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Resumen

El presente trabajo describe la validacién y estimacion de la incertidumbre por medio del método
analitico para determinar la demanda quimica de oxigeno, por el método colorimétrico de reflujo
cerrado en muestras de aguas residuales domésticas, en el laboratorio de aguas residuales del
laboratorio ambiental PRONIC. Esto con la finalidad de que el laboratorio demuestre que el
método analitico proporciona resultados fiables, siguiendo la metodologia establecida por el

standard methods for the examination of water and wastewater 23 ed. Washington.; apha.

Se evaluaron los pardmetros de validacion del método analitico: Exactitud, precision, linealidad
del sistema y método, limite de deteccion, limite de cuantificacién e incertidumbre; de acuerdo a

la politica establecida por la oficina nacional de acreditacion (ONA, 2012)

Al comparar los resultados obtenidos con los criterios de aceptacion establecidos segun la politica
establecida por la oficina nacional de acreditacién, estos resultados ser satisfactorios, es decir el

método presenta un buen desempefio en el analisis de la demanda quimica de oxigeno.

En la estimacién de la incertidumbre en la validacién de la DQO se tomé en cuenta todas las
variables y fuentes que generan incertidumbre y se obtuvo un valor de 0.97 mgO2/L de
incertidumbre expandida, utilizando un factor de cobertura de 2, con una confiabilidad de 95%;
Asi mismo se determind que la fuente que aporta mayor incertidumbre a los resultados es la

calibracion del equipo termostato seco (Digestor) tomada del certificado de calibracion.

Palabras claves: Validacion, método, incertidumbre, evaluacion, espectrofotometria.
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Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para

1.1. Introduccidén

Validar un método es un proceso que permite determinar un requisito analitico a partir de una
evidencia objetiva y del cumplimiento de requisitos particulares que confirmen el uso especifico
previsto, demostrando que es apto para el propdsito indicado, a la misma vez al momento en que
se realiza una validacion se sigue una metodologia en la cual se determinan una serie de parametros
por medio de célculos estadisticos y pruebas de laboratorio; es importante destacar que para la

realizacion de la metodologia la cristaleria debe de estara completamente verificada.

Segun la ONA se deben de hacer una cantidad de calculos estadisticos mediante la comprobacion
de ciertos pardmetros de validacion a como lo son; La precision (en repetibilidad y/o
reproducibilidad) y exactitud, como los mas destacados de la validacién, se hacen con el fin de
obtener pruebas documentadas y demostrativas de que este tipo de andlisis que se lleva a cabo en

el laboratorio es fiable.

La verificacion o validacion de los métodos de ensayo es una parte imprescindible para el trabajo

de un laboratorio conforme a la UNE-EN ISO/IEC 17025. Gran cantidad de industrias requieren
de mediciones analiticas debido a las exigencias ambientales o para la toma de decisiones. Los
laboratorios realizan diariamente bastas cantidades de andlisis, los mismos que deben ser
previamente validados, cada método que el laboratorio establezca debe ser fundamentado
mediante una serie de analisis, ademas éstos deben estar acorde al cumplimiento de requisitos
establecidos, lo cual permite garantizar la confiabilidad de los resultados e incrementar la
competitividad del laboratorio y asi mismo los laboratorios poder requerir la acreditacion de la
metodologia. La determinacion de un ensayo analitico permite a los
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laboratorios entrar al mercado; de modo que validar métodos de ensayo se considera una

herramienta competitiva.

Es un método aplicable en aguas continentales (rios, lagos o acuiferos), aguas negras, aguas
pluviales o aguas de cualquier otra procedencia que puedan contener una cantidad apreciable de
materia organica. Este ensayo es muy Util para la apreciacion del funcionamiento de las estaciones
depuradoras. No es aplicable a las aguas potables, debido que al tener un contenido tan bajo de
materia oxidable la sensibilidad del método no seria adecuada. En este caso se utiliza el método

de oxidabilidad con permanganato potasico.

La DQO varia en funcion de las caracteristicas de las materias presentes, de sus proporciones
respectivas, de sus posibilidades de oxidacion y de otras variables. Por esto, la reproducibilidad de
los resultados y su interpretacidn no pueden ser satisfechas mas que en condiciones metodologicas
de ensayo bien definidas y estrictamente respetadas. Se han realizado estudios acerca de validacion
de métodos, tanto nacional como internacionalmente, los requerimientos ambientales han sido
fundamentales para su desarrollo, ya que ayudan de manera significativa a estudiantes, entidades

prestadoras de servicios y a las industrias que necesitan cumplir determinados requisitos.

Para el cumplimiento de los objetivos se selecciond el método de andlisis adecuado, considerando
las necesidades e infraestructura disponible, el método a desarrollar se encontrd en bibliografia
especifica, se establecié un procedimiento normalizado de acuerdo al sistema de gestion de calidad

que sigue, para llevar a cabo siempre que se desarrolle dicho méetodo. Ademas,
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para validar un método es necesario acondicionar la parte instrumental a usarse, lo que conlleva

calibraciones y verificaciones de equipos a utilizar.

Por lo cual el presente trabajo monografico tiene como objetivo realizar una validacion de la
técnica de DQO por el método de reflujo cerrado, utilizando dicromato de potasio como agente

oxidante bajo condiciones dadas por el laboratorio para aguas residuales en rangos bajos y altos.

1.2. Planteamiento del Problema

En el laboratorio ambiental PRONIC, es necesario validar el método de DQO para aguas
residuales, la validacion del método para laboratorio es indispensable, debido a los requerimientos
impuestos por los entes reguladores (MARENA) o (MINSA) con el objetivo de demostrar que el
desempefio del método es adecuado para el analisis ofrecido a los propietarios de industrias y

propios del laboratorio ambiental PRONIC.

¢ Qué sucede si el método para determinar DQO en aguas residuales en el laboratorio no se
encuentra validado? Al no estar validadas estas técnicas de analisis el laboratorio no garantiza la
calidad del anélisis necesario, con el cual se puedan ofrecer resultados con alto grado de validez y
confiabilidad. Por tanto, el laboratorio de analisis debe cumplir con los pardmetros normalizados

por el decreto 21-2017 para aguas residuales.
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Esto establece que el laboratorio ambiental PRONIC, debe cumplir con los criterios de calidad
establecidos por los distintos organismos nacionales. Por lo cual ¢ El laboratorio de aguas cumple
con los requisitos y condiciones necesarios para realizar el montaje del método colorimétrico para
la validacion? Segun las normas del laboratorio, este cumple con todas las condiciones y materiales

de referencia requeridos para desarrollar el proceso de validacion sin ningan inconveniente.

Para validar el método se debe determinar los parametros estadisticos de calidad analitica que

certifiquen que se ofrece un servicio con resultados validos.

El laboratorio ambiental PRONIC busca la documentacién y validacion del método para
determinacion de DQO en aguas residuales, cumpliendo de esta forma con los requisitos
establecidos en la ISO/IEC: 17025: 2017, que rige los laboratorios de ensayos analiticos, de esta
forma al validar el procedimiento podemos ofrecer resultados confiables de los andlisis que emitira

el laboratorio.
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1.2.1 Analisis critico

1.2.1.1 Arbol de Problemas

Mal desemperio del Complicaciones medio
analista al realizar analisis. ambientales.
Aumento de error en Inexactitud en los resultados
incertidumbre. de analisis.

Meétodo no validado para la determinacién de DQO en aguas residuales en

el laboratorio ambiental PRONIC

Equipos y materiales sin Condiciones iniciales
mantenimientos ni calibracion. determinadas
erroneamente.

Incapacidad al aplicar las

. Emision de resultados
buenas practicas de

. erroneos al cliente.
laboratorio.
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1.3. Justificacion

Dada la necesidad que tienen las empresas industriales, privadas y comerciales de caracter pablico,
de cumplir con la ley de vertidos establecido en el Decreto No. 21-2017 (Reglamento en el que se
establecen las disposiciones para el vertido de aguas residuales, 2017), en el cual se establecen los
valores limite maximos permisibles de pardmetros provenientes de descargas de agua residuales,
domeésticas, industriales y agropecuarias. Por esta razén el laboratorio ambiental PRONIC, ha
implementado el método analitico de demanda quimica de oxigeno (5220D- Método de reflujo
cerrado — Método colorimétrico) (Standard methods for the examination of water and wastewater
23RD EDITION).

Para tal fin, debe validarse el método empleado para proveer al usuario resultados confiables y
credibilidad, lo cual se debe respaldar con documentos que hagan referencia al método de ensayo,
a los equipos empleados, reactivos y otros aspectos que aseguren la confiabilidad de los resultados

analiticos.

Adicionalmente, la norma ISO / IEC 17025 estipula que los laboratorios que estan en proceso de
acreditacion deben validar todas las metodologias que se usen en el, tanto las desarrollados por
ellos mismos. Los criterios de calidad que al menos deben verificarse son: La precision, la
reproducibilidad y la exactitud de los resultados obtenidos con el método ya que, de esta forma se

obtienen resultados comparables y verificables.
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Cuando se valida una metodologia se emiten resultados confiables en los cuales se da a conocer a
las entidades que requirieron nuestro servicio, las concentraciones a las cuales se encuentra el
medio en el cual fue tomada la muestra, de tal manera que el lugar que lo solicité al momento de

conocer el resultado pueda hacer algo al respecto para disminuir las concentraciones de ese medio.

1.4. Objetivos de la Investigacion

» Evaluar los parametros de validacion y la incertidumbre de los resultados obtenidos
utilizando la metodologia analitica para la determinacién de la demanda quimica de

oxigeno (DQO) en aguas residuales que permitan la acreditacion del ensayo.

> Determinar el alcance de la validacion segun el tipo de procedimiento de ensayo que rige
la organizacion nacional de acreditacion (ONA): (Linealidad del método y rango,

linealidad del sistema, exactitud, precision, limite de deteccion y limite de cuantificacion).

» Estimar la incertidumbre de la medicion del método analitico para la determinacion de la

demanda quimica de oxigeno (DQO) en aguas residuales.

» Verificar la calibracion del material volumétrico previo a realizar la validacion del método

analitico.
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2.1. Marco Teorico

2.1.1. Antecedentes Investigativos

En laactualidad se requieren métodos analiticos fiables para cumplir con las normativas nacionales
e internacionales en todas las areas de analisis. Convirtiéndose asi, la validacion de métodos en un
componente esencial de las medidas que un laboratorio debe implementar para producir datos
analiticos fiables. La realizacion de estas actividades de validacion de los métodos de ensayo
utilizados por el propio laboratorio, contemplan la satisfaccion de las necesidades del cliente y la

adecuacion para realizar los ensayos previstos (Castelluci, 2005).

Para manejar un sistema de aseguramiento de la calidad de un laboratorio ambiental, se debe tener
en cuenta muchos componentes como la elaboracion de los protocolos analiticos e implementacion
de las metodologias para medicion de los parametros, la validacion de las metodologias analiticas
aplicadas a la evaluacién de la calidad ambiental de acuerdo con las recomendaciones de las
agencias nacionales e internacionales, y la vigilancia de muestras ambientales, incluyendo también
la elaboracion de toda la documentacion relacionada (manual de funcionamiento de
instrumentacién y equipos , protocolos de calibracién y anélisis, instructivos, manuales, formatos)
(Macas, 2011).

El creciente compromiso de la sociedad por cuidar el ambiente, ha influenciado en la creacion y/o
modificacion de las normas ambientales y legislativas. Con el consiguiente incremento de la

demanda de analisis de aguas por parte de las industrias en el que se establecen las disposiciones
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para el vertido de aguas residuales. Al ser el laboratorio ambiental PRONIC uno de los laboratorios
que ofrece dicho servicio de analisis de aguas, es indispensable demostrar que los mismos
proporcionan resultados confiables (Suarez, 2011).

2.1.2. Terminologia

Adecuacion al propésito: ‘Grado al cual los datos producidos por un proceso de medicion
permiten a un usuario tomar decisiones técnica y administrativamente correctas para un proposito
establecido.” (Guia EURACHEM).

Validacion: Verificacion de determinados parametros de un método en la que los requisitos
especificados para estos, demuestran que el método es idoneo para un uso previsto. (Referencia:

VIM, International VVocabulary for Basic and General Terms in Metrology: 2007).

Verificacién: Suministro de prueba(s) objetiva(s) de que un elemento dado satisface el (los)
requisito(s) especificado(s). (Referencia: VIM, JCGM 200:2008).

Es decir, es la comprobacién experimental de que un método establecido funciona de acuerdo con
las especificaciones, en las condiciones disponibles en el laboratorio usuario. Se entiende como
verificacion a las pruebas realizadas por un laboratorio en la rutina de trabajo que permiten

comprobar y documentar la aplicabilidad y uso adecuado del método por parte del laboratorio.
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Control de calidad interno: ‘Serie de procedimientos asumidos por el personal de un laboratorio
para el continuo seguimiento de las operaciones y de los resultados de las mediciones con el fin de
decidir si los resultados son lo suficientemente confiables como para ser emitidos’ . (Guia
EURACHEM).

Especificidad: Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida Unicamente
al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.” (Guia de validacion de métodos

analiticos, Colegio de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos México, A.C.).

Incertidumbre de medida: Pardmetro, asociado al resultado de una medicion, que caracteriza la

dispersion de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos al mesurando (VIM 3.9).

Estabilidad analitica de la muestra: Propiedad de una muestra, preparada para su analisis, de
conservar su integridad fisica o quimica y la concentracion del analito, después de almacenarse
durante un tiempo determinado durante condiciones especificas. (Basado en la Guia de Validacion
de Métodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos, Bidlogos, México A.C.
Edicion 2002).

Linealidad: ‘Define la habilidad del método para obtener resultados de la prueba proporcionales
a la concentracion del analito’. (Guia EURACHEM).
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Nota: Se deduce que el intervalo lineal es el intervalo de concentraciones del analito dentro del
cual los resultados de prueba obtenidos por el método son proporcionales a la concentracion del

analito.

Rango: Se define como el intervalo entre la concentracidn superior e inferior para las cuales se ha
demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del método. (Validacion de métodos
analiticos; A.E.F.1.) 2001.

Exactitud de una medicion: Es la proximidad de concordancia entre el resultado de una medicion
y el valor de referencia aceptado. (Guia EURACHEM).

Repetibilidad (de los resultados de las mediciones): ‘Precision en condiciones de repetibilidad,
es decir, condiciones segun las cuales los resultados independientes de una prueba se obtienen con
el mismo método, sobre objetos de prueba idénticos, en el mismo laboratorio, por el mismo

operador, usando el mismo equipo y dentro de intervalos de tiempo cortos’. (Guia EURACHEM).

Precision: ‘Es la proximidad de concordancia entre los resultados de pruebas independientes
obtenidos bajo condiciones estipuladas’. (Guia EURACHEM).

Nota 1: La precision depende sélo de la distribucion de los errores aleatorios y no se relaciona con
el valor verdadero o valor especificado. La medida de la precision generalmente se calcula como

una desviacion estandar de los resultados de la prueba. “Resultados de pruebas
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independientes” significa que los resultados fueron obtenidos de tal forma que no son
influenciados por cualquier otro resultado previo sobre el mismo o similar objeto de prueba. Las
mediciones cuantitativas de la precision dependen en forma critica de las condiciones estipuladas.

La repetibilidad y la reproducibilidad son series particulares de condiciones extremas.

Precision intermedia: ‘La precision intermedia expresa la variacion dentro de un laboratorio en:

diferentes dias, diferentes analistas, diferente equipo, etc.”. (Guia EURACHEM).

Reproducibilidad: ‘Precision bajo condiciones de reproducibilidad, es decir, condiciones segun
las cuales los resultados de prueba se obtienen con el mismo método, sobre objetos de prueba
idénticos, en diferentes laboratorios, por diferentes operadores, usando diferentes equipos’. (Guia
EURACHEM).

Limite de deteccion: ‘El menor contenido que puede medirse con una certeza estadistica
razonable o la menor concentracion del analito en una muestra que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse bajo las condiciones establecidas de la prueba’. (Guia
EURACHEM).

