
férmula molecular con un 0,00133%, por ende no contribuyen significativa a

incertidumbre, de manera grafica se puede evidencia en el siguiente diagrama de Pareto.

Diagrama de Pareto de |la concentracién
del dicromato de potasio 1N
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Anexo 6.2
Estimacién de la incertidumbre de la concentracién estandarizada de Fe,SO0, -

7 H,0 0,5N (C,) para el nivel bajo del técnico numero 1.

La ecuacion para calcular la concentracion estandarizada de Fe,SO, - 7 H,0 0,5M es la
Ec. 54:
Cy X Vy
2 = v,
Donde la variable que pertenece al mesurando es la concentracion estandarizada

de sulfato de hierro (C,) y las que se encuentran a la derecha de la igualdad son las
magnitudes de entradas.

Las magnitudes de entradas o fuentes de incertidumbre son las siguientes: la
concentracion del dicromato de potasio (C;), el volumen de dicromato adicionado a la
muestra a la muestra (V;) y el volumen de sulfato ferroso gastado en la titulacion del
blanco (V,), donde las tres respectivamente el origen de la informacion es de origen
experimental. En cuanto al tipo de incertidumbre la magnitud C; y la V, es de tipo Ay la
V; es de tipo B.

Anexo 6.2.1
Concentracion del dicromato de potasio K,Cr,0- (C4)
La incertidumbre de la concentracion del dicromato de potasio ya no se calcula, ya que
fue calculada en el anexo 6.1, Unicamente se toman los datos de incertidumbre estandar

combinada, expandida y la concentracion del dicromato de potasio.

Concentracion de K,Cr,0, (C,)
u. (Cy) 1,089 x 1077
Uexp(Cy) 2,178 x 107°7

Ni,cry0, 0,9989




Anexo 6.2.2
Volumen del K,Cr,0, (V,)

» Calculo de la incertidumbre del Volumen del dicromato de potasio
adicionada a la muestra (V)

Para el calcular la incertidumbre del volumen del dicromato de potasio adicionado a la
muestra (V4) se toman en cuentan las siguientes magnitudes de entradas: calibracion,
resolucidn y temperatura, donde respectivamente a las tres se les calcula la incertidumbre
estandar y posteriormente la incertidumbre combinada y la expandida.
Calibracién
u(Cal): 0,0230

Esta incertidumbre es de tipo B, debido a que es una incertidumbre proporcionada
por el certificado de calibracion del matraz volumétrico, por tanto, para conocer la
incertidumbre estandar se divide entre el factor de cobertura 2, debido a que es una
incertidumbre expandida.

u(Cal) = 0,0230/2 = 0,0115

Resolucién
u(res) = 0,020
Usando la Ec.26
u(res) = 0,02/,/(6) = 8,1650 x 1073

Temperatura
Usando la Ec.61

10 mL (21°C — 20°C x 2,11 x 107%°C1)
V3

u(T°) =

u(T°) = 1,2124 x 10793



Célculo de laincertidumbre estandar combinada
u. (V250mL) = 1/(0,0115)2 + (8,1650 x 10793)2 + (1,2124 x 10-93)2 = 0,0142

Uprp(V1) = 0,0142 x 2 = 0,028

u(Cal) 0,023 0,0115
u(res) 0,02 8,1650 x 1073
u(T°) 0,0012 1,2124 x 1003
u. (V10mlL) 0,01416
Unep (V) 0,028
10,0000 0,028

Anexo 6.2.3
Volumen de titulacién del blanco (V)
» Céalculo de laincertidumbre del volumen de Fe,S0, -7 H,0 gastado en la
titulacién del blanco (V)

Desviacion
Blanco 1 Blanco 2 Valor medio estandar
Volumen gasto
de Fe,S0, - 19,9 20 19,95 0,0707

7 H,0 en los

blancos (V)

Para la estandarizacion del Fe,S0, - 7 H,0 se utilizan blancos por duplicados con el
fin de poder realizar el analisis estadistico, ya que solo con un dato es imposible hacer
un tratamiento estadistico, cabe destacar que se pueden montar los blancos por triplicado

y hasta cuadruplicado, etc., pero por efectos de gastos de reactivos no se suelen usar.

Es importante mencionar, debido a que el trabajo se trata de la validacion del
método analitico, las muestras WEPAL (MR) de cada uno de los niveles de concentracion
fueron analizados por sextuplicados, con la finalidad de realizar un tratamiento estadistico
muy riguroso y reportar los datos mas veridico posible de cada uno de los parametros de

eficiencia a evaluar en la validacién el método analitico incluyendo la incertidumbre.



A continuacion, se muestran los datos de la masa pesada de las seis replicas, las
cuales pertenecen a la muestra WEPAL de nivel concentracion bajo, con sus respectivos

volumenes del agente titulante gastado en cada replica.

Masa de la muestra Volumen de Fe,S0, -7 H,0
(m,,) gastado en la muestra (v,,)
0,5001 17,7
0,5000 17,8
0,5001 17,7
0,5002 17,7
0,5000 17,7
0,5000 17,6
Media 0,5001 Media 17,7
D. Estandar 8.165E-05 D. Estandar 0,06

Para el calcular la incertidumbre del volumen del dicromato de potasio gastado en
el blanco (V,) se toman en cuentan las siguientes magnitudes de entradas: calibracion,
resolucién, temperatura y repetibilidad, donde a los cuatros magnitudes se les calcula la
incertidumbre estandar, una vez obtenida esta incertidumbre se combina, para

posteriormente calcular la incertidumbre expandida.