Limite de cuantificacion: ‘La menor concentracion de un analito que puede determinarse con una
precision (repetibilidad) y una exactitud aceptable bajo las condiciones establecidas de la prueba’.
(Guia EURACHEM)

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman



UNIVERSIDAD
NACIONAL

AUTONOMA DE
NICARAGUA Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de

MANAGUA Nicaragua, Febrero — Noviembre 2022
UNAN - MANAGUA 15

Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para

Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el

Prueba de robustez: ‘Estudio dentro del laboratorio para evaluar el comportamiento de un
proceso analitico cuando se efectan pequefios cambios en las condiciones ambientales y/o de
operacion, semejantes a aqueéllos que pudieran surgir en los diferentes ambientes de prueba. La
prueba de robustez permite obtener informacion de los efectos de cambios menores de una forma
rapida y sistematica’. (Guia EURACHEM).

Protocolo de validacion: Descripcion de pruebas especificas para demostrar que un proceso da
resultados que cumplen con los criterios preestablecidos de manera consistentes Guia de

validacion de métodos analiticos, Colegio de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos México, A.C.)

Material de referencia certificado (MRC): ‘Material de referencia acompafiado de un
certificado, en el cual uno o mas valores de sus propiedades estan certificados por un
procedimiento que establece trazabilidad a una realizacion exacta de la unidad en la cual se
expresan los valores de la propiedad y en el que cada valor certificado se acomparia de una
incertidumbre con un nivel declarado de confianza’. (Guia EURACHEM).

Mensurando: Magnitud particular sometida a medicion (VIM 2.6).

Material de referencia (MR): ‘Material o sustancia en la cual uno o mas valores de sus
propiedades son suficientemente homogéneos y bien definidos como para ser utilizados en la
calibracion de aparatos, en la evaluacién de un método de medicion o para asignar valores a otros
materiales’. (Guia EURACHEM).
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Matriz: Es el tipo de sustancia compuesta (liquida, solida, gaseosa) que puede o no contener al

analito de interés, ejemplo: matriz de alimento, matriz ambiental, etc.

Meétodo de ensayo validado: Método de ensayo aceptado para el que se han llevado a cabo
estudios de validaciéon (desempefio) con el fin de determinar su precision y fiabilidad para un
proposito especifico. (Referencia: ICCVAM Guidelines for the nomination and submission of
new, revised and alternative test methods, 2003).

Meétodo normalizado: Método apropiado para el ensayo dentro de su alcance, publicado por
organismos de normalizacion internacional, nacional o regional (ISO, EN, NM, ASTM, BS, DIN,
IRAM, etc.) o por organizaciones reconocidas en diferentes &mbitos (AOAC, FIL-IDF, EPA, USP
etc.).

Plan de validacion: Documento tipo protocolo en el cual se definen las pruebas o parametros de
validacion necesarios y el disefio experimental a desarrollar en base a los requerimientos del

método.

Validacion de un método: 1. Es basicamente el proceso para definir un requisito analitico, y la
confirmacion de que cuenta con capacidades consistentes con las aplicaciones requeridas.
Inherente a esto esta la necesidad de evaluar el desempefio del método. Es importante la valoracién
de laidoneidad del método; en el pasado la validacion del método se centraba solo en la evaluacion

de las caracteristicas de desempefio. (Guia EURACHEM).
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2. El proceso de verificacion de que un método es adecuado a su propdsito, o sea, para resolver un
problema analitico particular. (Guia EURACHEM).

Nota 5: La definicion 1: Es aplicable cuando un método se desarrolla sin tener en mente ningin
problema en particular. La definicion 2: Es aplicable cuando el método se esta desarrollando con
un proposito especifico. En quimica analitica otro uso comunmente encontrado del término de
validacion es en el contexto de instrumentacion. La Validacion de instrumentos se usa para
describir el proceso de establecer que un instrumento en un momento dado es capaz de
desempefiarse de acuerdo a la especificacion disefiada. Estos procesos podran alcanzarse, por

ejemplo: Mediante calibraciones o verificaciones de desempefio.

La Demanda quimica de oxigeno (DQO): Es un parametro que mide la cantidad de sustancias
susceptibles de ser oxidadas por medios quimicos que hay disueltas o en suspension en una muestra
liquida. Se utiliza para medir el grado de contaminacion y se expresa en miligramos de oxigeno
diatbmico por litro (mgO2/L). Aunque este método pretende medir principalmente la
concentracion de materia organica, sufre interferencias por la presencia de sustancias inorganicas

susceptibles de ser oxidadas (sulfuros, sulfitos, yoduros.), que también se reflejan en la medida.

La DQO: Es la cantidad de oxigeno necesaria para oxidar la materia organica por medios quimicos
y convertirla en CO2 y H2O. Los valores emitidos nos permiten saber a que grado de
contaminacion se encuentra ese medio, por lo que entre mayor sea el rango, mayor es la

contaminacion.
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Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el

Absorbancia: Es la cantidad de intensidad de luz que absorbe la muestra. Esta definida como:

I
A= —LogE

Siendo I, la intensidad después de haber habido la absorcion e lo, la intensidad de la luz que se

hace incidir en la muestra. Referia

Se suele emplear en la quimica analitica ya que se cumple, la llamada, Ley de Beer-Lambert:

A=E.CD

Siendo E el coeficiente de extincion molar, C la concentracion y D distancia de la celda.

Analisis de la varianza (ANOVA): Es una herramienta estadistica, de gran utilidad tanto en la
industria, para el control de procesos, como en el laboratorio de andlisis, para el control de métodos
analiticos. (UCE, Quito).

Estandar métodos (SM): Es un manual completo de procedimientos analisticos para el muestreo,
andlisis de aguas y efluentes; es utilizado como referencia y guia en laboratorios de todo el mundo.
(UCE, Quito).
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2.1.3. Marco Conceptual de la VVariable Independiente

2.1.3.1 Espectrofotometria

Segln Harris (2007) el término espectrofotometria se refiere al uso de la luz para medir

concentraciones de sustancias quimicas.

2.1.3.1.1. Propiedades de la luz.

Se debe describir la luz en términos tanto de particulas como de ondas. Las ondas de luz estan

constituidas por campos eléctricos y magnéticos oscilantes, perpendiculares entre si.

i }.

z h Magnetic field

Figura 1: Radiacion electromagnética polarizada en un plano

Fuente: (Harris, 2007)
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El campo eléctrico se sitla en el plano xy, y el campo magnético en el plano xz. La longitud de
onda A, es la distancia entre cresta y cresta de una onda, su unidad son los nanometros (nm), la
frecuencia v, es el numero de oscilaciones completas de la onda cada segundo. La unidad de

frecuencia es el segundo reciproco, S*. Una oscilacion por segundo es igual a un Hertz (Hz).

Longitud de onda de Color absorbido Color observado
maxima absorcion (nm)

380 —420 Violeta Amarillo verdoso
420 — 440 Azul violaceo Amarillo
440 — 470 Azul Naranja
470 - 500 Verde azulado Rojo
500 - 520 Verde Pdrpura
520 — 550 Verde amarillento Violeta
550 — 580 Amarillo Azul violaceo
580 - 620 Naranja Azul
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620 — 680 Rojo Verde azulado

680 — 780 purpura Verde

Fuente: (Harris, 2007)

2.1.3.1.2. Absorcion de la luz.

Cuando una molécula absorbe un fotdn, la energia de la molécula se incrementa. Se dice que la
molécula pasa a un estado excitado. Si una molécula emite un foton, su energia disminuye. El

estado de menor energia de una molécula se llama estado basal o fundamental.

Cuando una muestra absorbe luz la potencia radiante del haz de luz disminuye, dicha potencia

radiante P se evalla como energia por segundo por unidad de area del haz de luz.

T

Figura 2: Principio de medicion espectrofotométrico

Fuente: (Harris, 2007)

La luz pasa por un monocromador, el cual puede ser un prisma, una rejilla de difraccion o un filtro,
para aislar una sola longitud de onda, la potencia de salida del monocromador PO incide sobre la
muestra de espesor b. La transmitancia T se define como la fraccion de la luz incidente que sale de

la muestra.
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T =— Transmitancia

Por lo tanto, T varia de cero a uno. Una magnitud fisica mas util es la absorbancia, que se define

como:
A =log (%O) = —log T Absorbancia

La importancia de la absorbancia estriba en que es directamente proporcional a la concentracion

de la especie absorbente en la muestra.

La ley de Lambert — Beer o simplemente ley de Beer es fundamental para aplicar la

espectrofotometria en quimica analitica.
A= E.B.C La ley de Beer

La absorbancia A es adimensional, la concentracion de la muestra ¢ suele expresarse en moles por
litro, la trayectoria Optica b se expresa cominmente en centimetros, la cantidad & se llama
absortividad molar o coeficiente de extincion y sus unidades son: M*.cm™. El coeficiente de
extincion es la propiedad caracteristica de las sustancias que indica cuanta luz se absorbe a una

longitud de onda dada.
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La parte de la molécula a la que se debe la absorcion de la luz se llama cromoforo. Cualquier
sustancia que absorba luz visible se vera coloreada cuando refleje la luz blanca o cuando ésta se

transmita a través de ella.

Conforme una solucion se vuelve mas concentrada, las moléculas de soluto interactian entre si
debido a su proximidad. Cuando una molécula interactlia con otra es probable que cambien las
propiedades eléctricas de ambas, incluyendo la absorbancia de luz. De ello resulta que la gréfica

de absorbancia en funcion de la concentracion deja de ser una linea recta (Harris, 2007).

El andlisis gravimétrico abarca una variedad de técnicas en las que la masa de un producto se
utiliza para determinar la cantidad original de analito, es decir de la especie que se analiza. Puesto
gue la masa puede medirse con gran exactitud, los métodos gravimétricos se cuentan entre los mas

exactos de la quimica analitica (Harris, 2007).

Los métodos gravimétricos se determinan con la diferencia de peso existente entre la especie sin
ningun tratamiento previo, tratamiento de secado, y el peso constante obtenido después de
realizarse el tratamiento, para ello se hace necesaria la utilizacién de una balanza analitica

debidamente calibrada.
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2.1.4. Generalidades de los Métodos a Validar

2.1.4.1. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).

La demanda quimica de oxigeno se utiliza como una medida del equivalente de oxigeno del
contenido de materia organica de una muestra susceptible de oxidacion por un oxidante quimico

fuerte.

Para las muestras de una fuente especifica, la DQO puede relacionarse empiricamente con la
demanda bioldgica de oxigeno, el carbono organico o la materia organica (APHA, AWWA, &
WPCF, 1992).

En condiciones naturales esta materia organica puede ser degradada u oxidada lentamente a
dioxido de carbono y agua (CO2 y H20), en un proceso lento que puede demorar dependiendo del
tipo de materia organica que se encuentre y de las condiciones medioambientales de

biodegradacion.

En las pruebas de demanda quimica de oxigeno se acelera artificialmente el proceso de
biodegradacion mediante un proceso de oxidacion forzada, utilizando oxidantes quimicos y
métodos estandarizados, que tienen por objeto garantizar la reproducibilidad y comparabilidad de

las mediciones.
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La degradacion bioldgica de un carbohidrato en condiciones aerobicas puede expresarse como:

CsH1206 + 60, —> 6CO2 + 6H.0

Mientras que la degradacion quimica de la misma sustancia, acelerada con dicromato de potasio y

medida bajo la forma de DQO, puede expresarse como:

CsH1206 + 4Cr207” + 32H—> 6CO> + 8Cr®* + 22H,0

El medio oxidante en las pruebas de DQO son: La digestion a 150 °C de una alicuota de muestra

con mezcla sulfocrémica 0.1 N en un sistema reaccionante cerrado por dos horas.

La DQO asi determinada se expresa como, el equivalente al contenido de materia organica en

miligramos por litro.

Cuando una muestra es digestada, el ion dicromato (Cr.0;%) oxida el material de DQO en la
muestra. Esto da como resultado un cambio en el estado de oxidacion del cromo, de hexavalente
(V1) atrivalente (111). Ambas especies de cromo son coloreadas y absorben en la region visible del
espectro. El Cr,07* absorbe fuertemente en la region de los 400 nm, donde la absorcion del ion
cromico (Cr®") es mucho menor. EI Cr3* absorbe fuertemente en la region de los 600 nm, donde
el Cr,07% tiene casi cero de absorcion. En &cido sulfurico 9M solucion, los coeficientes de
extincion molares aproximados para estas especies de cromo son las siguientes: Cré*- 50 L/mol
cm a 604 nm; Cr,07* - 380 L/mol Cm a 444 nm; Cr3*- 25 L/mol Cm a 426 nm. El ion Cr®* tiene
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un minimo en la region de 400 nm. Por lo tanto, un maximo de absorcion de trabajo es a 420 nm
(Standard Methods 23RD Edition, 2017).

Para valores de DQO entre 100 y 900 mg O/L, aumento de Cr®* en se determina la region de 600
nm. Se pueden obtener valores mas altos por dilucion de la muestra. Se pueden determinar valores
de DQO de 90 mg O2/L o menos siguiendo la disminucion de Cr.07% a 420 nm. La correspondiente
generacion de Cr3* da un pequefio aumento de absorcion a 420 nm, pero esto se compensa en el
procedimiento de calibracion (Standard Methods 23RD Edition, 2017).

La oxidacion de la mayoria de los compuestos orgéanicos es del 95 al 100% del valor teérico; la
piridina y los compuestos relacionados resisten a la oxidacion y los compuestos organicos volatiles
reaccionaran en proporcion a su contacto con el oxidante. Los compuestos alifaticos de cadena
lineal se oxidan mas eficazmente en presencia de un catalizador de sulfato de plata (Standard
Methods 23RD Edition, 2017).

El interferente mas comun es el ion cloruro, el cloruro reacciona con iones de plata para precipitar
el cloruro de plata, y asi inhibe la actividad catalitica de la plata, bromuro, yoduro y cualquier otro
reactivo que inactiva el ion de plata puede interferir de manera similar. Tales interferencias son
negativas porque tienden a restringir la accion oxidante del propio ion dicromato. Sin embargo,
bajo la rigurosa digestion procedimientos para analisis COD, cloruro, bromuro o yoduro pueden

reaccionar con dicromato para producir la forma elemental del halogeno y el ion cromico.
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Los resultados son erroneos si la presencia del cloruro es alto pueden ser superadas en gran parte,
aunque no completamente, por formacion de complejos con HgSO4 antes del procedimiento de
reflujo, Aunque 1 g HgSOs se especifica para una muestra de 50 mL, se puede usar una cantidad
menor cuando se sabe que la concentracion de cloruro en la muestra es inferior a 2000 mg/L,
siempre que se mantenga una relacién en peso de 10:1 de HgSOa: Cl. No use la prueba para
muestras que contengan mas de 2000 mg CI /L (Standard Methods 23RD Edition, 2017).

Las técnicas disefiadas para medir la DQO en aguas salinas dan interferencias de haluros se pueden
eliminar por precipitacion con iones de plata y filtracion antes de la digestion. Este enfoque puede
introducir errores sustanciales debido a la oclusion y arrastre de materia DQO de muestras
heterogéneas (Standard Methods 23RD Edition, 2017).

Amoniaco y sus derivados, estos residuos son generados a partir de materia organica que contiene
nitrégeno, no se oxidan. Sin embargo, el cloro elemental reacciona con estos compuestos. Por lo
tanto, las correcciones de las interferencias de cloruro son dificiles (Standard Methods 23RD
Edition, 2017).

Nitrito (NO2") ejerce una DQO de 1.1 mg O2/mg NO2-N, debido a que las concentraciones de NO>
en aguas rara vez superan 1 o 2 miligramos de NO: -N/L, la interferencia se considera
insignificante y generalmente se ignora, Para eliminar una interferencia significativa de NO-",
afiadir 10 mg de acido sulfamico por cada mg de NO2™ -N presente en el volumen de muestra
utilizado; afiadir la misma cantidad de acido sulfamico al recipiente de reflujo que contiene el
blanco de agua destilada (Standard Methods 23RD Edition, 2017).
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Especies inorganicas reducidas tales como hierro ferroso, sulfuro, manganeso, etc., se oxidan
cuantitativamente bajo las condiciones de la prueba. Para muestras que contengan niveles
significativos de estas especies, la oxidacion estequiométrica se puede suponer a partir de
conocidos concentracion inicial de las especies de interferencia y correcciones puede hacerse al
valor COD obtenido (Standard Methods 23RD Edition, 2017).