Calibracién
Esta incertidumbre ya fue calcula y explicada, por ende, Unicamente se
mostraran los datos.
u(Cal): 0,023
u(Cal) = 0,0230/2 = 0,0115

Resolucion Temperatura
u(res) = 0,1 25 mL (21°C — 20°C x 2,11 x 107%°¢~1)
u (Tem) =
u(res) = 0,1//(6) V3

u(res) = 4,0825 x 10702 u(T?) = 3,0311 x 107

Reproducibilidad
u(Rep) = 0,0707
u(Rep) = 0,0707/v2 = 0,050



Calculo de laincertidumbre estandar combinada
u. (V, 10 mL) = /(0,0115)2 + (4,0825 x 10792 )2 + (3,0311 x 107°3)2 + (0,050)2

u. (V, 10mL) = 0,0656

Uexp(V2) = 0,065 %2 = 0,131

Volumen medio gasto de Fe,S0, - 7 H,0 en el blanco = 19.95 + 0,13

u(Cal) 0,023 0,0115
u(res) 0,1 4,0825 x 10792
u(T°) 0,003 3,0311 x 1073
u(Rep) 0,0707 0,0656
u. (V) 0,065
Uorp (V) 0,131
v, 19,95 0,13
medio

Anexo 6.2.4
Coeficiente de sensibilidad y contribucién

» Céalculo del coeficiente de sensibilidad de la concentracion del K,Cr,0, (C,)
usando la Ec.68

ac, 10
ac, 19,95

= 5,013 x107°
o 0C;)*
contribucion = (u (C,))?* X (C_)
1
contribucién = (1,089 x 107°7)2 x (0,5013)? = 2,980 x 10715

» Célculo del coeficiente de sensibilidad del volumen del K,Cr,0, (V4)
usando la Ec.69

aC, _ 0,9989
av,  19.95

= 0,05007

contribuciéon = (0,01416)? x (0,050070)%? = 5,02 x 10797



» Cdlculo del coeficiente de sensibilidad del volumen del Fe,S0, -7 H,0
gastado en la titulacion del blanco (V,) usando la Ec.70

aC, 0,9989 x 10

v, (19,95)2
contribucién = (0,0656)? x (—0,0251)2 = 2,71 x 107°¢

= —0,0251

Sumatoria cuadratica de las contribuciones
Z = contribuciéon (C;) + contribucion (V;) + contribuciéon (V)

z =298x%x 107+ 502x%x107% 4+ 2,71 x 107% = 3,21 x 107°¢

u. (G;) = \/Z de la contribuciones

u: (Cy) = /3,21 x 1079 = 1,792 x 10793
Uexp(CZ) = uc (C) X 2
Uerp(C2) = 1,792x107% x 2 = 3,58 x 1073

Concentracion de K,Cr,0,reportado en Eq/L
_ Cy X Vy
2 = V2
~ 10,9997 x 100000

19,95
NFeSO4 = 0,5007
NFeSO4 = 0,5007 + Uexp
Nreso, = 0,5007 +3,58 x 10793
Célculo para obtener el % de contribucion de incertidumbre de cada una de las
Magnitudes.

L Contribucion
Contribucion % (x;) = —— X 100
Suma cuadratica
Contribucion % (C 298 x 107 100 = 9,3 x 1078
= X = X
ontribuciéon % (C;) 321 X 10-06 , 0
Contribuciéon % (V;) = 5'02X10_07x100—156‘y
ontribucion % (V;) = 321 X 10-06 = 15,6%
Contribucion % (V,) = 271 X 107 X 100 = 84,4%
ontribucion % (V,) = 321 x 10-06 = 84,4%

La primera magnitud de entrada que mas contribuye a incertidumbre en la
concentracion estandarizada de Fe,S0, -7 H,0 al 0,5 M (C,), es el volumen de Fe,SO0, -
7 H,0 gastado en la titulacion del blanco (V) con un 84,4% de contribucion, la segunda
es la magnitud es el volumen de K,Cr, 0, adicionado a la muestra (V/;) contribuyendo con

15,6% y la que menos contribuye es la concentracion del K,Cr,0, (C;), con un



9,3 x 10798%, esta informacion se observa de manera graficada en la siguiente diagrama

de Pareto.

Diagrama de Pareto de |la concentracién
del sulfato ferroso 0,5M
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Anexo 6.3
Estimacidn de laincertidumbre de C.org para el nivel bajo
Para la estimacion de la incertidumbre de C.org se toman en cuenta el mesurando o

fuentes de incertidumbre medibles que se encuentran dentro del siguiente modelo

matematico (Ec.52).

Donde las magnitudes de entradas de incertidumbre a medir son las siguientes:
volumen del blanco (V},), volumen de la muestra (V},,), concentracion estandarizada de

sulfato de hierro (C,) y masa de la muestra (m,,).



Anexo 6.3.1

Calculo de laincertidumbre del volumen de Fe,S0, -7 H,0 gastado en la
titulacion del blanco (V)

Puesto que este calculo ya se realiz6 anteriormente, Unicamente se retoman los

datos.
Vp,(mL) Origendela Valor Incertidumbre Tipo de Incertidumbre
informacion original distribucion estandar
u(Cal) Certif. N. A 0,023 Tipo B, 0,0115
Calibracion distribucion
normal
u(res)  Declarado 0,1 0,1 Tipo B, 0,0408
por el distribucién
fabricante rectangular
u(T°) Experimental N.A 3,0311x Tipo B 3,0311x
10—03 10—03
u(Rep) Experimental 19,95 0,0707 Tipo A 0,05
Uc (VOl-muestra) 0,06

u. V) = /(0,0115)2 + (0,0408)2 + (3,0311 x 10-93)2 + (0,05)% = 0,0656

Anexo 6.3.2

Calculo de laincertidumbre del volumen de Fe,S0, - 7 H,0 gastado en la
titulacion de la muestra (V,,,)

El calculo para determinar la incertidumbre del volumen de sulfato de hierro gasto en
la titulacion de la muestra (14,,), tiene la misma condicion de célculo para la estimacion de
la incertidumbre del volumen de FeS0O, - 7 H,0 gastado en la titulacion del blanco (V,),
por lo tanto solo se retoman los datos, Unicamente en la magnitud de entrada donde los
datos cambian es en la repetibilidad, los datos son: el valor de la repetibilidad, el cual se
toma del promedio calculado del FeSO,-7 H,0 gastado en las 6 réplicas de la
concentracion del nivel bajo y la incertidumbre se toma de la desviacién estandar

calculada del mismo lote de la 6 réplicas del nivel bajo respectivamente.



V,,(mL) Origendela Valor Incertidumbre Tipo de Incertidumbre

informacion original distribucién estandar
u(Rep) Experimental 17,7 0,063 Tipo A 0,026
Usando la Ec 26
(Rep) 9,063 0,026
u (Rep) = =0,
P e
Vi Origen de la Valor Incertidumbre Tipo de Incertidumbre
(mL) informacién original distribucion estdndar
u(Cal) Certif. N. A 0,023 Tipo B, 0,0115
Calibracion distribucion
normal
u(res)  Declarado 0,1 0,1 Tipo B, 0,0408
por el distribucién
fabricante rectangular
u(T°) Experimental N.A 3,0311x 1073 Tipo B 3,0311x 10793
u(Rep) Experimental 17,7 0,063 Tipo A 0,026
Uc (VOI-muestra) 0,049

ue (V) = +/(0,0115)2 + (0,0408)% + (3,0311 x 10-93)2 + (0,026)2 = 0,049

Anexo 6.3.3
Célculo de la incertidumbre de la concentracion estandarizada de FeS0, -7 H,0
0,5N (Cy)

u (C,) = Incertidumbre original/Factor K

u (C,) = 0,0040/2 = 0,002

C, Origendela Valor Incertidumbre Tipo de Incertidumbre
(Eq/L) informacion original distribucion estandar
C, Experimental 0,5007 0,0036 Tipo A 1,793 x 1073

El valor 0,5007 fue tomado del calculo de la concentracion normal del sulfato de hierro
heptahidratado en el acapite anterior de igual manera la incertidumbre original.



Anexo 6.3.4

Calculo de laincertidumbre de la masa de la muestra (m,;,)

Para el célculo de la incertidumbre de la masa de la muestra como magnitudes de

entradas se toman las siguientes variables: calibracion, resolucion, repetibilidad.
uexp(Cal) = 0,0002
u(Cal) = 0,0002/2 = 1x107%

u(Rep) =

u (res)

u(res) = 0,0001
Usando la Ec.27

0,0001

= 2,887 x 107°°
243

8,1650 x 107°°

=3,33x107%

V3

U (M, ) = /(0,0001)% + (2,887 X 10-95)2 + (3,33 x 10-°5)2 = 1,093 x 10~

m,, Origendela Valor Incertidumbre Tipo de Incertidumbre
(9) informacién original distribucion estandar
u(Cal) Certif. N. A 0,0002 Tipo B, 0,0001
Calibracion distribucion
normal
u(res)  Declarado 0,0001 N. A Tipo B, 2,887 x 10795
por el distribucién
fabricante rectangular
u(Rep) Experimental 0,05001 0,0001 Tipo A 3,33 x 1070

U, (Mmasa ,estrq 1,093 X 10704




Anexo 6.3.4
Coeficientes de sensibilidad y contribuciones

» Calculo del coeficiente de sensibilidad del volumen del FeS0, -7 H,0
gastado en el blanco (V) usando la Ec. 71

aC.0 _ 0,5007
av, 05001

ac.0>2
v,

contribucion = (0,066)? x (1,001)? = 4.31x 10793

contribucion = (Incertidumbre estandar del Vg )? X (

» Calculo del coeficiente de sensibilidad del volumen del FeS0, -7 H,0
gastado en la muestra (V,,,) usando la Ec. 72
ac.0 05007 L1001
av,, 05001

aC.0\?
contribucion = (Incertidumbre estandar del V,,,)? X (W)

m

contribucion = (0,0497)%? x (—1,001)? =2,48 x 107
» Calculo del coeficiente de sensibilidad de la concentracion estandarizada de
Fe,S0, -7 H,0 0.5M (C,) usando la Ec 73

9C.0  19,95-17,7
ac,  0,05001

= 4,499

ac.o)2
ac,

contribucion = (1,793 x 1079%)2 x (4,499)2 = 6,51 x 107%

contribucion = (Incertidumbre estandar del C,)? X (

» Céalculo del coeficiente de sensibilidad de la masa de la muestra (m,,) usando

la Ec.74
ac.o (19,95 - 17.7) x 0,5007
=— = —4,505
amy, (0,5001)2
o . , , _ 0C.0?
contribucion = (Incertidumbre estandar del m,,)* X o
m

contribuciéon = (0,00013642)? x (—4,5756)% = 2,42 x 107°7



Sumatoria cuadratica de las contribuciones

Z = contribuciéon (V) + contribuciéon (V;,) + contribucion (C,) + contribuciéon (m,,)