2.1.5. Marco Conceptual de la Variable Dependiente

2.1.5.1. Sistema de Gestion de Calidad

El sistema de gestion de calidad se trata de un conjunto de normas internacionales, que determinan
la manera de organizar y administrar de forma ordenada y sistemética una organizacién, de forma

que esta puede garantizar la calidad de sus operaciones y servicios

Los principales elementos que constituyen un sistema de gestion de calidad son:

» Laestructura de la organizacion: Descrita en forma de organigrama, documenta la jerarquia

en los niveles directivos y de gestion.

» Como se estructuran las responsabilidades de las distintas personas y departamentos.

» Los procedimientos destinados a controlar de forma permanente las acciones de la

organizacion.
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» Los procesos 0 secuencia de operaciones que permiten lograr objetivos especificos dentro

de la organizacion.

La identificacion y descripcion clara de los recursos economicos, humanos y técnicos.

El sistema de gestion de la calidad es aquella parte del sistema de gestion de la organizacion

enfocada en el logro de resultados, en relacion con los objetivos de la calidad, para

satisfacer las necesidades, expectativas y requisitos de las partes interesadas, segun

corresponda. Los objetivos de la calidad complementan otros objetivos de la organizacion,

tales como aquellos relacionados con el crecimiento, los recursos financieros, la

rentabilidad, el medio ambiente y la seguridad y salud ocupacional (International

Organization for Standardization, 2005).

[

Mejora continua del sistema de
gestion de la calidad

Clientes

(y otras

partes
interesadas)

Responsabilidad .
_______ T Cllemes
(y otras
partes

interesadas)
cTTTTTT I
Medicion analisis - .
e
] ]

Gestion de los
recursos

Entradas Producto

' | REdlicacion

I : @
1

| —

Figura 3: Modelo de un sistema de gestién de la calidad basado en procesos

Fuente: (International Organization for Standardization, 2005).
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La normalizacién es una actividad mediante la cual fabricantes, consumidores, usuarios,

laboratorios de ensayo y administracion establecen un acuerdo voluntario que se describe en un

documento técnico, o norma, de aplicacion repetitiva o continuada, en el que se definen las

caracteristicas técnicas que debe reunir un material, producto, servicio o sistema para garantizar

su seguridad, su aptitud a la funcién o su compatibilidad con otros productos, servicios o sistemas.

La norma, entendida como la expresion practica de la normalizacién, se caracteriza por ser un

documento:

v Publico (tanto durante su elaboracién como durante su periodo de vida).

v Voluntario (las normas no son obligatorias, salvo que estén citadas en la reglamentacién

elaborada por la administracién correspondiente).

v’ Elaborado con el consenso de todas las partes interesadas.

v Basado en los resultados de la experiencia y el desarrollo tecnoldgico y aprobado por un

organismo reconocido (Mass6, 2004).

Esta normativa especifica los requisitos generales para la competencia, la imparcialidad y la

operacion coherente de los laboratorios.

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman



UNIVERSIDAD Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para

NACIONAL

AU?ONOMA DE Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el
NICARAGUA Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de
MANAGUA Nicaragua, Febrero — Noviembre 2022

UNAN - MANAGUA 31

Esta normativa es aplicable a todas las organizaciones que desarrollan actividades de laboratorio,

independientemente de la cantidad de personal.

Los clientes del laboratorio, las autoridades reglamentarias, las organizaciones y los esquemas
utilizados en evaluacion de pares, los organismos de acreditacion y otros utilizan este documento

para confirmar o reconocer la competencia de los laboratorios.

Esta normativa se ha desarrollado con el objetivo de promover la confianza en la operacion de los
laboratorios. Este documento contiene requisitos que permiten a los laboratorios demostrar que
operan de forma competente y que tienen la capacidad de generar resultados validos. Los
laboratorios que cumplen con este documento también operardn en general de acuerdo con los
principios de la Norma NTN ISO 9001.

Esta normativa requiere que el laboratorio planifique e implemente acciones para abordar los
riesgos y las oportunidades. Al abordar los riesgos y las oportunidades se establece una base para
incrementar la eficacia del sistema de gestion, lograr mejores resultados y prevenir efectos
negativos. El laboratorio es responsable de decidir qué riesgos y oportunidades es necesario

abordar.

El uso de esta normativa facilitard la cooperacion entre los laboratorios y otros organismos, y
ayudara al intercambio de informacion y experiencia, asi como también a la armonizacién de
normas y procedimientos. La aceptacion de resultados entre paises se facilita si los laboratorios

cumplen con el presente documento.
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En este documento se usan las siguientes formas verbales:
"Debe" indica un requisito.
"Deberia" indica una recomendacion.

"Puede” indica un permiso; una posibilidad o una capacidad.

Manipulacion de los items

de ensayo o calibracion o 7,4_)

ST A

, . =1

) Preparacidn Realizacion de la Liberacién : ftem : 1
Ite F cali . - .

m Muestreo del item calibracién / ensayo del item I|, ‘:’J

7.3 —

Recursos <::> :> Direccion
7.11)

Revision de Selecclén, Asz[ura miento de Bvaluacién dela [e—
Solicitud solicitudes, verificacién ¥ la validez incertidambre delos
ofertas y e da los de medician Fesultados
contratos Validackin de resultados
A mitodos _D

Cray—<a2)

Registros
técnicos

Trahajo no
conforme

Control de datos /
gestién de la
informacién

Informe
de los
resultados

79 Quejas

Figura 4: Representacion esquematica de los procesos operacionales de un laboratorio

Fuente: NTN ISO/IEC 17025 tercera edicion 2017-11

2.1.5.4. Acreditacion

El organismo nacional de acreditacion es un ente pablico sin fines de lucro, que se rige bajo las
directrices establecidas en las normas técnicas nicaragliense para la evaluacion de la
conformidad, en las politicas, reglamentos y procedimientos de la ONA; motivando a

empresas, instituciones y organismos privados y publicos a participar de las ventajas que
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proporciona un sistema confiable, transparente y reconocido a nivel mundial, que facilita el

intercambio con los mercados externos (MIFIC, s.f.).

Este organismo establece una guia para las actividades de validacion de métodos de ensayo y
calibracion no normalizados, desarrollados o disefiados por el laboratorio, métodos normalizados
empleados fuera del alcance previsto, ampliaciones y modificaciones de los métodos normalizados
y para las verificaciones necesarias para confirmar que el laboratorio puede aplicar correctamente

los métodos normalizados antes de utilizarlos para los ensayos.

Los laboratorios que realizan ensayos o calibraciones acreditan sus actividades como una manera
de atestiguar, ante una organizacion tercera, que son competentes en la realizacion y ejecucion de

sus métodos.

La entidad acreditadora es la responsable de verificar y evaluar que la organizacion interesada en
lograr su acreditacion, cumpla con los requerimientos y sefialamientos que establece la normativa
a la cual se rigen, para el caso de un laboratorio de ensayo o calibracién la norma NTN ISO/IEC
17025 tercera edicion 2017-11 es la utilizada.
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Flujograma del sistema a validar (2010 edicidn diciembre, comité editor -Validacion de métodos y determinacidn de

la incertidumbre de la medicion).
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Se entiende por calibracion como la operacion que, bajo condiciones especificas, en primer paso,

se establece una relacion entre el valor cuantificado de la medicion provista por un estandar de

medicion y los correspondientes indicadores asociados a la incertidumbre de dicha medicion, y en

segundo paso, usando esta informacion para establecer la relacion de la obtencién del resultado de
la medicion de dicho indicador en el instrumento de medicion (EURACHEM, 2011).

Segin EURACHEM (2003), la trazabilidad es una propiedad del resultado de una medida o del

valor de un patron mediante la cual puede relacionarse con referencias establecidas, normalmente

patrones nacionales o internacionales, mediante una cadena ininterrumpida de comparaciones cada

una de las cuales con su incertidumbre calculada.

El laboratorio debe establecer y mantener la trazabilidad metroldgica de los resultados de sus

mediciones por medio de una cadena ininterrumpida y documentada de calibraciones, cada una de

las cuales contribuye a la incertidumbre de medicion, vinculandolos con la referencia apropiada.
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- El laboratorio debe asegurarse de que los resultados de la medicion sean trazables al Sistema

Internacional de Unidades (SI) mediante:

a)

b)

d)

La calibracion proporcionada por un laboratorio competente.

NOTA 1: Los laboratorios que cumplen con los requisitos de este documento se consideran
competentes.

Los valores certificados de materiales de referencia certificados proporcionados por

productores competentes con trazabilidad metroldgica establecida al Sl.

NOTA 2: Los productores de materiales de referencia que cumplen con los requisitos de la

Norma NTN ISO 17034 se consideran competentes.

La realizacion directa de unidades del Sl aseguradas por comparacion, directa o indirecta,

con patrones nacionales o internacionales.

NOTA 3: En el folleto de Sl se proporcionan detalles de la realizacion practica de las
definiciones de algunas unidades importantes.

Cuando la trazabilidad metrolégica a unidades del SI no sea técnicamente posible, el
laboratorio debe demostrar trazabilidad metroldgica a una referencia apropiada, como, por

ejemplo:

v Valores certificados de materiales de referencia certificados suministrados por un

productor competente.
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v Resultados de los procedimientos de medicion de referencia, métodos especificados
0 normas de consenso que estan descritos claramente y son aceptados, en el sentido
de que proporcionan resultados de medicion adecuados para su uso previsto y
asegurados mediante comparacion adecuada (NTN ISO/IEC 17025 tercera edicion
2017-11).

2.1.6. Requisitos Generales

2.1.6.1. Politica para la Validacion de Métodos de Laboratorios de Ensayos y Calibracion segun

la Politica de la Oficina Nacional de Acreditacion

El organismo nacional de acreditacion es un ente publico sin fines de lucro, que se rige bajo las
directrices establecidas en las normas técnicas nicaragiienses para la evaluacion de la conformidad,
en las politicas, reglamentos y procedimientos de la ONA, motivando a empresas, instituciones y
organismos privados y publicos a participar de las ventajas que proporciona un sistema confiable,
transparente y reconocido a nivel mundial, que facilita el intercambio con los mercados externos
(MIFIC, s.f.)

Este organismo establece una guia para las actividades de validacion de métodos de ensayo y
calibracion no normalizados, desarrollados o disefiados por el laboratorio, métodos normalizados
empleados fuera del alcance previsto, ampliaciones y modificaciones de los métodos normalizados
y para las verificaciones necesarias para confirmar que el laboratorio puede aplicar correctamente

los métodos normalizados antes de utilizarlos para los ensayos (ONA, 2012).
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Sistematizar los procedimientos para la realizacion de la validacion de los métodos de ensayo y de
calibracién facilitando implementacién de este aspecto por parte de los laboratorios, asi como su
evaluacion por parte del personal de la ONA o sus evaluadores (ONA, 2012).

Evitando la discrepancia respecto a cuando validar y la extension de la validacion segun sea el
caso (ONA, 2012).

2.1.6.2. Pasos para la Validacion

Cada validacion de un procedimiento consiste en tres pasos:

v' Establecimiento del protocolo de validacion.

v" Realizacion de la validacion.

v" Elaboracion del informe de validacion.

2.1.6.3. Establecimiento del Protocolo de Validacién

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

» Debe incluir una identificacion tnica o codigo.
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YV V.V V V V V V V VY

El objetivo y alcance.

Responsables de las actividades de validacion.

La definicion del sistema a validar.

Procedimiento para la identificacion de los parametros 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.

Debe ser especifico para cada tipo de muestra y método.

Debe ser firmado y fechado por las personas responsables de la validacién y aprobacion
(ONA, 2012).

Una vez se ha aprobado el protocolo se procede a hacer la validacién de acuerdo al mismo. Aqui

se incluye el proceso de calculo estadistico de los distintos pardmetros evaluados (ONA, 2012).

El informe de validacién contendra la informacion suficiente para poder concluir acerca de la

validacién que se ha desarrollado. Debe incluir:

v Protocolo de validacion (o hacer referencia al mismo a través de un c6digo).

v" Resultados analiticos.

v" Resultados estadisticos.
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v' Interpretacion de resultados.

v" Conclusiones, declaracion de aptitud del método al uso previsto y cuando aplique el
certificado de validacion el cual podré incluir:

v Analito evaluado.

v Matriz o matrices ensayadas.

v Técnica utilizada.

v Documentos relacionados (protocolos, procedimientos, instrucciones de trabajo).

v" Rango validado.

v’ Cuadro resumen con los resultados de los parametros de desempefio evaluados.

v Analistas autorizados para la realizacién del ensayo.

Ademas, sera autorizado por o las personas asignadas por el laboratorio (ONA, 2012).

2.1.6.4.2. Establecimiento y Condiciones del Alcance de la Validacion.

2.1.6.4.2.1. Establecimiento de las Condiciones.

El laboratorio responsable del analisis o ensayo debe definir las condiciones y el alcance de la
validacion de acuerdo a lo definido por esta guia y a su caso en particular.

En el caso de que el cliente lo solicite, el responsable del andlisis o ensayo debera ponerse de

acuerdo con el cliente sobre este aspecto (ONA, 2012).
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2.1.6.4.2.2. Establecimiento del Alcance de la VValidacion.

Se diferencian tres casos, en los que la dificultad de la validacion aumenta del primero al tercero:

a. Se trata de un método de ensayo estandarizado y normalizado, que se aplica exactamente

como esta descrito en la norma/procedimiento.

b. Se trata de una modificacion a un método de ensayo normalizado o cuando se use un método

proporcionado por el proveedor de un equipo o sistema analitico.

Ejemplos: Un método de extraccion diferente u otra matriz, rangos distintos de trabajo.

c. Se trata de un método de ensayo desarrollado en el laboratorio y que no se encuentra en
normas u otras colecciones de métodos (ONA, 2012).

Tabla 2. Objetivos de acuerdo al alcance de la validacién

Meétodo de ensayo Objetivo de la validacion
Caso 1: Método | Comprobacion de que el laboratorio domina el ensayo y lo
normalizado. utiliza correctamente (Verificacion).
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Caso 2: Método normalizado | Comprobacion de que la modificacion introducida en el
modificado o uno no | método original no afecta la capacidad del laboratorio para
modificado. proporcionar resultados confiables. Ejemplos: cambio del

método de extraccion, otra matriz, cambios en el pH.

Demostrar que el método proporcionado por el fabricante es

capaz de dar resultados confiables para el fin propuesto.

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

el fin propuesto.

Fuente: (ONA, 2012).
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Tabla 3. Alcance de la validacion segun el tipo de procedimiento de ensayo

OFICINA NACIONAL DE ACREDITACION e e
Politica Para la Validacion de Métodos de Laboratorios
de Ensayos y Calibracion. fo NA
DOC-ONA-12-011 Version M2:01 | Revisidn N2:00 Wl Wt A e

Tabla b: Alcance de la validacion segun el tipo de procedimiento de ensayo

| Métodos Normalizados
dentificacién  |Cuantificacién |Cuantificacién de |Evaluacién ds
Parametros de omponentes m{:tﬂ?ﬁms
componentes inoritarios o festablecidas®
mayoritarios  fimpurezas en trazas
Gelectividad/ Especificidad 51 + + +
Estabilidad analitica de la
+ + + +
muestra
Linealidad del Sistema No 5 5i +
Linealidad del Método No + + +
Flango No + + +
Exactitud No 5i S +
Fepetibilidad No 5i Si 5i
Precision Intermedia No Si 5i Si
Reproducibilidad No ++ ++ ++
Limite de Deteccidn + No No No
Limite de Cuantificacién No + + +
Fobustez + + + +
+: 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 alusion a procesos previos a la cuantificacion (ej: disolucion,
liberacion de analitos, etc) el método usado para la cuantificacion (cuande aplique) se
validara de acuerdo a columnas 2 o 3.

(ONA,2012)
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2.1.7. Alcance de la Validacion Segun el Tipo de Procedimiento de Ensayo

2.1.7.1. Método Normalizado

2.1.7.1.1. Selectividad/Especificidad.

En el estudio de la selectividad, como norma general se comparan los resultados del analisis de
muestras con y sin analito en presencia 0 ausencia de impurezas, productos de degradacion,
sustancias relacionadas, excipientes (matriz o placebo), y dependiendo del tipo de muestra, tipo de

técnica analitica, instrumento de medicion (ONA, 2012).

Partiendo de la experiencia en el analisis de la muestra, se deben establecer las posibles sustancias
y/o elementos y adicionar cantidades conocidas de éstas, solas 0 combinadas a la muestra y evaluar

su respuesta al método, bajo las mismas condiciones de analisis.

Para métodos de identificacion (ONA, 2012).

> Se deben seleccionar sustancias que potencialmente interfieran en la determinacién con
base en la estructura molecular del analito, precursores, sustancias relacionadas, vias
degradativas, entre otros (ONA, 2012).
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Para metodos de contenido/valoracion de impurezas:

> Si se dispone de las impurezas se deben adicionar éstas al analito y/o a la muestra analitica

en niveles que incluya la especificacion. Analizar como lo indica el método.

» Cuando no se dispone de las impurezas, la muestra que contiene el analito debe someterse
a condiciones que generen su inestabilidad quimica (luz, calor, humedad, hidrolisis, acido-

basica y oxidacion) y aplicar el método a la muestra resultante (ONA, 2012).

Para métodos de limite de impurezas:

Proceder a analizar, como lo indica el método los siguientes:

> Muestras individuales de la impureza (organicas, inorganicas, o solventes residuales).
> El producto (de pureza aceptable).
> Y la mezcla de estos (ONA, 2012).

Para métodos indicadores de estabilidad:

Si se cuenta con los productos de degradacidn, preparar muestras:

> La matriz sola.
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» Con matriz adicionada de estos.

» La matriz adicionada del analito.

» La matriz adicionada analito y de productos de degradacion.
» Analizar como lo indica el método (ONA, 2012).

En el caso de métodos no selectivos, como por ejemplo los métodos que utilizan sistemas de
medicién volumétricas, la especificidad para los componentes de una muestra, es sustentada con
los resultados de exactitud y linealidad del método cumplidos los criterios de aceptacion (ONA,
2012).

Cuando haya duda en la demostracion de la especificidad de un método analitico, se sugiere que

sea investigada por otra metodologia de soporte (ONA, 2012).

Los resultados del estudio de selectividad estan vinculados principalmente al origen de la muestra,
su preparacion y las condiciones instrumentales. Cualquier cambio en estos factores supone

reconsiderar el estudio realizado (ONA, 2012).

Criterios de aceptacion:

La respuesta del método debe ser Unicamente debida al analito (ONA, 2012).
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2.1.7.1.2. Estabilidad Analitica de la Muestra.

El analista debe establecer la etapa de analisis en la cual se desea evaluar la estabilidad, ademés
de determinar si en dicha etapa es posible fraccionar (muestras dependientes) o no (muestras

independientes) y las condiciones de almacenaje (ONA, 2012).

Muestras dependientes:

> El analista debe procesar hasta la etapa preestablecida por lo menos por triplicado una

muestra homogénea.

> Fraccionar cada una de las preparaciones de acuerdo a las condiciones de almacenaje

(Ambiente, Refrigeracion, t °C, etc. durante un tiempo determinado) de interés.

» Terminar el analisis de una de las fracciones de cada preparacion.

» Proseguir el analisis de cada una de las fracciones al término de cada condicion de
almacenaje, utilizando una solucién de referencia recientemente preparada, si el método

contempla el uso de una solucion de referencia.

> Reportar el resultado (ONA, 2012).
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Muestras independientes:

> A partir de una muestra homogénea, el analista debe analizar por triplicado hasta completar

el analisis y obtener el resultado.

> Simultdneamente y de la misma muestra, procesar el nimero de muestras necesarias para

cada condicién de almacenaje hasta la etapa preestablecida (preparaciones) por triplicado.

» Proseguir el analisis de cada una de las preparaciones al término de cada condicién de
almacenaje, utilizando una solucion de referencia recientemente preparada, si el método

contempla el uso de una solucidn de referencia.

> Reportar el resultado (ONA, 2012).

Calculos:

» Calcular la media aritmética del andlisis inicial y de cada condicion de almacenaje.

> Calcular la diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de almacenaje
respecto del analisis inicial (ONA, 2012).
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Criterios de aceptacion:

> | di | < 2% para métodos cromatograficos y volumétricos.
> | di | < 3% para métodos quimicos o espectrofotométricos.
> | di | <5% para métodos biologicos.

» No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del analito en la

muestra.

» Otros criterios de aceptacion, deben ser justificado (ONA, 2012).
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2.1.7.1.3. Linealidad del Sistema.

» Unanalista debe preparar por lo menos por triplicado 5 niveles de concentracion (Intervalo
o0 rango) de la solucidn de referencia ya sea por dilucion (a partir de una misma solucién
concentrada o por pesadas independientes (cuando no sea posible prepararlas por dilucion)
(ONA, 2012).

» La concentracion central debe ser igual a la que se prepara la solucion de referencia en el
método (ONA, 2012).

> Elintervalo debe incluir la especificacion para el caso de aquellos métodos utilizados para
evaluar muestras que se conoce el contenido estimado de activo (ejemplo: Formas

farmacéuticas, Principios activos) (ONA, 2012).

> Medir la respuesta analitica bajo las mismas condiciones de medicion, reportar la relacion
concentracion vs. respuesta analitica (Ejemplo: Concentracion vs. area, concentracion vs.
absorbancia) (ONA, 2012).

» Calcular el valor de la pendiente (b), la ordenada en el origen (a), el coeficiente de
determinacion (r?) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(b)). Si el método
presenta un ajuste distinto a la linea recta, utilizar la estadistica apropiada y justificarla
(ONA, 2012).
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El intervalo (rango) esta en funcion del propdsito del método, y por lo general se expresa como
concentracion. Es critico que el intervalo no excluya valores de concentracion que potencialmente

puedan dar lugar al contenido del analito en la muestra (ONA, 2012).

Criterios de aceptacion:

> 12>0.98.

» IC (B1), no debe incluir el cero.

» Otro criterio de aceptacion debe ser justificado (ONA, 2012).
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2.1.7.1.4. Linealidad del Método.

Se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar una matriz.

» Un analista debe preparar una matriz con el tipo de componentes que generalmente estan

presentes en la muestra (ONA, 2012).

» A la cantidad de matriz analitico equivalente a una muestra analitica por triplicado,
adicionarle la cantidad de analito (puede ser una sustancia de referencia secundaria)

correspondiente al 100% de este en la muestra (ONA, 2012).

» Seleccionar al menos dos niveles, superior e inferior de la cantidad del analito (intervalo)
y preparar el matriz adicionado al menos por triplicado a cada nivel, manteniendo

constante la cantidad de matriz analitico en los tres niveles (ONA, 2012).

» Las matrices adicionadas deben ser analizados por un mismo analista bajo las mismas
condiciones, utilizando como referencia, la sustancia empleada en la adicion a la matriz
analitica (ONA, 2012).

» Como lo indica el método, preparar 3 soluciones estandar al 100% de la concentracion
tedrica (ONA, 2012).

» Realizar una determinacion de cada matriz adicionado, de acuerdo a la  siguiente
secuencia:

+ Estandar.
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+ Matriz adicionado nivel inferior.

+ Matriz adicionada 100%.

+ Matriz adicionado nivel superior.

+ Hasta terminar los 3 bloques (ONA, 2012).

> Hacer célculos, como lo indica el método para cada bloque de muestras con referencia a su
estandar respectivo (ONA, 2012).

» Determinar la cantidad recuperada del analito (ONA, 2012).

No se conocen los componentes de la muestra

» Un analista debe analizar la muestra con el método, para determinar el contenido del

analito.

» El mismo analista debe preparar por lo menos 3 muestras adicionadas, por ejemplo,
utilizando la mitad de la muestra analitica que originalmente requiere el método y adicionar
el analito (puede ser una sustancia de referencia secundaria) hasta completar lo que
represente el 100% de éste en la muestra (ONA, 2012).

» Seleccionar al menos dos niveles, superior e inferior de la cantidad del analito (intervalo)
y preparar la muestra adicionada al menos por triplicado a cada nivel, manteniendo

constante la cantidad de muestra en los tres niveles (ONA, 2012).
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» Las muestras adicionadas deben ser analizadas por un mismo analista bajo las mismas
condiciones utilizando como referencia la sustancia empleada en la adicion de la muestra
(ONA, 2012).

> Realizar una determinacion de cada preparacion de muestra, de acuerdo a la  siguiente

secuencia:

+ Estandar.

+ Muestra adicionado nivel inferior.

+ Muestra adicionada 100%.

+ Muestra adicionado nivel superior.

+ Hasta terminar los 3 bloques (ONA, 2012).

> Hacer célculos, como lo indica el método para cada bloque de muestras con referencia a su
estandar respectivo (ONA, 2012).

» Determinar la cantidad recuperada del analito:

Cuando no sea posible adicionar de manera directa el analito a la muestra, la adicion pude ser
llevada a cabo en alguna etapa del método. Se recomienda que la adicion se lleve a cabo en las
primeras etapas del método, para poder asegurar que las etapas posteriores, no den lugar a
resultados incorrectos. Por ejemplo, si una muestra se debe extraer, filtrar y diluir, es conveniente
que la adicion se lleve a cabo antes de extraer; ya que, si existiera algun problema con la extraccion

o con la filtracion, puede dar lugar a resultados incorrectos si el analito se
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adiciona a la muestra o matriz analitico hasta antes de diluir. EIl intervalo (rango) de la

concentracion del analito adicionado, depende del proposito del método y debe incluir la

especificacion, los limites segin una normativa en particular (ONA, 2012).

Utilizando el método de estimacion por minimos cuadrados, calcular el valor de la pendiente (b),

la ordenada en el origen (a), el coeficiente de determinacion (r?), el intervalo de confianza para la

pendiente (IC(b)), el intervalo de confianza para la ordenada al origen (IC(a)), y el coeficiente de
variacion de regresion (CV y/x) (ONA, 2012).

Calcular:

Promedio aritmético, la desviacién estandar (S), el coeficiente de variacién (CV) y el intervalo de

confianza para la media poblacional IC (u) del porcentaje de recobro (recuperacion) (ONA, 2012).

Criterios de aceptacion:

Cantidad adicionada vs cantidad recuperada:

r>>0.995 (El criterio de aceptacion definido por el laboratorio dependera del tipo de analisis y del

nivel de concentracién del analito en la matriz.) IC (b), debe incluir la unidad IC (a), debe incluir

el cero (ONA, 2012).
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El (CVy/x) coeficiente de variacion de regresion (del porcentaje de recobro) no > 2% si el método
es volumétrico o cromatografico, no > 5% si el método es quimico o espectrofotométrico (ONA,
2012).

Criterios de aceptacion:

Cantidad adicionada vs. Sefial obtenida

r>>0.995 (El criterio de aceptacion definido por el laboratorio dependera del tipo de anélisis y del

nivel de concentracién del analito en la matriz.) IC (b), no debe incluir el cero (ONA, 2012).

El (CVy/x) coeficiente de variacion de regresion (del porcentaje de recobro) no > 2% si el método
es volumétrico o cromatografico, no > 5% si el método es quimico o espectrofotométrico (ONA,
2012).

Criterios de decision sobre la linealidad:

* treg >> twan. Correlacion significativa.
+ tin<tw. Intercepto significativamente diferente de cero.

+ tpend > tran. Pendiente significativamente diferente de cero (ONA, 2012).
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2.1.7.1.5. Exactitud.

2.1.7.1.5.1. Veracidad.

La evaluacion practica de la veracidad se fundamenta en la comparacion de la media de los
resultados de un método con relacién a valores conocidos, es decir, la veracidad se determina

contra un valor de referencia. Se dispone de dos técnicas basicas:

+ Verificacion con respecto a los valores de referencia de un material caracterizado y

Comparacién con otro método caracterizado (ONA, 2012).

Para verificar la veracidad utilizando un material de referencia, se determina la media y la
desviacion estdndar  de una serie de réplicas de una prueba y se compara contra el valor
caracterizado del material de referencia. Es recomendable que el material de referencia sea un

material certificado de matriz natural, muy semejante a la muestra de interés (ONA, 2012).

Claramente la disponibilidad de estos materiales es limitada. Los materiales de referencia para

una validacién pueden ser:

+ Preparados por adicién de materiales tipicos con materiales de referencia con pureza

certificada u otros materiales de pureza y estabilidad adecuada.
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4+ Materiales tipicos bien caracterizados, de estabilidad verificada internamente y

conservados para control de calidad interno (ONA, 2012).

Analisis Tratamientos de datos Comentarios

Efectuar 10 réplicas del | Comparar con un contraste | Contraste “t” de un valor
material de  referencia | estadistico adecuado el valor | conocido contra una media
usando el método a validar. | medio con el valor del | poblacional.

Efectuar 10 réplicas del | Material - de  referencia

material de referencia utilizado. Comparar con  un ey
Contraste “t” de

. . contraste estadistico
usando el metodo a validar y comparacion de dos medias.

un método oficial o validado. adecuado los valores medios
del material de referencia
obtenido por ambos

métodos.

The fitness for purpose of analytical methods. a laboratory guide to method validation and related topics. first edition
1998. EURACHEM

Fuente: (ONA, 2012).

Criterio de decisién para la exactitud:

»  Si tealculada < teritica, €1 metodo analitico desarrollado tiene la exactitud requerida, y ambos

valores no son estadisticamente diferentes (ONA, 2012).
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» Mientras que, Si tcaiculada > teritica Significa que el método analitico no es exacto y que existe
un error sistematico por defecto o por exceso que en valor absoluto es |J-Xmed|, donde p
representa el valor verdadero o esperado de concentracion del analito (ONA, 2012).

Suposiciones: Distribucion aproximadamente Normal

Hipotesis: Nula: Ho: i = po Alternativa: Hy,
Dos colas: = o

Unacola: u<po y 1> o

Test estadistico: Distribucion t con (n-1) grados de libertad

Decisiones:

Hi: w# po (test dos colas) -twp n1<t<-tx2,n1  Ho aceptada

Hi: p < po(test una cola) t > -te, n-1 Ho aceptada

Hi: p > po (test una cola) t < -te, n-1 Ho aceptada
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2.1.7.2. Porcentaje de Recobro

Debe evaluarse en al menos tres réplicas de tres niveles de concentracién, incluidos en el rango de
trabajo del método. (Ver linealidad del método) (ONA, 2012).

2.1.7.3. Precisién

La precision es medida mediante la repetibilidad, reproducibilidad y precision intermedia (ONA,
2012).

2.1.7.3.1. 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 de tiempo corto (ONA, 2012).

2.1.7.3.2. Precisiéon 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).
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2.1.7.3.2.1. Reproducibilidad.

Estudia la variabilidad de método bajo condiciones operativas diferentes y en distintos
laboratorios.

Analisis Tratamientos de datos Comentarios

10 réplicas de un material de | Determinar la desviacion | Determina la Repetibilidad.
referencia utilizando mismo | estandar de los resultados.
analista, equipo y
laboratorio, en un periodo de

tiempo corto.

s . Determinar la desviacion .
10 réplicas de un material de Determina  la  precision

) . estandar de los resultados. . .
referencia, utilizando intermedia.

diferente analista, equipo, y

mismo laboratorio y periodo.

10 réplicas de un material de

referencia utilizando

Determinar la desviacién .
diferentes analistas, equipos Determina la

estandar de los resultados. o
y laboratorio en periodo de reproducibilidad.

tiempo prolongado.