Z =431x107% + 2,48x 107 + 6,51 x 107%° + 2,42 x 107%7 = 6,9 x 10793

u.(C.org) = \/Z de la contribuciones

u. (C.org) =+ 69x107%9 = 0,08
Uexp(C.0org) = u.(C.org) X 2
Uexp(C.org) = 0,08 x 2 = 0,16

Concentracion de C.org reportado en g/kg
[V, — V,,] X C, x 0,003 x 1000 x 1,3

C.orgg/kg =
99/k9 o
[19,95 - 17,7] X 0,5007 x 0,003 x 1,3
C.orgg/kg = 05001 x 1000

C.orgg/kg = 8,79
C.orgg/kg = 8,79 * Uegyp
C.orgg/kg =8,79 +0,16

Andlisis de la contribucién de los componentes de incertidumbre del nivel bajo

Calculo para obtener el % de contribucion de incertidumbre de cada una de las
magnitudes.

L Contribucion
Contribucion % (x;) Suma cuadratica x 100
L 431 x107%
Contribucion % (V,) = C9x 1003 x 100 = 62%
o 2,48 x 10793
Contribucion % (Vy,) = 29 %1005 x 100 = 36%
o 6,51 x 10795
Contribucion % (C,) = 69 X109 x 100 = 0,94%
2,42 x 1077

Contribuciéon % (m,,) = —~ox10-05 X 100 = 3,5x 107



Digrama de Pareto de la contribucion porcentual
de incertidumbre de cada una de las magnitudes
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Tabla de distribuciéon de t - student

Anexo 7

Valor de t para un intervalo de confianza de 90% 95% 98% 99%
Valor critico de t para valores P de humero de
grados de libertad 0.1 0.05 0.02 0.01
1 6.31 12.71 31.82 63.66
2 2.92 4.3 6.96 9.92
3 2.35 3.18 4.54 5.84
4 2.13 2.78 3.75 4.6
5 2.02 2.57 3.36 4.03
6 1.94 2.45 3.14 3.71
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 2.76 3.17
11 1.80 2.20 2.72 3.11
12 1.78 2.18 2.68 3.05
14 1.76 2.14 2.62 2.98
16 1.75 2.12 2.58 2.92
18 1.73 2.1 2.55 2.88
20 1.72 2.09 2.53 2.85
30 1.7 2.04 2.46 2.75
50 1.68 2.01 2.4 2.68

Nota: Los valore criticos de t son adecuados para un contraste de dos. Para un contraste de una cola el

valor se toma de la columna para dos veces el valor de P deseado, es decir, para un contraste de una cola,

P = 0.005, 5 grados de libertad, el valor critico se lee de la columna P =0.10 y es igual a 2,02. Fuente:

Maodificado de Miller y Miller (2002. p. 263)



Tablas de valores criticos de F para un contaste de una cola (P = 0.05)

Anexo 8
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1013
7.700
6.608
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1895
19.00
9.552
6.944
5.786

5143
4.737
4.459
4.256
4.108

3.982
3,885
3.806
3.739
3.682

3.634
3.502
3.565
3.522
3.493

215.7
19.16
9.277
6.501
5409

4,757
4.347
4.066
3.863
3.708

3.587
3.490
3.411
3.344
3.287

3.239
3.197
3.160
3127
3.098

224.6
19.25
9.117
6.388
5.192

4.534
4.120
3.838
3.633
3.478

3.357
3.259
3.179
3112
3.056

3.007
2.965
2.928
2.805
2,866

230.2
18.30
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
2,173
2.740
271

234.0
19.33
8.841
6.163
4,950

4.284
3.866
3.581
3.374
3.217

3.085
2.996
2915
2,848
2.790

2.4
2.699
2.661
2.628
2,599

236.8
19.35
8.887
6.004
4,876

4,207
3.787
3.500
3.283
3.135

.oz
283
2,832
2.764
2.707

2,657
2614
2.577
2.544
2514

238.9
19.37
8.845
6.041
4818

4147
3.726
3.438
3.230
3.072

2.948
2.849
2.767
2,699
2,641

2.591
2.548
2510
2417
2,447

240.5
19.38
8.812
5.969
4772

4,009
3677
3.388
3.179
3.020

2,896
2,796
2.714
2.646
2.588

2,538
2.494
2.456
2423
2,383

2419
19.40
8.786
5.964
4,735

4,060
3.637
3.347
3.137
2,978

2.854
2,753
26M
2,602
2.544

2.494
2.450
2412
2378
2.348

2439
19.41
8.745
5912
4,678

4,000
3.575
3.284
3.073
2913

2.788
2.687
2,604
2.534
2.475

2.425
2.381
2,342
2,308
2.278

2459
19.43
8.703
5.858
4.619

3,038
3.511
3.218
3.006
2.845

2719
2617
2,533
2.463
2,403

2382
2,308
2.269
2234
2,203

248.0
19.45
8.660
5.803
4.558

3.874
3.445
3.150
2.936
2.774
2,646
2544
2,459
2.388
2.328

2.276
2.230
2191
2,155
2,124

vi = numero de grados de libertad del numerador y v, = numero de grados de libertad del denominador.