The Fitness for Purpose of Analytical Methods. A Laboratory Guide to Method Validation and Related Topics. First
Edition 1998. EURACHEM

Fuente: (ONA, 2012).
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Nota: Ver en esta misma guia: calculos estadisticos involucrados en la evaluacion de la precision

intermedia (reproducibilidad).

Criterio de decision para la precision: 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%. Al aplicar el analisis de varianza en la evaluacion de la repetibilidad intermedia se aplico
el criterio de Fisher, en cuyo caso el valor experimental de F debe ser menor que el valor critico
(ONA, 2012).

Estos parametros se relacionan con la cantidad de analito requerida para dar un

resultado significativo, cualitativo o cuantitativo (ONA, 2012).

Segun un resultado "positivo" no es suficiente para que el analista considere detectado un analito.
Se precisa, ademas, conocer el limite de deteccidn en las condiciones del método; de lo contrario
se puede incurriren un falso positivo: cuando el analito presente en la muestra no esta
presente. (ONA, 2012).

El limite de cuantificacion es un término cuantitativo (menor cantidad medible) mientras que el

limite de deteccion es cualitativo (menor cantidad detectable) (ONA, 2012).
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Numéricamente es mayor el limite de cuantificacion y representa la menor cantidad de analito
que puede analizarse con un % de coeficiente de variacion y de recuperacion aceptables.
Concentraciones menores pueden detectarse, pero no cuantificarse (ONA, 2012).

Si las concentraciones a determinar son elevadas, se  puede sustituir su estudio por la
determinacion de la  precision y  la exactitud a la concentracion mas baja que presente el
analito en la practica (ONA, 2012).

Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion.

> Relacion sefial-ruido (aplica a métodos instrumentales).

Se compara la respuesta del blanco de la muestra (matriz de la muestra conteniendo todos los
excipientes excepto el analito a estudiar) con la respuesta de muestras preparadas por la adicion de
pequefias cantidades de analito al blanco. Se obtiene, primero el nivel medio de ruido del blanco
y se multiplica por 2 o 3 para el limite de deteccion y por 60 10 parael limite de cuantificacion.
Estos valores se comparan con las respuestas de la serie de blancos con analito, hallandose

finalmente la concentracion de analito que corresponde al valor de la sefial (ONA, 2012).
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» Estudio de la menor cantidad detectable

El limite de deteccion se determina mediante el analisis de muestras con cantidades o
concentraciones conocidas de analito y estableciendo el nivel minimo en el que este puede
detectarse fiablemente (ONA, 2012).

Este se emplea en cromatografia en capa fina para hallar el limite de deteccion de las impurezas

y/o productos de degradacion en una materia prima (ONA, 2012).

Primero se determina experimentalmente la maxima cantidad de materia prima (carga maxima)
que se separa correctamente en las condiciones cromatograficas establecidas (sin colas, ni
distorsion en la mancha). Después se halla experimentalmente la menor cantidad de impureza o
producto de degradacidn que puede detectarse fiablemente sin interferencia de la mancha principal
(ONA, 2012).

Para ello, se preparan una serie de soluciones conteniendo una cantidad constante de materia prima,
del orden de la carga maxima y cantidades decrecientes del analito que se desea estudiar.  El
limite de deteccion se calculara a partir de la dilucién en que no se pueda distinguir la respuesta
del analito de la del blanco. El resultado se expresa en valor absoluto o bien en forma de porcentaje
respecto a la carga maxima de materia prima. Este Gltimo es el utilizado habitualmente por las

farmacopeas en los ensayos de pureza por cromatografia en capa fina (ONA, 2012).
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» Estimacion del limite de deteccion mediante el valor de la ordenada en el origen

expresada en unidades de concentracion

Si la recta del ensayo de linealidad (y = bx + a) se ha confeccionado con un rango de

concentraciones bajo, se admite utilizar el término independiente "a", para estimar,

aproximadamente el limite de deteccidn. El limite inferior de la respuesta se tomacomo 3laly

el limite de deteccidn expresado en las mismas unidades que las abscisas en la recta de calibracion
es3lal/b(ONA, 2012).

» Analisis repetido del blanco de la muestra:

Se analizan una serie de blancos de la muestra (n > 10) y se calcula la media y blanco y la
desviacion estandar Spianco de las respuestas obtenidas. A partir de estos valores existen diferentes
expresiones en las que interviene la sensibilidad (pendiente de la recta de calibracion) y que da
una estimacion de los limites de deteccién y cuantificacién expresados en unidades de
concentracion (ONA, 2012).
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La robustez es una medida de la capacidad de un procedimiento analitico de no ser afectado por
variaciones pequerfias pero deliberadas de los parametros del método; proporciona una indicacion
de la fiabilidad del procedimiento en un uso normal. En este sentido el objetivo de la prueba de
robustez es optimizar el método analitico desarrollado o implementado por el laboratorio, y
describir bajo qué condiciones analiticas (incluidas sus tolerancias), se pueden obtener a través de
este resultado confiable (ONA, 2012).

Un método de ensayo es mas robusto entre menos se vean afectados sus resultados frente a una

modificacion de las condiciones analiticas (ONA, 2012).

Para esta determinacion se aplica el Test de Youden y Steiner para la evaluacién de la robustez
de un método quimico analitico. Este procedimiento permite evaluar el efecto de siete variables

con solo ocho analisis de una muestra.

Para proceder a realizar el estudio de robustez se deben identificar aquellos factores del método
que posiblemente afectarian los resultados finales obtenidos a través de este.

Los factores (k) a tomar en cuenta son 3: A: concentracidn de cloruros en la muestra. B: Tiempo
de reflujo. C: Temperatura del digestor. Los valores minimos se les asigna el signo -, y los maximos

se les asigna el signo +.
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Cada experimento i, se realizard al menos por duplicado. Se pueden considerar las interacciones
entre el tiempo de reflujo y la temperatura. La concentracion de cloruros no depende del proceso
de digestion, por tanto, es independiente de los otros factores.

Los efectos por cada factor o interaccion se calculan utilizando la siguiente ecuacion:

E _ 2V 2 Vo
f

N ne,

El criterio de robustez tomando como referencia la desviacion estandar de Ypromedio €S €l siguiente:

Si Ef > 2 sy los factores son significativos y afectan la robustez del método.
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El céalculo de la incertidumbre se realizara aplicando la ley de propagacién de la incertidumbre

establecida en la guia GUM 1995:2008. El procedimiento a seguir es el siguiente:

YV V.V V V V V V V

Identificar el mesurando.

Identificar las variables que influyen en el mesurando.

Deducir el modelo matematico.

Calcular los coeficientes de sensibilidad.

Calcular los componentes de la incertidumbre, basado en el diagrama de Ishikawa.
Calcular las incertidumbres de las variables (tipo A y B).

Elaborar tabla del presupuesto o balance de las incertidumbres.

Calcular la incertidumbre combinada aplicando la ley propagacion de la incertidumbre.
Evaluar la contribucidn de las incertidumbres en el mesurando, utilizando el diagrama de
Pareto.

Calcular el intervalo de confianza. reportar con el nimero de cifras significativas correcto.
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Son las que se pueden determinar exclusivamente a partir del andlisis estadistico de una serie de
observaciones individuales. En vista que esta incertidumbre (Tipo A) son basadas en el analisis de
las observaciones, se puede evaluar llevando a cabo un nimero de mediciones independientes que
consisten en poner a punto el sistema de medicion y repetir el ciclo tantas veces como se requiera,
se anotan los resultados y se calcula la media aritmética y la desviacion estandar de la media
(Chacén, J., 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 medicion, de
observaciones repetidas se evalUa a partir del juicio cientifico basado en toda la informacion
disponible sobre la posible variabilidad de ese dato. El uso adecuado de la informacion disponible,
es una habilidad que esta basada en la experiencia y el conocimiento general, esta informacion

puede incluir:

» Especificaciones de los fabricantes.

> Datos obtenidos de los certificados de calibracion y otros tipos de certificados.
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> Incertidumbres asignadas a datos de referencia tomados de manuales.
» Datos de mediciones anteriores.
> Experiencia sobre el conocimiento general de las caracteristicas, el comportamiento y las

propiedades de los materiales e instrumentos relevantes (Chacén, J., 2004).

2.1.7.6.1.3. Incertidumbre Estandar Combinada.

La incertidumbre estdndar combinada uc (y) es la raiz cuadrada positiva de una suma de términos,
siendo éstos, las varianzas o covarianzas de esas otras magnitudes ponderadas de acuerdo a como

varia el resultado de la medicién con respecto esas magnitudes (CENAM, 2005).

2.1.7.6.1.4. Incertidumbre Expandida.

Se denota por U y se obtiene multiplicando la incertidumbre estdndar combinada (y) por un factor
de cobertura k: U = k (Y). Los resultados de la medicion se expresan como Y =y + U (Chacon, J.,
2004).

2.1.7.8. Aseguramiento y Control de la Calidad

El aseguramiento de la calidad analitica forma parte imprescindible de la administracion de
laboratorios, que busca demostrar y evaluar de manera transparente, objetiva y documentada la
validez de los procedimientos utilizados en el laboratorio para generar datos confiables, mediante

la participacion de un tercero.
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El aseguramiento de calidad presupone la existencia de un sistema de control de calidad (Quality
Control) de las mediciones, de un sistema de evaluacion de la calidad (Quality Assessment) y de
un sistema de documentacion que proporcione evidencia objetiva de su existencia. La ausencia de

cualquiera de estos componentes compromete la validez de los resultados analiticos.

La norma ISO/IEC 17025 en su version 2017 dice en el requisito 5.9 “aseguramiento de la calidad
de los resultados de ensayo y calibracion” que el laboratorio debe tener procedimientos de control
de calidad apropiados para el tipo y volumen de trabajo del laboratorio, para realizar el seguimiento
de la VALIDEZ de los ensayos y calibraciones llevados a cabo, registrarlos con el objetivo de
detectar tendencias, y en la medida de lo posible aplicar técnicas estadisticas, para la revision de
resultados y puede incluir los elementos siguientes:

Uso regular de materiales de referencia certificados (MRC), una matriz natural certificada lo mas
similar posible a las muestras de interés, o secundarios material de referencia (MR) utilizado

generalmente cuando se requiere demostrar trazabilidad.

v’ Participacion en comparaciones inter laboratorios o ensayos de aptitud.

Repeticion de ensayos o calibraciones o de la calibracion utilizando el mismo método o

métodos diferentes.

v Repeticion del ensayo o de la calibracién de los objetos retenidos.

v Correlacion de resultados para diferentes caracteristicas de un instrumento.
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2.1.7.8.1. Blancos.

El uso de diversos tipos de blancos permite evaluar cuanta sefial de medida es atribuible al analito
y cuanta a otras causas. Varios tipos de blanco estan disponibles para el analista, entre los cuales

tenemos:

2.1.7.8.2. Blancos de Reactivos

Los reactivos utilizados durante el proceso analitico (incluyendo disolventes utilizados para

extraccion o disolucidn) se analizan para determinar si contribuyen a la sefial de la medida.

2.1.7.8.3. Blancos de Muestra

Se trata de muestras matriz sin presencia de analito, por ejemplo: Muestra de orina humana sin
farmaco especifico, o una muestra de carne sin residuo de hormonas. Los blancos de muestra
pueden ser dificiles de obtener, pero son necesarios para tener una estimacién mas real de las

interferencias que pueden aparecer en un andlisis de muestras de rutina.

2.1.7.8.4. Soluciones/ Muestras Fortificadas

Son materiales o soluciones en los que el analito(s) ha sido adicionado a valores conocidos.
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Debe ponerse atencion en los valores de concentracion de modo que la adicion no supere el

intervalo de trabajo del método (colaboradores, P.P Morillas y, 2016).

Hay que distinguir entre material de referencia (MR) y material de referencia certificado (MRC),
ya que su uso en el proceso de validacion es diferente. Los MR pueden ser cualquier material
empleado como valor de referencia, ya sean reactivos de laboratorio de pureza conocida, productos
quimicos industriales u otros dispositivos. La propiedad o analito debe ser estable y homogénea
pero no necesita contar con el alto grado de caracterizacion, trazabilidad metroldgica,
incertidumbre y documentacion exigida a los MRC.

La caracterizacion del parametro de interés en un MRC se controla de manera mas rigurosa que
un MR, y el valor caracterizado se certifica con un documento que demuestra su trazabilidad
metroldgica y en el que se declara su incertidumbre (colaboradores, P.P Morillas y, 2016).

Las técnicas estadisticas son esenciales para agrupar los datos obtenidos y realizar un analisis

objetivo de las diferencias entre conjuntos de datos (pruebas de significacion). Los analistas deben
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familiarizarse con los elementos béasicos de la teoria estadistica como ayuda para la evaluacién de

la precision, sesgo, rango lineal, limite de deteccion y cuantificacion (LOD y LOQ) (Eurolab

Espafia. P. P. Morillas y colaboradores, 2016).

Todo resultado contendra algo de error, independientemente de lo cuidadosa que haya sido la

medicion. Asi mismo los métodos no apropiados de recoleccion y conservacion de las

especificaciones para muestras analiticas, pueden introducir errores en los resultados analiticos.

Para controlar estos errores, el laboratorio debe establecer un sistema de calidad sobre la base de

buenas practicas de laboratorio y los procedimientos de control interno, lo cual debe reforzarse

con un control externo que se manifiesta en la participacion, en estudios inter laboratorios, donde

se puede evaluar la competencia técnica de cada laboratorio. Los errores se pueden clasificar segun

su origen.

Los errores sistematicos hacen que todos los datos se desplacen en una sola direccién. Estos errores

tienen, con frecuencia, una magnitud muy parecida. Este comportamiento se debe a que se presenta

el mismo tipo de error cada vez que se hace una medicion.
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Hay tres fuentes principales de errores determinados que son:

1. Errores instrumentales.

2. Errores de metodologia.

3. Errores personales.

Cada vez que se realiza una réplica, el error determinado siempre sera alto o bajo. Los errores
sistematicos no se incluyen en las estimaciones de la incertidumbre, pero se establecen empleando

materiales de referencia como es habitual y asi se corrigen o eliminan.

Los errores indeterminados o aleatorios surgen debido a variaciones pequefias e imprescindible,
es decir no tienen causa concreta, debido a esto no puede asignarse su presencia a una variable
determinada, la fuente de error puede deberse a muchos factores, como error humano,

fluctuaciones de temperatura o pequefias diferencias en las cantidades de reactivos usados.

Sin embargo, para revelar la presencia de errores aleatorios en los experimentos quimicos es
necesario habitualmente realizar medidas repetidas, para analizar el grado de variabilidad (o
dispersion), entre n mediciones realizadas en un experimento, conocida como la media aritmética

que es la suma de todas las medidas dividida por el namero de medidas.
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La media x, de n mediciones viene dada por: x = X xi

n

Otra medida més util que utiliza todos los valores, es la desviacion estandar experimental, de una

serie de n mediciones de la misma magnitud a medir viene dada:

s = VE Mz (xi—x)?
n—1

En el cual xi es el resultado de la i-esima medicién x es la media aritmética de los n resultados

considerados. El limite de confianza de la media viene dado por:

X * tn-1. S\

+ NTN ISO/IEC 17025 tercera edicion 2017-11.

Norma técnica nicaragiiense, evaluacion de la conformidad. requisitos generales para la

competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion.

4+ Standard methods for the examination of water and wastewater 23RD EDITION,

5220 D, closed reflux, colorimetric method.
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+ Politica para la validacién de métodos de laboratorios de ensayos y calibracion

DOC-ONA-12-011 [v01]

+ Reglamento en el que se establecen las disposiciones para el vertido de aguas residuales,
decreto 21-2017

2.2. Antecedentes

En 2019, en Ecuador- Sangolqui, Baez determiné la validacion de métodos de ensayo para el
analisis de parametros fisico-quimicos en aguas limpias y residuales en el laboratorio de medio
ambiente. La metodologia se basé principalmente en el uso de métodos estandarizados, y
para lavalidacién se usaron como referencia la guia EURACHEM: Guia de laboratorio para
la validacion de métodos y temas relacionados, y guia para la determinacion de la
incertidumbre en métodos analiticos, finalmente, se verificé si los métodos son aptos para su
aplicacién en aguas limpias y residuales bajo condiciones especificas con fines de cumplimiento
de normas ambientales nacionales vigentes. Los métodos analiticos que se validaron son: Color,
sulfatos, nitratos, pH, conductividad, sélidos totales, slidos totales suspendidos, y sélidos totales
disueltos.