Fuente: Miller y Miller (2002. p. 264)



Anexo 9
Tabla de los pesos atomicos estandar (2013), con sus respectivas incertidumbres

Order of atomic number Unabridged table  Uncertainty

Atomic Standard atomic

number Element name  Symbol weight u (Element)
1 hydrogen H [1.007 84, 1.008 11]  +0.000 000 05
2 helium He 4.002 602(2) +0.000002
3 lithium Li [6.938, 6.997] +0.00024
4 beryllium Be 9.012 1831(5) +0.00000005
5 boron B [10.806, 10.821] +0.0002
6 carbon C [12.0096, 12.0116] +0.000 027
7 nitrogen N [14.006 43, 14.007 28] +0.000 004
8 oxygen o [15.999 03, 15.999 77] +0.000 001
9 fluorine F 18.998 403 163(6) +0.000000006
10 neon Ne 20.1797(6) +0.0006
11 sodium Na 22.989 769 28 (2) +0.00000002
12 magnesium Mg [24.304, 24.307] +0.00024
13 ?;‘ﬁfr‘r']’l‘r']ﬂ”r;) Al 26.981 5385(7) +0.00000007
14 silicon Si [28.084, 28.086] + 0.000 007
15 phosphorus P 30.973 761 998(5) +0.000000005
16 sulfur S [32.059, 32.076] +0.00002
17 chlorine Cl [35.446, 35.457] +0.0009
18 argon Ar 39.948(1) +0.001
19 potassium K 39.0983(1) +0.0001
20 calcium Ca 40.078(4) +0.004
21 scandium Sc 44.955 908(5) +0.000005
22 titanium Ti 47.867(1) +0.001
23 vanadium V 50.9415(1) +0.0001
24 chromium Cr 51.9961(6) +0.0006
25 manganese Mn 54.938 044(3) +0.000003
26 iron Fe 55.845(2) +0.002
27 cobalt Co 58.933 194(4) +0.000004
28 nickel Ni 58.6934(4) +0.0004
29 copper Cu 63.546(3) +0.003

Continuacioén




Atomic Standard atomic

number Element name Symbol weight u (Element)
30 zinc Zn 65.38(2) +0.02
31 gallium Ga 69.723(1) +0.001

32 germanium Ge 72.630(8) +0.008




Anexo 10
Certificado de calibracion de la balanza analitica marca: KERN, serie;: WB15AR0244,

modelo: ABS-220-4N

Certificado de Calibrackén
NI-MCCC-01
Metokegia Comutores
oo Nosrsgus, SA,
identificacion del cort®icado: NI-MC.B-166.2021
Cédigo de servicio: NI-CS-0087.21
Fecha de calibrackn: 20210607
Fecha de emision del centificado: 2021-0400

Condiciones amblentales Presion atmostérica
Tempersturs ( 25 E 3 03 )'C Presién: { 1001 t 10  )hPa
Hum R ( 598 + 13 )J%HR

Métedo de calibracién

Los pruebas se reakzaron con NEMCIT-8-01 Instruccidn para calbmcén de imsbumenios de pesae de
funcicnamienmo no aulemisen

Incertidumbes de los datos
La incerddumire de lis madicidn se obluvo melipiicando la Incemidumibve sstandsr combinada por un facke de
coberturs k = 2, con el que se alcanza un nivel de confanzs de aproomacamente wn 95 % Le incersdumbre
estdndar de la medicin se dalermind conforme 3 Gula para fa Expresion de la lscerSdumbre de la Medida, BIPM-
IECAFCC-ISCHUPAC-IUPAR-CIML, en la cual se toma én cuents b incartidumbre de kos patrones, dal métode de
calteacdn, de los factores de Infuencia duran B caltracidn v del aquipo sueld a calibracidn

B it s o st o soige (M- Ve Mama—ggﬂ_—lﬂﬂmﬁm_

et Hotoonts V1 otepa. cona #1355 De & iGlass Pio X 350 0 o oeie Viaragus. Mooagum "ﬁa
Ervd ol Ironccal COM Wbl WAW IeROSal &8
Taldorn (NON] 2240 0700 ¥ AS M MOTI IO A 20081061




Certificado de calibracion de la bureta marca: Pyrex

Cenrtificado de Calibracion
Ni-MCCC-01
MNotrokgle Consuliorns
SA
Identificecion del certificado; NI-MC-V-285-2021
Cédigo de servicko: NI-CS-0067-21
Fecha de calibracida: 2023-04-22
Feoha de emisidn del certificado 2021-04-20
Objete de callbracidn: Bureta
FabricamtaMarca: Pyrex
Serle: No Aplica (N(A)
Cap. nominaValcance: 25mi
Division de escala: 0.1 ml
Codigo de identificacion BON
Solichante: Univarsidad Nacosal Agrans
Direccion ded solicitante: ke 12,5 Carreters Norte
Lugar de calibracide: Laborsiono #1 Mevocs
Resultados de la calibracion
Tabla de resultados de In calibracién
A
Nomiaas | VORmen Conveacione! Oesvissila expandida k = 2
B2 mi mi m_
o 50 0262 (7] 0,023
10,0 0.0635 gég
0 14,0059 o1
gfo .0910 QW 0,023
28,0 ﬂm 00872 0023
Comdiclones ambientaies Presion stmosfirica -
Temperatura ( 0e 3 04 )°C  Presitn: [ 100100 £ 10 )Pa
MumRBR: { 08 % 13 J%HR
Método de calibracion
Las prosbss se resizarcn wikzanco o NEMCITAVGDT Instruccidn pans calbcién de recpentes
voluméncos por ef método gravimérico
Incartidombee de los datos

La incertdumbre de las medicidn se obuve mulpicando & nostidumine estdndar combinada por un
factor de cobertura k = 2, con el que 38 sicanza un nivel de conflanza de apeoximadamente un 95 % La
Poatdumbne sstindsr de b madicidn se delermind conforme a Gula pana & Expresitn de s nosdidumbre
de & Medda, BIPMAIEC.IFCCASO-IUPACIUPAP-OML. #n 18 cusl 38 loma en cuents b incertdumbee de
kos pavones, del méccda da caitracan, de kos faciores de influencia durante fa calltracidn y del equipo
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Certificado de calibracion del matraz volumétrico, marca: Pyrex, cod: M-001

Certificado de Calibracién

NI-MCCC-01

Metrologla Consultores

de Nicaragua, S.A.
Identificacién del certificado: NI-MC-V-267-2021
Cédigo de servicio: NI-CS-0087-21
Focha de calibracién: 2021.04-22
Fecha de emision del certificado: 2021-04-23
Objeto de calibracién: Matraz Volumétrico
Fabricante/Marca: Pyrex
Serle: No Aplica (N/A) ;
Cap. nominalalcance: 250 mi L
Divisién do escala: No Apiica (N/A) 'd% '
Cédigo de identificacion: M-001 Y A\
Solicitante: Universidad Nacional Agraria %v: m |
Direccion del solicitante: km 12,6 Carretera Norte N ]
Lugar de calibracién: Laboratorio #1 Metrocal V) i

ol
Resultados de la calibracion
Tabla de resultados de la calibracién
Volumen Incertidumbre
Nominal Volumen Convencilonal Desviacion k=2
ml mi mi
2500 280,1022 0,1022 0,023

Condiciones ambientales Presion atmosférica
Temperatura; ( 199 t 04 )'C Presidn: ( 100100 10 )Pa
HumR.: ( 50,8 £ 13 )% HR

Método de calibracién
mmummuumr-vmwmmmam
volumétricos por el método gravimétrico

Incertidumbre de los datos

umaumummhmmmmwm
factor de cobertura k = 2, con el que se akanza un nivel de confianza de aproximadamente un 95 %. La
incertidumbre estandar de la medicion se determind conforme a Gula para la Expresion de la Incertidumbre
de la Medida, BIPM-IEC-IFCC-ISO-IUPAC-IUPAP-OIML, en la cual se toma en cuenta la incertidumbre de
mm.umuum.ammummuMyww

M_ﬁ

Gl (), won v G wcance oe

Belo Hortzonte Vi etapa, casa #135. De ia iglesia Pio X, 350 m al este Managua, Nicamgua

v3 Ap N-MCPR 20 v1 2000-12-00
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Anexo 13
Certificado de calibracion del matraz volumétrico, marca: Pyrex, cod: M-002

Certificado de Calibracién
NI-MCCC-01
Mevcingle C
de Nicaraguas, S A Ll L T TS
Identficacion del cerntificado. NI-NC.V-268-2021
Codigo de servicio: NLCS-0087-21
Fecha de calibracion: 20210422
Fecha de smixion del cortificado: 20210423
Objeto de calibrackin: Mavse Volumétrico
Fabeicanto™arca: x
Seriec No Apica (WA)
Cap. mominalalcance: 25 mi
Division de escals: No Aplics (NA)
Cédigo de identificacion: M-002 y
Unversidad Naconal Agews
Direccion ded solicitante: ko 12,5 Carmeties Node
Lugar de calibraciée: Laboratons 81 Meyocs
Resultados de ls calibeacion
Tabla de resultados de s calbracion
Volumen Incertidumbre
Nomiaa! Volumen Convencional Desviacion expandida k= 2
_ml ml mi i
2500 AR BT NS 0028
Condicicnss amblentales Presida stmosférica
Tompersura: | 198 2 04 )*C  Presion { 100080 s 0 )fa
Hum R ( .3 3 13 )% HR
Miétodo de calbracion

mmudemnwmmmmam
VOUMSrioos por &l mitodo gravimétrico

Incertidumbre de los datos
umummuMmemmmnm
factor de cobertura k = 2, con o que $& akanzs un nvel de condanza de aproxivademente un 85 % La
Incersdumbee estindar da Is medicién sa determing conforme @ Gula pars b Expresion de B Incersdumie
de & Medide. BIPM-IECAFCCASO-IUPACIIPAP-OML, #n |8 cusl 5o toma en cuenta la incanidusbre de
mmumam,mmhamuumamhmvww
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Anexo 14

Certificado de calibracién de la masa patron, cod. Ident: EA-004

Codigo
Certificado de Calibracién NI-MCCC-01
Metrologla C =
de Nicaragus, S.A.

Identificacion del certificado: NI-MC-M-309-2021
Cédigo de serviclo: NI-CS-0437-21
Fecha de calibracion: 2021-10-01
Fecha de emision del certificado: 2021-10-04
Objeto de callbracion: Masa Patron
Marca/Fabricante: No aplica (N/A)
Serie: No Aplica (N/A)
Modelo: No Aplica (N/A)
Rango: 500 mg
Intervalo de escala: No Aplica (N/A)
Cédigo de identificacion: EA-004
Solicitante: Universidad Nacional Agraria
Direccién del solicitante: km 12,5 Carrotera Norte
Lugar de callbracion: Laboratorio # 1 Metrocal
Resultados do la calibraciéon

Tabla de resultados de la calibracion

Indicacion del Indicacion del Correos Incertidumbre
Patréon Instrumento i oxpandida K = 2
mg mg mg
5000 509.9 9.9

Condiclones amblentales

Temperatura: 215 'C¢ 05 *C
Humedad relativa: 446 %+ 31 %

Método de callbracion

Comparacién Directa: &mpmMommmmmele(mm
de medicidn o medida materializada) bajo calibracién, contra los valores proporcionados por un patrén.