En el afio 2008 en Nicaragua, Carrasco Amanda y Mendoza Leonardo determinaron la validacion
del método colorimétrico de reflujo cerrado para determinar la metodologia analitica de la
demanda quimica de oxigeno (DQO) en aguas residuales por espectrofotometria uv — visible.
Teniendo como objetivo, validar el método colorimétrico de reflujo cerrado para determinar la

demanda quimica de oxigeno (DQO) en aguas residuales en rango de concentraciones de 100 -900
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ppm. De los cuales los principales parametros de validacion evaluados fueron: Linealidad,
precision, limite de deteccion y limite de cuantificacion, la linealidad del método la determinaron

a través de las curvas de calibracion normal preparadas en

dias diferentes, obteniendo coeficientes de determinacion mayores de 0.995 dando una buena
linealidad. El limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC) obtenidos a partir de la
curva de calibracion normal resultd ser de 29. 21 mg O2/L y 97.39 mg O2/L respectivamente. La
precision del método la evaluaron a traves de la repetibilidad expresada como desviacion tipica
relativa (%C. V) para tres niveles de concentracion comprendidos en el intervalo considerado: 100,
400 y 900 mgO-/L, siendo esta menor del 10%; requisito que debe ser cumplido para métodos
espectrofotométricos. En el cual demostraron que el método evaluado tiene una buena repetibilidad
para las condiciones establecidas de trabajo. Esta metodologia la aplicaron en base a las

especificaciones que rige la ONA y los rangos establecidos por la norma NTC/ISO/IEC17025.

En el afio 2015 en Colombia, Rueda Lorena y Casayan Angélica, verificaron el efecto de matriz
realizando curvas de adicion patron en muestras de aguas residuales en el laboratorio
multipropdsito de Calarca S.A. ESP. En el cual verificaron el método para determinar la demanda
quimica de oxigeno (DQO) en aguas residuales por colorimetria en rango bajo y rango alto. La
muestra fue suministrada por el laboratorio de analisis de aguas de la empresa multipropdsito de
Calarca S.A. ESP; donde la preservaron con acido sulfdrico concentrado hasta pH< 2 vy
almacenaron en envases plasticos rotulados. Las muestras, el blanco y los estandares la
introdujeron en las ampollas para DQO, cuando la concentracion en las muestras fue menor a
150mg O2/L se monto con las ampollas de digestion marca HACH, y cuando su concentracion fue
mayor a 150 mg O2/L se realiz6 con los reactivos preparados en el laboratorio. Para la verificacion,

se hizo uso de material volumétrico calibrado, lavado adecuadamente y enjuagado con agua
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destilada. Las lecturas se realizaron con un espectrofotdmetro a 420 nm (rango bajo) y 600nm

(rango alto).

Finalmente, realizaron andlisis estadisticos a partir de los célculos de la media, coeficiente de
variacion, desviacion y % de error, parametros que permiten determinar si el método a verificar,
es adecuado y cumple con las especificaciones exigidas por la norma NTC/ISO/IEC17025.
Después de haber verificado el método analitico en rango bajo y alto del analisis estadistico de
muestras de aguas residuales presentaron desviaciones estandar y coeficientes de variacion
aceptables para el proceso de verificacion en el laboratorio multipropdsito de calarca, estipula que,
en su sistema de gestion de calidad, el resultado del coeficiente de variacion y la desviacion
estandar se encuentran dentro de los valores aceptables en el proceso de verificacion inferiores al
10%. El error relativo debe ser inferior al 10 %, por lo tanto, los resultados del método aplicado

son aceptables en el proceso de verificacion.

2.3. Hipotesis

De acuerdo a la clasificacion de la hipotesis en la validacion de métodos, al realizar los analisis y
determinar los pardmetros de la ONA se podran diferir si estos cumplen con los valores descritos,
por lo que se utilizan las pruebas de significancia de t de Student, test de Fisher y la prueba de
ANOVA, los criterios de objeto serian: La hipdtesis nula (estadistica) o la hipotesis alternativa;
por lo consiguiente se plantea para ser rechazada o aceptada, por lo consiguiente una vez descrito
los resultados emitidos por el laboratorio ambiental PRONIC de Nicaragua (PRONIC-Managua),
se determinara la eficacia del método por medio de pruebas documentadas y demostrativas de que

este tipo de analisis que se lleva a cabo en el laboratorio es fiable.
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3.1. Diseilo Metodolégico/ Marco Metodologico

3.1.1. Descripcion del Ambito de Estudio

La evaluacién de los pardmetros de validacién del método analitico para la determinacién de la

demanda quimica de oxigeno en aguas residuales y los establecimientos de las condiciones

instrumentales del espectrofotometro para la identificacion y cuantificacion de los analitos, se llevd

a cabo en el laboratorio ambiental PRONIC de aguas residuales.
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De acuerdo con el método de la investigacion, en este estudio se aplicara un método experimental
debido a que se empleara la técnica colorimétrica de reflujo cerrado para determinar la demanda
quimica de oxigeno (DQO) en muestras de aguas residuales, utilizando la técnica analitica de
espectrofotometria por Uv visible para su determinacién y cuantificacién. Por consiguiente,
se determina como un estudio explicativo de acuerdo al nivel de profundidad del conocimiento,
debido a que se pretende obtener resultados mediante la realizacion de pruebas de la metodologia

de standard methods for the examination.

El tipo de estudio es correlacional, debido a que los resultados que se obtengan durante la
validacion nos ayudaran a determinar que el método que se realiza en el laboratorio ambiental
PRONIC, cumplen con los criterios que se describe en la UNE-E ISO/IEC 17025 al validar esta
técnica, se obtendran pruebas documentadas y demostrativas de que este tipo de andlisis que se

lleva a cabo en el laboratorio es fiable.

Segun el tiempo en que se realizaran los analisis, la investigacion presenta las caracteristicas de un
estudio de tipo prospectivo, debido a que los datos estan agrupados en grupos que avanzan hacia
adelante en el tiempo en que se inici6 hasta la obtencion de resultados.

Esta investigacion cuenta con un corte transversal, debido a que segin (Samperie, 2003) “el disefio
no experimental se divide tomando en cuenta el tiempo durante se recolectan los datos, estos son:
disefio transversal, donde se recolectan datos en un solo momento, en un tiempo Unico, su propasito

es describir variables y su incidencia de interrelacion en un momento dado, y
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el disefio longitudinal, donde se recolectan datos a través del tiempo en puntos o periodos, para

hacer inferencias respecto al cambio, sus determinantes y sus consecuencias”.

Se estima que el alcance de los resultados es analitico puesto que se controlan las condiciones en
las que se trabajan las variables al momento de realizar los analisis estadisticos, posteriormente ya
realizados los analisis con los métodos de confianza (Método Hach).

En la presente investigacion se tomard muestras no probabilisticas, por lo cual se considera esta
seleccién informal y derivada de un proceso arbitrario, la poblacion en este estudio esta definida
por soluciones preparadas o fortificadas en el laboratorio a partir de agua destilada. Para este
estudio se ha considerado una muestra no probabilistica por conveniencia, se analizara un total de
20 muestras, dentro de las cuales estan, las muestras fortificadas preparadas en el laboratorio,

blancos del laboratorio y muestra de referencia (MR).

1. Concentraciones de rangos aceptables que se estén dentro del rango que exige el decreto 21-
2017 para las disposiciones para el vertido de aguas residuales.

2. Mediante la validacion del método, el laboratorio emitira resultados confiables, por lo que se

lograra alternar como un laboratorio de calidad al emitir los resultados por el personal encargado.
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3. Conseguir la probabilidad de obtener respuesta positiva que permita estimar los parametros de

validacion para la demanda quimica de oxigeno en aguas residuales.

3.1.2.3.2. Criterios de Exclusién.

1. Obtener como resultado una cantidad alta de concentracion por arriba del rango, segun lo
establecido en el decreto 21-2017.

2. Que la industria de la que se obtuvo la muestra no proponga alternativas en caso de que los

resultados estén por arriba del rango establecido.

3. Menor solicitud de cotizaciones de anélisis en cuanto a la realizacion de DQO en aguas

residuales domésticas.
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experimental

los resultados en
cuanto a las
mediciones de la

cristaleria.

Variables Descripcion Subvariables Indicador
independiente conceptual
Establece la Determinacion cuantitativa
Método estabilidad y Eficiencia del método. de la validacion del
. métodos analiticos para la
analitico confiabilidad del N
demanda quimica de
método. oxigeno (DQO).
Garantiza
Método cuantitativamente Niveles de Determina

Concentracion.

cuantitativamente la

validez de los resultados.
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Variable

dependiente

Condiciones
Criterios que determinan la instrumentales
validacion del método. analiticas.

Linealidad del sistema,
linealidad del método y
rango, exactitud, precision,
limite de deteccion y limite
de cuantificacion, y el
célculo de la

incertidumbre.
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3.1.4. Operacionalizacion de Variables
Objetivos especificos Variable Subvariables, | Variable | Técnicas de recoleccion de datos e informacién | Tipo de Categorias
0 dimensiones | operativa y actores participantes variable estadisticas
conceptual . o
0 estadistica
indicador
Cuasi Experimento | Experimento | Experimento
Experimento de Campo de enla
Laboratorio Naturaleza
Objetivo especifico No.1 | Pardmetro | Pardmetros: Variable X Variable Variable
Determinar el alcance de la | % Limite de LOD | operativa continua ordinal
validacion segun el tipo de Linealidad | y LOQ. se  mide
- del método cuantitativ
procedimiento de ensayo Parametros:
. .__ .. |yrango, ) amente.
que rige la Organizacion Exactitud y
. ... | lineali
Nacional de Acreditacion ealidad precision.
(ONA): (Linealidad del | 9¢! Sistema
, L exactitud, Parametros:
método y rango, linealidad
Linealidad del
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del sistema, exactitud, | precision, método vy
precision, limite  de | limite de linealidad  del
deteccion,  limite  de | deteccidn, | sistema DQO
cuantificacion) limite de
cuantificaci
on) para la
determinaci
6n de DQO
en agua
residuales.
Objetivo especifico Considerar | Parametros de:
NO.2 la LOD, LOQ.
incertidumb Variable
Estimar la incertidumbre , ] .
re del | Parametros de: | operativa _ _
de la medicion del método | : . Variable Variable
método Exactitud, se mide _ _
analitico para la - continua ordinal
precision.
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determinacion  de  la | analitico cuantitativ
demanda quimica de | parala Pardmetros de | amente.
oxigeno (DQO) en aguas | determinaci | linealidad  del
residuales. o6n de la| sistema de
demanda método vy
quimica de | linealidad  del
oxigeno sistema
(DQO) en
aguas
residuales.
Objetivo especifico Determinar | Determinar Verificar
NO.3 mediante mediante la|que los
calculos que | medicion de 10|volimenes
. o los réplicas de un|medidos y
Verificar la calibracion del ]
) . ~|volumenes |matraz de 1,000 |las
material volumétrico previo . _ ) _
tomados y|mL tanto vacio |incertidum Variable Variable
i Nominal
las como a sulbres en la ordinal
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a realizar la validacién del

método analitico.

incertidumbr
es asociadas
sean

minimos.

medida; tomando
en cuenta
factores,
mediante el cual
se determinara la
incertidumbre

del material.

cristaleria
sea la
adecuada
para la

validacioén.
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3.1.5. Materiales y Métodos

3.1.5.1. Materiales para la Recolectar Informacion

Los materiales utilizados para recolectar informacion fueron: Standard methods for the
examination of water and wastewater 23RD edition, normativas naciones e internacionales, tesis

de grado, tesis de posgrado, libros online, revistas y publicaciones cientificas.

3.1.5.2. Materiales para Procesar la Informacién

Para procesar la informacion se utilizaran programas tales como: Microsoft word 2016, Microsoft
Excel 2016, el programa MAPLE 19 (programa matematico) y el método de ANOVA.

3.1.5.3. Equipos, Reactivos y Materiales de Laboratorio

3.1.5.3.1. Equipos.

Los equipos que se utilizaron durante la metodologia analitica, consisten en aparatos eléctricos

facilitando las mediciones requeridas.

> Balanza analitica.
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Termostato seco con 2 bloques de calentamiento separado.
Espectrofotémetro.

Balanza de precision.

Termocupla.

Horno de secado.

Campana extractora de gases.

Higrometro

Hot plate (Agitador)

YV V. V V V V V V

3.1.5.3.2. Reactivos.

Los reactivos utilizados durante la metodologia analitica fueron:

- Dicromato de potasio, Pureza 99.94%

- Acido sulfarico, concentrado.

- Acido sulfamico.

- Hidrogeno ftalato de potasio (KHP), pureza 100 % + 0.05 %.
- Sulfato de plata.

- Sulfato de mercurio (11).

- Agua destilada grado reactivo.

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman



UNIVERSIDAD

Qﬁglo(?\lr\é)Al\l/.IA DE Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el

Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para

NICARAGUA Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de

MANAGUA Nicaragua, Febrero — Noviembre 2022
UNAN - MANAGUA 93

3.1.5.3.2. Materiales.

3.1.5.3.2.1. Cristaleria.

Durante la metodologia analitica se utilizaron: pipetas graduadas y balones volumétricos, estos
fueron calibrados a la temperatura de trabajo del laboratorio. Estos materiales volumétricos

presentan diferentes tolerancias especificadas por el fabricante, mostrandose en la tabla 4

Tabla 4. Materiales volumétricos clase A con tolerancia del fabricante

Cristaleria Volumen

5.00 £ 0.0200 mL.

Pipetas graduadas clase A. 25 00 + 0.05 mL
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Balones volumétricos clase A.

100.00 + 0.08 mL.

1000.00 + 0.3 mL.

Tabla 5. Otros materiales utilizados durante la metodologia analitica

Platos para pesaje de reactivos.

- Guantes latex.

Macropipeteador.

- Pipetas pasteur, pisetas.

Gradilla de tubos de ensayo.

- Varilla de vidrio.

Tubos digestion de vidrio borosilicato con

tapa de teflén 16x 100 mm.

- Beaker graduado de 1L.

- Pafio (kleenex).

Espétulas.

- Parafilm.
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3.1.5.4. Método

Las pruebas de ensayo utilizadas para la evaluacion de la validacion del método analitico, se
Ilevaron a cabo siguiendo el método SM 5220 D del standard methods for the examination of water
and wastewater 23RD edition este método se puede usar para determinar las concentraciones de:
20 - 900 mg O2/L de DQO a muestras de aguas y aguas residuales por espectrofotometria de uv
visible, método colorimétrico de reflujo cerrado. Los pardmetros de validacion se evaluaron de

acuerdo a la politica que establece la oficina nacional de acreditacion (ONA, 2012).

3.1.5.4.1. Procedimiento Analitico.

3.1.5.4.1.1. Limpieza y Calibracion del Material Volumétrico.

Asimilar la metodologia de un ensayo de validacion segin la norma NTN 0400105 en el
mejoramiento de la calidad de los resultados analiticos precisa la calibracion del material
volumeétrico utilizado en la realizacion del ensayo, planteado lo anterior la calibracion del material

volumeétrico se llevé a cabo para:

> Establecer sus limites de tolerancia al 95% y comparar si estan dentro del rango de

tolerancia establecido por el fabricante.

» Establecer la incertidumbre estandar.

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman



UNIVERSIDAD Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para

NACIONAL

AU?ONOMA DE Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el
NICARAGUA Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de
MANAGUA Nicaragua, Febrero — Noviembre 2022

UNAN - MANAGUA 96

Es importante que antes de utilizar cualquier material de vidrio éste esté debidamente limpio de
tal manera que no produzca ningdn tipo de contaminacion en su utilizacién causando cualquier

alteracion en los resultados de los andlisis, este procedimiento consistié en lo siguiente:

1. Se lavo la cristaleria con agua de grifo, luego se prepard una solucién de Extran - agua en

una proporcion 1:25.