Incertidumbre de los datos

ummnuumuMthmmmm'mmwmw
cobertura k = 2, con el que se alcanza un nivel de confianza de al menos 95 %. La incertidumbre estandar de
medicikdn se determind conforme a la Guide to Expresién of Uncertainty in Measurement, BIPM-IEC-IFCC-ISO-IUP.
IUPAP-OIML, en la cual se toma en cuenta la incertidumbre de los patrones, del método de calibracion, de

g

!5:

condiciones durante |a calibracién y del equipo sujeto a calibracién.

-

Sohﬂomonb\nm casa 8135 De ia iglesia Pio X, 350 m a! este Managua, Nicaraguas P 1602

mai info@metrocal co

web www matrocel co
Telsfono: (508) 2240 0756
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Anexo 15

Certificado de calibracion de la micropipeta, marca Fisher. Brand, serie: RU16912,

modelo: Elite, cod. Ident: P-001

Caédigo
Certificado de Calibracién NI-MCCC-01
Metrologla Consultores
de Nicaragua, S.A.
Identificacién del certificado: NI-MC-V-264-2021
Cédigo de servicio: NI-CS-0087-21
Fecha de calibracion: 2021-04-22
Fecha de emision del certificado: 2021-04-23
Objeto de calibracién: Micropipeta
Marca/Fabricante: Fisher Brand
Serie: RU16012
Modelo: Elite
Rango: im atomi
Intervalo de escala: 002m
Caodigo de identificacion: P-001
Solicitante: Universidad Nacional Agraria
Direccién del solicitante: km 12,5 Carretera Norte
Lugar de calibracién: Laboratorio # 1 Metrocal
Resultados de la calibracién
Tabla de resultados de la calibracién
Indicacion del Indicacién del Correccion Incertidumbre
Patrén Instrumento expandida K = 2
mi mi mi mi
1,026 1,00 0,026 0,020
4,993 5,00 0,007 0,020 o
9,879 10,00 0,021 0,020 T ROC N,
,"(' ‘,‘/»'\‘
Temperatura: 209 *C+ 05 *C ( a
Humedad relatva: 545 %% 31 % \ ﬁ ¥
TP
Método de calibracién —
Comparaciéon Directa: &mm.mmmw“wdwm
amommm)upmmmmwmwmm.
Incertidumbre de los datos
umuumummhmmmwmwa
cobertura k = 2, con el que se aicanza un nivel de confianza de al menos 95 %. La incertidumbre estdndar de la
medicion se determind conforme a la Guide to Expresion of Uncertainty in Measurement, BIPMJEC-IFCC-SO-IUPAC-
IUPAP-OIML, en la cual se toma en cuenta la incertidumbre de los patrones, del método de calibracion, de las
condiciones durante la calibracidn y del equipo sujeto a calibeacion.
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Anexo 16
Datos de International Soil-Analytical Exchange
Caodigo de muestra: 866
Origen: Netherlands
Tipo: Loess saill

Samplef Assigned ) NDA NDA rel. | MNobs Nobs ) Model | Uncer-
Determinand Value Units stdev |stdev (%)|numercal| LCV Median | MAD Mean tainty
866
C-org c::*}' SWEB| 577 | omg | 1.05 12.0 38 0 8.84 | 0.74 | 8.769 | 0.213
TIC=Tot.Inorg C{as 0
CaC03) 0.233 Ya 0.294 126.3 10 11 0.226 0.173 | 0.2325 | 0.1161
TOC=Total Org. C 9.91 g'kg 0.88 8.9 38 0 10.00 0.63 9.906 | 0.17%
TC=Total C 104 | gkg | 04 43 35 0 104 | 03 | 1041 | 0.9
(org.+inorg.)
Active Lime (as
Cac03) % 1 1 1.00
Org.matter (L.O.l.) 3.01 % 0.32 10.8 26 0 2.96 0.24 3.008 | 0.079
EC-SC (IS0 11265) 21.3 mSim 1.8 8.6 3 0 21.5 1.3 21.30 0.41
pH - CaCl2 5.59 0.09 1.6 28 0 5.60 0.06 5.595 | 0.01
pH - H20 5.87 0.19 3.2 80 0 5.89 0.13 5.870 | 0.026
pH - KCI 5.31 0.11 2.0 37 0 5.31 0.07 5.315 | 0.022
Fraction < 2 ym 12.5 % 2.6 20.7 23 0 129 1.8 12.48 0.67
Fraction < 16 pm 349 Y% 4.9 13.9 " 0 4.7 34 34.95 1.83
Fraction < 63 pm 93.5 Y% 1.6 1.8 19 0 93.2 1.1 93.52 047
Fraction > 63 pm 6.64 % 1.47 22.2 19 0 6.78 0.97 6.645 | 0.423