2. Se deposito la cristaleria en la solucién (Extran — agua) ya preparada en un recipiente y se

dejo hervir 60 minutos aproximado.

3. Después se lavd cuatro veces con agua destilada, luego se deposité en un recipiente que
contenia una solucion preparada de &cido clorhidrico: agua destilada en una proporcion de
1:4 y se dejé durante 24 horas.

4. Se enjuago cuatro veces con agua destilada, posteriormente se secé en el horno durante dos

horas a una temperatura de 105 °C y se dejo6 enfriar a temperatura ambiente.

Una vez lavada la cristaleria se procedio a la calibracion:

La calibracion de los recipientes volumétricos de vidrio (clase A), consiste en determinar el
volumen de liquido verdaderamente contenido o entregado por el recipiente. Este volumen (V), se

conoce midiendo la masa de liquido; para lo cual se mide la masa del recipiente vacio (Mb) y
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después la masa del recipiente lleno (Mc) hasta la marca de aforo con el liquido utilizado para la
calibracién (hexano, grado pesticida); la diferencia de masa de ambas mediciones (Mc — Mb) sera
la masa del liquido contenida en el recipiente y luego se calcul6 el volumen medido aplicando la

ecuacion del volumen del agua, planteada mas adelante.

3.1.5.4.1.2. Procedimiento Utilizado Para la Calibracion de Matraz.

1. Se peso el matraz vacio de 100 mL diez veces.

2. Se agreg0 al matraz agua destilada, hasta la marca de aforo y se pes6 nuevamente.

3. Conayuda de una pipeta Pasteur se retird aproximadamente 1.00 mL de agua destilada del

matraz aforado.

4. Luego se afor6 nuevamente el matraz y se repitié este procedimiento al menos 10 Veces,

se anotaron las masas de cada pesada (Trujillo, S., y Arias, R., 2002).

3.1.5.4.1.3. Procedimiento Utilizado Para la Calibracion de Pipetas.

1. Se peso el matraz vacio 10 veces.

2. Se lleno la pipeta de 5 mL con agua destilada hasta la marca.

3. Seseco el exterior de la punta de la pipeta con papel kleenex.
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4. Se deposito el agua destilada contenido en la pipeta dentro del matraz.
5. Se colocd el matraz en la balanza analitica y se anoto el peso obtenido.

6. Se repitio los pasos del 2 al 5, hasta obtener 10 mediciones del volumen de agua destilada

agregado al matraz.

Luego de la calibracidn se realiz6 el célculo del volumen real contenido (en el caso del balon) o
entregado (caso de las pipetas), se calcula por medio de la siguiente ecuacion que constituye el

modelo matematico:

Va0 = (Mc — Mb) [%} [’1—"—“} (I-a (T,-20)) (1)

‘Jc)_-lil(n’ - JOB’

Dénde:

V20 = Es el volumen de agua contenido en el matraz a la temperatura de 20 °C, [cm?®].

Mc-Mb= Es la masa del recipiente con agua (Mc) menos la masa del recipiente vacio (Mb); es

decir, la masa de agua contenida en el recipiente (Ma), [g].
pA = Es la densidad del agua que se usa en la calibracion, calculada.

pa = Es la densidad del aire a las condiciones ambientales del laboratorio, calculada
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pB = Es la densidad de las pesas de la balanza (8000 kg/m?®), valor convencional segin la

recomendacion internacional No. 33 de la OIML.
a = Coeficiente de expansion clbica del vidrio de borosilicato (1,0x10° K1),

TA = Es la temperatura del agua medida durante la calibracién, [°C].

En este proceso se prepararon soluciones estandares para la cuantificacion de la demanda quimica

de oxigeno, soluciones intermedias, soluciones de trabajo y soluciones de referencia.

» Preparacion de soluciones intermedias

Las soluciones intermedias son todas aquellas que fueron preparadas a partir de una concentracion
madre de estandar, con el objetivo de disminuir concentraciones en el caso que la solucion madre

sea demasiada alta y asi obtener una concentracion mas baja y adecuada del analito que se estudia.

La preparacion obedece la ecuacion de la dilucién:

CiV1=CV2
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Donde:

C1= Concentracion del estandar madre
V1= Volumen a tomar del estandar madre
C2= Concentracién buscada de la solucién intermedia

V2= Volumen a preparar de la solucion intermedia

» Preparacion de las soluciones trabajo

Posterior de preparar las soluciones intermedias, se procedio a preparar las soluciones de trabajo
que se preparan a distintas concentraciones utilizando la ecuacion de la dilucion con el objetivo

de facilitar el volumen a tomar en la preparacion de la curva de calibracion.

> Preparacion de la curva de calibracion: Preparar al menos cinco estandares a partir de
una solucion de hidrégeno ftalato de potasio con equivalentes de DQO para cubrir cada
rango de concentraciéon. Maquilla el volumen con agua reactiva; use los mismos volimenes
de reactivo, tubo o tamafio de ampolla, y procedimiento de digestion como para las

muestras.

> Prepare la curva de calibracion para cada nuevo lote de tubos o ampollas o cuando los

estandares se preparan en anterior difiere en un 5% de la curva de calibracion.
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Las curvas deben ser lineal. Sin embargo, puede producirse cierta no linealidad, segun el

instrumento utilizado y precision general necesaria.

Tabla 6. Concentraciones para la preparacion de la curva de calibracion en rango bajo
DQO

Concentraciones del | Volumen tomado de

estandar (KHP) la solucion Volumen de aforo
esperadas intermedia Solvente balén volumétrico

(mgO2/L) (mL) (mL)

18 18 100

36 36 100

54 54 Agua destilada 100

72 72 100

90 90 100
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Tabla 7. Concentraciones para la preparacion de la curva de calibracion en rango alto
DQO

Concentraciones del | Volumen tomado de
estandar (KHP) la solucion Volumen de aforo
esperadas intermedia . o

Solvente balon volumétrico

(mg O2/L) (mL) (mL)

150 15 100

300 30 100

450 45 Agua destilada 100

600 60 100

750 75 100

900 90 100

La preparacion de estas soluciones estandar para la realizacion de las curvas de calibraciones,
consistié en medir cada uno de los volimenes indicados en las tablas anteriores con una pipeta,
posterior adicionarlo a cada uno de los balones volumétricos hasta la marca de aforo con el solvente

universal de agua destilada con ayuda de una pipeta Pasteur.
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» Tratamiento de la Muestra

Blancos: Preparar dos (2) tubos como blancos colocando 2.5 mL de agua destilada en un tubo de

digestion, adicionar 1.5 mL de solucién de digestion y 3.5 mL de reactivo de acido sulfdrico (este

reactivo debe ser dispensado lentamente por la pared del tubo).

Agitar vigorosamente la muestra, transferir a un tubo de digestion, 2.5 mL de muestra, agregar 1.5

mL de solucion de digestion y 3.5 mL de reactivo de acido sulfarico por la pared del tubo de tal

manera gque se forme una capa de acido sulfurico en el fondo del tubo.

Tapar herméticamente, agitar varias veces invirtiendo el tubo 5 veces, si alguna muestra presenta

coloracion verdosa o azul, indica que se encuentra fuera de rango de lectura, repetir el

procedimiento utilizando dicromato de potasio 0.21 N, enfriar y leer la muestra en el

espectrofotometro rango segun corresponda.

» Digestion de la Muestra

Encienda el digestor con suficiente anticipacion para que éste alcance una temperatura de 150 °C,

para colocar las muestras.
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Colocar los tubos con las muestras, los blancos (2) para digestion y estandares de control en el
digestor precalentado a 150°C. Esperar a que se estabilice la temperatura en 150°C y dejar en
digestion por 2 horas. Después de este tiempo, sacar los tubos y colocarlos en una gradilla para

que se enfrien a temperatura ambiente.

Usar agua destilada para enjuagar exterior de los tubos y un pafio (kleenex) para limpiarlos antes
de insertar en el adaptador del instrumento.

PRECAUCION: Usar guantes gruesos para proteger las manos del calor producido al mezclar el
contenido de los tubos, mezclar bien antes de aplicar calor, para prevenir el calentamiento local en

el fondo del tubo y una posible reaccién explosiva.

» Seleccion Longitud de Onda y Medicion de Muestra

- Encienda el instrumento 15 minutos antes de leer las muestras, blancos y controles del

método.

Nota: Revise que se encuentre el adaptador para los viales.

- Seleccione en el instrumento espectrofotometro DR1900 el rango de trabajo utilizado (420

nm rango bajo o 600 nm rango alto) en el programa almacenado.

- Inserte el blanco digestado y presione CERO mg/L (repita dos veces el proceso) con lamisma

muestra.
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- Coloque las muestras y controles preparado (mida dos veces sin extraer el vial).

- Registre los resultados obtenidos y verifique los controles de calidad en las cartas de control

para asegurar los resultados.

- Apague el instrumento.

» Calculo y Expresion de Resultados:

Los valores de DQO se determinan directamente a partir de las lecturas del rango de trabajo

almacenado en el instrumento. Calcule el promedio de las dos mediciones realizadas.

Reportar la lectura obtenida en el equipo con dos cifras significativas.
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3.1.5.4.1.7. Flujograma Para la Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno

Encender el equipo
termostato seco y
programar para disgestion
de DQO.

Adicione 1.5 mL de
solucién de digestion
dicromato de Potasio al
vial mas 3.5 mL de H,SO,

Adicionar 2.5 mL
muestra.

Prepare un
blanco y cierre
bien los viales.

Invertir los
viales.

Tiempo de
Digestion horas
150 °C.

temperatura
ambiente, luego
insertar cada vial

en el
espectofotémetro
para obtener los
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3.2. Evaluacion de los Parametros de Validacion

Los parametros de validacién se evaluaron segun la politica establecida en la oficina nacional de
acreditacion (ONA, 2012), para un método de ensayo normalizado, determinando los criterios de
aceptacion y de decision establecidos, con la intencién de demostrar que el método analitico es

adecuado para la determinacion de la demanda quimica de oxigeno en aguas residuales.

Para determinar la linealidad del sistema se prepard por triplicado 6 niveles de concentracion
(intervalo o rango) de la solucion de trabajo (ver Tabla 6 y 7), en capitulo. 3, seccion 3.1.5.4.1.5,
calculando el coeficiente de determinacion (r?) y coeficiente de correlacion (r), los cuales se
determinaron mediante las ecuaciones de Meier y Zund (Meier, P., y Zund, R., 2000).

Luego se aplico el contraste estadistico t- student a un grado de confianza del 95%, y n-2 grados
de libertad, tomando un valor critico de " t4” = 2.78, para demostrar si la correlacion a partir de la
respuesta de medicion de las soluciones de calibracidn es realmente significativa es decir si la

relacion es lineal. Resultados en cap.4 seccion 4.2.1.

Los criterios de aceptacion son r’= 0.98, IC(B1) no debe incluir el cero. Otros criterios de

aceptacion deben ser justificados (ONA, 2012).
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El limite de deteccidon y el limite de cuantificacion de la demanda quimica de oxigeno se

determinaron  tanto para el sistema como para el método  analitico.

El Limite de deteccién y de cuantificacion del sistema (instrumento), se calcularon por medio de
Meier y Zund (Meier, P., y Zund, R., 2000), asi se logré determinar la concentracion minima
detectable y determinable, asi mismo la concentracion minima cuantificable del sistema

instrumento).

Resultados en capitulo.4, seccion 4.1.8.5. Tabla 22.

El limite de deteccion y el limite de cuantificacion del método se calcularon mediante el analisis

repetido del blanco matriz (ONA, 2012), son todos los excipientes, excepto el analito de interés.

Se analizaron diez réplicas de blancos de la muestra para la demanda quimica de oxigeno como

rango bajo de la curva, segun la politica de ONA y Guia Eurachem:

LOD= 3*So

LOQ=10*So
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Donde:

LOD o LOQ: Limite de deteccidn del método o limite de cuantificacion del método.

K: Constante; K = 3 para limite de deteccion, K = 10 para limite de cuantificacion.

So= Desviacion estandar estimada de n mediciones

En este ensayo de validacion el comportamiento lineal del método se demostré dentro del rango
en el cual se trabajarian las muestras, lo cual se realiz6 tomando en cuenta que esta determinacion
es un método de ensayo de principio activo (ONA, 2012), estableciéndose asi los intervalos dentro
de los cuales se llevé a cabo las pruebas.

La evaluacion de este pardmetro consistié en preparar por triplicado muestras fortificadas por un
material de referencia (Solucion de KHP) a tres niveles de concentracion diferentes, con un nivel
de concentracion superior e inferior a la concentracion del analito en la mezcla de trabajo para

ambas curvas de calibracion.

Luego de realizar los analisis de las distintas muestras fortificadas se aplicé el contraste estadistico
de t-student a un grado de confianza del 95% y n-2 grados de libertad, tomando un valor critico de
“t”=4.30, para la correlacion (r), pendiente (b) y para el intercepto (a), para demostrar si el método

es lineal 0 no. Las ecuaciones utilizadas se muestran en la siguiente tabla:
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» Ecuaciones con respecto al estadistico de prueba para la correlacion, pendiente e

intercepto

Contraste estadistico de t-student

b

. ‘I‘|1i(}?72)

J1-7r?

t =

calculado

_dl

tn;ﬂ( ulado = S

a

CRITERIOS DE DECISION:

Si tcalculado > tCritico: La correlacidn entre
la variacién de la sefial analitica y la variacién
dela
concentracion es significativa.

Si tcalculado < tCritico: La correlacion entre
lavariacion de la sefial analiticay la variacidn
dela
concentracién no es significativa.

Si tcalculado > tCritico: La pendiente se diferencia
significativamente de cero
Si tcalculado < tCritico: La pendiente no se diferencia
significativamente cero
ENSAYO DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE (b).
Suposiciones: Ausencia de linealidad.
Hipdtesis Nula: HO: b =0
Alternativa: H1, dos colas: b # 0.

Si tcalculado < tCritico: El intercepto no se
diferencia significativamente de cero.

Si tcalculado > tCritico: El intecepto se
diferencia significativamente cero
ENSAYO DE HIPOTESIS PARA EL INTERCEPTO
Suposiciones: El valor numérico del intercepto
(a) no se diferencia significativamente de
cero.

Hipdtesis Nula: HO:a =0
Alternativa: H1, Dos colas: s #0.

CONCLUSIONES

Si la correlacién entre la variacién de la
sefial analiticay la variacién de la
concentracion es
significativa: Lalinealidad es adecuada.

Si la correlacion entre |a variacion de la sefial
analiticay la variacidn de la concentracién es
significativa: La linealidad no es adecuada

Si la pendiente se diferencia significativamente:
La pendiente y la linealidad son
adecuadas.

Si la pendiente no se diferencia significativamente: La
pendiente y lalinealidad no son
adecuadas.

Si el intercepto no se diferencia significativamente
de cero: El efecto de fondo de los
reactivos sobre |a sefial analitica no es significativo
y la linealidad es valida.

Si el intercepto se diferencia significativamente
de cero: El efecto de fondo de los
reactivos sobre |a sefial analitica es significativoy

la linealidad no es valida.

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman



UNIVERSIDAD
NACIONAL

AUTONOMA DE
NICARAGUA Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de

MANAGUA Nicaragua, Febrero — Noviembre 2022
UNAN - MANAGUA 111

Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para

Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el

En este método de validacion, la exactitud se evalu6 mediante la veracidad, la cual se calculd
mediante la comparacion de la media de los resultados del método con relacion a valores
conocidos, es decir se determino contra un valor de referencia certificado con identificacion ERA
a water companys catalogo N° P300-578 y P324-578, se fundamento en el analisis de 10 réplicas
del material de referencia para la curva baja y curva alta ( Solucion DQO certificada) a una
concentracion de 130 mg O2/L + 0355% y 547 mg OJL %= 0.322%.