Cdbdigo de muestra: 860
Origen: Netherlands
Tipo: Sediment

Sample/ Assigned ) NDA | NDArel. | Naobs Nobs ) Model | Uncer-
Determinand Value Units st.dev |stdev (%)|numercal| LCV Median | MAD Mean tainty
860
C-org c':r:’; SWEB| 214 | gkg | 34 16.1 39 0 212 | 24 | 2135 | o069
TIC=Tet.Inorg C(as o
Caco3) 8.68 Ya 1.08 12.5 30 0 8.66 0.76 8.683 | 0.247
TOC=Total Org. C 31.3 a'kg 4.5 14.4 38 0 30.7 34 31.32 0.91
TC=Total C 453 | gkg | 18 3.9 35 0 450 | 12 | 4532 | 037
(org.+inorg.)
Active Lime (as
Caco3) % 3 7] 2.70 0.28
Org.matter (L.O.1.) 5.47 % 0.43 79 28 0 5.35 0.26 5.465 | 0.102
EC-SC (ISO 11265) 63.7 mS/m 3.5 5.6 32 0 63.2 2.6 63.74 0.78
pH - CaCl2 7.40 0.19 2.5 30 0 7.40 0.13 7.403 | 0.043
pH - H20 7.59 0.19 2.6 79 0 7.58 0.13 7.586 | 0.027
pH - KCI 7.49 0.17 2.2 38 0 7.50 0.11 7.489 | 0.034
Fraction < 2 ym 12.8 % 34 26.2 24 0 12.7 2.2 12.84 0.86
Fraction < 16 pm 278 % 6.1 221 12 0 27.2 4.1 27.76 221
Fraction < 63 ym 441 % 89 20.2 20 0 43.5 5.9 44.11 2.50
Fraction > 63 pm 579 % 4.6 8.0 19 0 57.3 31 57.93 1.33




Caodigo de muestra: 854
Origen: Netherlands

Tipo: Riverclay

Sample/ Assigned ) MDA MDA rel. [ Nobs MNobs ) Model | Uncer-
Determinand Value Unite st.dev |stdev (%) |numercall LCV Median | MAD Mean tainty
854
C -org ":T‘; SWEB| 354 | okg | 65 18.3 46 0 361 | 44 | 3541 | 1.19
TIC=Tot.Inorg C(as o
Ccaco3) 8.38 o 1.57 18.8 34 ] 8.29 1.09 | 8.383 | 0.337
TOC=Total Org. C 53.2 alkg 3.1 59 48 0 52.3 2.3 53.23 0.57
TC=TIolaI c 63.4 glkg 2.0 3.2 40 0 63.1 1.5 63.42 0.40
(org.+inorg.)
Org.matter (L.O.L.) 11.2 Ya 0.7 6.4 34 '] 11.1 0.5 11.23 0.15
Active Lime (as

Caco3) 332 e 1.33 3049 8 1] 353 098 | 3.323 | 0.586
EC-SC (150 112865) 25.0 mS/m 3.7 15.0 39 0 246 2.7 24.97 0.75
pH - CaCl2 7.15 0.09 1.3 28 0 714 0.07 | 7.149 | 0.022

pH - H20 7.50 0.21 27 96 0 7.50 0.14 | 7.499 [ 0.026

pH - KCI 7.07 0.20 28 41 0 7.09 0.13 | 7.069 [ 0.039
Fraction < 2 pm 26.5 Ya 74 28.1 33 0 26.0 5.0 26.47 1.62
Fraction < 16 pym 60.3 Ya 71 11.7 9 0 59.7 4.9 60.29 2.94
Fraction < 63 pm 89.1 % 28 31 18 0 88.6 2.0 89.14 0.82
Fraction > 63 ym 10.4 Ya 29 28.2 17 0 11.0 2.2 10.43 0.89




Anexo 17
Certificado del dicromato de potasio

Certificate of Analysis

1.04864.0500 Potassium dichromate for analysis EMSURE® ACS,|SO,Reag. Ph Eur

Batch K45119864

Batch Valuss

Assay (iodomeatric, calc. on dried substance) 999 Yo
Imsaluble matter < [0.005 k0
Chioride (CI) = 0.001 T
Sulphate (S0.) = 0.005 h
Ca (Calcium) = 0.002 i
Cu (Copper} = 0.001 T
Fe {lron} = 0,001 e
Ma [Sodium) 5 0.02 W
Pb (Lead) = 0.005 %o
Loss on drying (130 *C) 0.m o

Date of release (DD.MM.YYYY) 22.11.2013
Minimum shelf life (DD MM.YYYY) 30.11.2018

Dir. Matthias Romped
Responsible laboratary manager quality contral

Merck KGaA, Frankfurter Strafte 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Millipore Corporatien - a subsidiary of Merck KGaf, Darmstadt, Germany

400 Summit Drive, Burlington, MA 01803, USA, Phone +1 (TE1) 533-6000
SALEA Version 137007 MSNO0OTIISAN  Dade 32 113013




Foto 1: Pesaje de KrzCr207. Fuente
propia

Anexo 18

Foto 3: Preparacion de |
solucion del FeSO4. 7H20 0.5M.

Foto 2: Preparacion de la
solucion de Kr2Cr207 1N.

Foto 4: Pesaje de las muestras
de suelo, 0.5 g.




Foto 6: Adicién de los 10 mL del K2Cr»

N
O7

Foto 5: trasvasado de la
muestra pesada a los
Erlenmeyer.

Foto 7: Adicion de 20 mL de HCI para
el proceso de Oxidacién-Reduccién

Foto 8: Adicion de 200 mL de agua
desionizada para detener el proceso de
Oxidacion-Reduccion




Foto 9: Proceso de titulacion
con FeS04.7H20

Foto 10: Proceso de titulacion
con FeS04.7H0