Luego se compard con un contraste estadistico adecuado (t-student a un grado de confianza del
95% y n-1 grados de libertad, obteniendo el valor critico de “t” = 2.26). el valor medido con el

valor del material de referencia utilizado.

Para evaluar el porcentaje de recuperacion se utilizé la siguiente ecuacion:

Cencontrado

RC=

- Cvalorbcertificado

100

Donde:
Cencontrado= ES la media de las 10 replicas

Cualor certificado= ES el valor de referencia del MRC
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El contraste “t” de un valor conocido contra la media de las 10 réplicas analizadas se determino

por medio de la siguiente ecuacion:

1
§
5

-
=

Donde:

X=Promedio de los valores de las concentraciones obtenidas.

S= Desviacion estandar del promedio de las concentraciones obtenidas.
n= Numero de réplicas.

0= Valor esperado.

El criterio de decision para la exactitud consiste: Si tcalculada < teritico, €l método analitico
desarrollado tiene la exactitud requerida y ambos valores no son estadisticamente diferentes.
Mientras que, Si tcalculada > teritico Significa que el método analitico no es exacto y que existe un
error sistematico por defecto (ONA, 2012).
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En este método de validacion, la precision del método analitico se evalué en términos de
repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad, consistio en que la repetibilidad estudia la
variabilidad del método efectuando una serie de analisis 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 de tiempo corto; se fundamento en el andlisis de 10 réplicas del material
de referencia para la curva baja y curva alta ( Solucién DQO certificada catalogo N° P300-578 y
P324-578) a una concentracion de 130 mgO./L + 0.355% y 54.7 mgO2/L + 0.322%.

Para los resultados de las 10 réplicas en el ensayo, se determind el coeficiente de variacion, donde
el criterio de decision para la precision consiste: en que el coeficiente de variacidn de los resultados

para los datos correspondientes a la repetibilidad, no debe ser mayor de 5%. (ONA, 2012).

Para los resultados de la precision intermedia y la reproducibilidad que no es mas que el estudio
de 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, se realiz6 un analisis de varianzas por el método de ANOVA (Miller, J., y Miller, J.,
2002), para contrastar si las varianzas no se diferencian significativamente. El valor de referencia
de “F-tabulado’’ se obtuvo de las tablas estadisticas de Fisher (contraste de una cola), con un grado
de confianza del 95% (ver cap 4, seccion 4.2.4), teniendo en cuenta que Vi= numero de grados de
libertad del numerador y V2 = nimero de grados de libertad del denominador, ocupando un valor

critico de “Fcritico: 2.39.

Las ecuaciones utilizadas para determinar la precision se presentan en la siguiente tabla:
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Tabla 8. Ecuaciones de sumas de cuadrados y grados de libertad

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad
Entre muestras YiTi2In—T2/IN h-1
Por diferencia
Dentro de muestras YiYjXij—X)2 Por diferencia h(n-1)

(Miller, J., y Miller, J., 2002).

Dénde:

N= nh: nimero total de medidas.
Ti: Suma de las medidas en la e-sima muestra.

T Suma de todas las medidas, gran total.

El estadistico de prueba de F= Cuadrado medio entre muestras / Cuadrado medio dentro de

muestras. Ver capitulo. 4, seccion 4.1.8.4.

También se calcul6 el porcentaje de recobro a partir de las concentraciones adicionadas y el

coeficiente de variacion se determind por medio de la siguiente ecuacion:

CV.,% = ——*100

LI

Doénde:
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Cvylx = Coeficiente de variacion.

S = Desviacion estandar.

X = Promedio de los datos.

El criterio de decision para la precision consiste: En que el coeficiente de variacion de los
resultados para los datos correspondientes a la repetibilidad, no debe ser mayor de 5%. Al utilizar
el analisis de varianza en la evaluacion de la repetibilidad, se aplicara el criterio de Fisher, en cuyo
caso el valor experimental de F debe ser menor que el valor critico (ONA, 2012).
Los criterios de decision para la prueba estadistica consisten en (ONA, 2012):

- Si Fcaiculado < Fcritico: Varianzas no se diferencian significativamente.

- Si Fecalculado > Feritico: Varianzas se diferencian significativamente.
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3.2.6. Limites de Confianza Para las Curvas de Calibracion de la Demanda Quimica de

Oxigeno en el Rango Bajo y Alto.

Para poder determinar el intervalo de confianza de las curvas se determino:

Syy=3(yi2)-(Xyi)2/n

Sxx =3 (xi2)- (5> xi)2/n

Luego de haber obtenido los valores de Syy, Sxx y Sy se determiné los limites de confianza de las
curvas, para esto se utilizd el método de Meier y Zind, por tanto, se aplicaron las siguientes

gcuaciones:

Yo(i) = +LC95%

[x(i)-x]*

HI X

LC95% =Sy +t+ [=+
n

Yo(i) = £S5, #t+ J§+ [2(8) — Z]?/Six

El valor Yo (i) es el valor corregido de Y (area corregida), se calculé utilizando la ecuacion de la

recta:
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Yo =a+ (i)

Donde:

Yo = Area corregida del patron.
b= Pendiente de la recta.
a= Ordenada en el origen.

@= Concentracion.

3.2.7. Incertidumbre de los Resultados

Para la evaluacién de las incertidumbres de los resultados se utilizé el procedimiento ver capitulo
2 seccién 2.1.7.6. Incertidumbre y se utilizaron las siguientes ecuaciones de acuerdo a la GUM

1995, 2008 y sus componentes:
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Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el

» Estimacion de incertidumbres individuales para determinar las incertidumbres

estdndar de cada una de las variables de la validacion de DQO tenemos:

Tabla 9. Variables de las incertidumbres

Variables Tipo de evaluacion Distribucion Ecuacion
AP/
Rectangular V3
Incertidumbre Pureza Tipo B
UMRc
Normal /2
Incertidumbre MRC RB Tipo B Unssr/
IVl[\lJ/z
Normal
Incertidumbre MRC RA Tipo B
U
Normal /k
Incertidumbre Tipo B
Calibracion
res
Rectangular /12
Resolucién del equipo Tipo B
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119

equipo

Variables Tipo de | Distribucion Incert. Combinada Contribucién
evaluacion %
Incertidumbre Tipo B Rectangular
Pureza
Ct%=
ucu'(.r,.x_\....]]=J2cfu{.rl}: :JZ"U‘"“I}: * | (Incert.Std)%/
. ) izl i=ln (|nCert.
Incertidumbre Tipo B Normal Comb.)?
MRC RB
Incertidumbre | Tipo B Normal
MRC RA
Incertidumbre Tipo B Normal
calibracién
Resolucién del| Tipo B Rectangular

Factor cobertura: K= 2 al 95%

Incertidumbre Expandida: U=
Uc(y)*K
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» Componentes de las incertidumbres

Curva de calibrado

Peso de reactivos

Digestion

Rta Instrumento
Temperatura Lectura del
Repetibilidad ™ blance
4 Rapetibilidad
- ~———— tlempo
Verificacion del
— @

R‘pﬂlblfldld Repetibilidad

Material
volumétrico

Reproducibilidad

Medicién de estdndares Precizion

y muestras

Elaboracion propia
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3.2.8. Incertidumbre en la Calibraciéon del Material VVolumétrico

Como control de aseguramiento de la calidad, la validez técnica y la trazabilidad de cada medicion
en este sentido radica la importancia de estimar numéricamente la incertidumbre combinada y
expandida del material volumétrico que utilizamos en el laboratorio como lo describe la guia del
CENAM, 2002.

» Incertidumbre combinada (u)

Después de haber calculado el volumen ya sea contenido o entregado por la cristaleria utilizada,
se procedio a calcular la incertidumbre combinada de los mismos, haciendo uso de la ecuacion

siguiente:

“c(V_"H ) =

| 7 3 7 7 7 2 7
uc er: = "'-.ull (C.Uh ‘”.Uu_tuh } + (C.UL' ‘”.Uu.\'u c } + (Cp.{ .”;H } + (Cpu ‘”;xr } + (C;}B "”pB } + (Ca .”a ) + (CT_J ‘“]"_,; }
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3.2.8.1. Identificacion y Organizacion de las Fuentes de Incertidumbre

resolucion balanza --.____‘
calibracion balanza ="

repetibilidad

calculada en anexg B .
4
]

/

resolucion T-—-—.___-_
estabilidad de T ="

Tolerancia Referenciadel Pa=f(F,tH)
fab/mormas calculada segtn [3]

Diagrama de las fuentes de incertidumbre del material volumétrico
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3.2.8.2. Incertidumbre por la Repetibilidad de las Mediciones

La incertidumbre por la repetibilidad de los resultados tanto para el recipiente vacio (Mb) como

para el recipiente lleno (Mc) se calcul6 con la siguiente ecuacion:

1 [ 1 n _
Mb,R) = ——- 3 (x—x)
u( ) \/;\/H_IE(I, x)

es decir,
u(Mb,R) —L-\/i-f (Mb—Mb)>
' Jiz2\11:5

3.2.8.3. Incertidumbre segun el Certificado de Calibracion

El certificado de calibracion de la balanza analitica utilizado, indica incertidumbres expandida a
diferentes cargas de prueba, con un intervalo de confianza del 95%, k = 2. La Incertidumbre

estandar segun el certificado de calibracion se calcul6 para una distribucion normal.

Uexpandida

Ucert.calibracion = 5

3.2.8.4. Incertidumbre por la Resolucion de la Balanza

Resolucién de la balanza 0.0001 g la incertidumbre estandar se calcula considerando una
distribucion de probabilidad uniforme:
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U (Mb, res) = res/raiz 12

3.2.8.5. Incertidumbre de la Temperatura

Resolucion del termémetro. La resolucion del termometro es de 0.1 °C. La incertidumbre estandar

se calcula con base en una distribucion rectangular:

U (TA, res) = 0.1/RAIZ (12)

3.2.8.6. Incertidumbre de la Calibracion de la Temperatura

El certificado de calibracion del termdmetro indica una incertidumbre de 0,1 °C con k=2.

U (TA, cal) = 0.1/2 = 0.05 °C

3.2.8.7. Incertidumbre de las Variaciones de la Temperatura del Agua durante la Calibracion

Las variaciones en la temperatura del agua durante la calibracién se observan cuando se mide la
temperatura del agua al inicio y al final de la calibracion. La incertidumbre estandar se obtiene

suponiendo una distribucién rectangular:
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U (TA, var) = 0.2/RAIZ (12)

La incertidumbre debido a la temperatura ut se calcula sumando cuadraticamente las fuentes de

incertidumbre relacionadas,

U AT 4 )= \utres ¥ tzar + Uy

3.2.8.8. Incertidumbre del Coeficiente de Expansion Cubica

La norma ISO 4787 [5] y la informacion técnica que proporciona el fabricante [6] indican el
mismo valor de 1,0-10-5 K para el coeficiente de expansion cubica del vidrio de borosilicato.
Asumiendo una variacion del valor de + 5-10°%, la incertidumbre estandar relacionada con este

coeficiente es:

U () = 0.00001/RAIZ (12)

3.2.8.9. Incertidumbre de la Densidad de las Pesas de la Balanza

La variacion promedio de la densidad de las pesas de acero inoxidable es de + 0.08 g/cm®. La

incertidumbre estandar se calcula suponiendo una distribucién de probabilidad rectangular.

U(pm) = 0.016/Raiz 12
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3.2.9.0. Incertidumbre de la Densidad del Agua

La densidad del agua se calcula en kg/m3 en funcién de la temperatura, utilizando la ecuacion de

Kell modificada para usarse con la ITS-90 y en el intervalo de 5°C a 40 °C [7], como

P, =999,853 08+6,326 93-107°T 8,523 82910772 +6,943 248-107 13 ~3,821 216-107" 1%
2.

La incertidumbre de la densidad del agua u(pA), se calcula multiplicando el coeficiente de

sensibilidad cTA con la incertidumbre de la temperatura uTA
up, =-)(c,ulx, ) =

3.2.9.1. Incertidumbre de la Densidad del Aire

El célculo de la densidad del aire y su incertidumbre estandar se determinan de acuerdo al ejemplo
“Incertidumbre en la determinacion de la densidad del aire”, tomando en cuenta los valores
promedio registrados de la temperatura ambiente (23.9 °C + 0,5 °C equivalente a 297.05 k), de la
presion atmosférica (101525 Pa) y de la humedad relativa (62.7 % + 8 %) imperantes durante la

calibracién

Para el calculo de la densidad del aire es necesario calcular la presion de vapor saturado Psy
mediante la formula:

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman



UNIVERSIDAD Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para

A
QUTCIO?\II\:)AI\;A DE Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el
NICARAGUA Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de
MANAGUA Nicaragua, Febrero — Noviembre 2022
UNAN - MANAGUA 127

Presion de Vapor Saturado Py, [2,3]
. D
P = lPaxexp(AT' +BT+C+F]

donde:

1,2378847x 107 K~
21,912 131 6 x 107 K
33,937 11047

6,343 1645x 10°K

Temperatura del aire en K 6 temperatura de punto de rocio (T,) en K

N0 m e

Aplicando formula para determinar el factor de fugacidad:

Factor de Fugacidad f

Cuando se utiliza la humedad relativa para calcular x, (ec. 12), el factor de fugacidad fse calcula
con la temperatura ambiente t expresada en °C (ec. 15). Cuando x, se calcula con la temperatura
del punto de rocio (ec. 14) el factor de fugacidad f se calcula con la temperatura del punto de
rocio en la ec. 15. [2, 3]

f=a+fp+p’
donde:
fid 1,000 02
B 3,14x 10" Pa’
y 5.0x 107K
P La presion del aire en Pa
t Temperatura del aire en °C o temperatura de punto de rocio 4, en °C

Aplicando la férmula para determinar la fraccion molar del vapor de agua e introduciendo la
humedad relativa del aire tenemos:

v =hf Do
p
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Valor de h= Humedad relativa

Valor de P= Presion atmosférica

El factor de compresibilidad se determina con la formula:

Factor de Compresibilidad

Para calcular el factor de compresibilidad se tiene la siguiente formula [2, 3]

Z=q a, +a,t+a,t’ +(b, +bit)x, +(c, u-ill\',zlw— ;_)— (d+ex?)
donde

t temperatura en °C

a, 1,58123x 10°K Pa’!

a, -2,933 1 x 10 Pa™

a, 1,1043x 10K Pa’

b, 5,707 x 10° K Pa™

b, 2,051 x 10™ Pa’!

c, 1,989 8 x 107 K Pa

c, 2,376 x 10° Pa”

d 1,83x 10" K* Pa”

e -0, 765 x 10™ K* Pa™

/i temperatura del aire en K

Finalmente, la densidad del aire:

M M
p:p—” l—x|1-—+
ZRT M,

La ecuacion se usa para determinar la densidad del aire, la cual tiene una incertidumbre relativa de

la ecuacion + 1 x 107,
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Donde:

Ma= Masa molar del aire himedo (Ma = 0.028963512440 kg mol ™).

Mv= Masa molar del agua (Mv = 0.018015 kg mol™).

Z= Factor de compresibilidad.

R= Constante universal de los gases ideales 8.314510 * 8,4x10° J -mol-1 -K*
T= Temperatura del aire en K.

P= Presion.

Suponiendo que las variables presion, temperatura y humedad relativa son independientes la
incertidumbre combinada de la densidad del aire se obtiene por la suma cuadratica de las

contribuciones individuales:
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3.2.9.2. Coeficientes de Sensibilidad de la Incertidumbre del Material Volumétrico

Los coeficientes de sensibilidad se obtienen por la derivada parcial en funcién de cada uno de los

parametros involucrados en la medicion a cada variable de la ecuacion (1):

Va0 = (Mc - Mb) (p‘ 1 J (l—ﬁj (1-a (T, -20)) (1)

P

3.2.9.3. Célculo de los Coeficientes de Sensibilidad de la Masa del Recipiente Vacio (Mb):

1. Masa del recipiente vacio (Mb):

aV’!‘J 1 lga)
Cop = ——20 = — 1-Pa | (1—a(T,-20)
" o(Mb) {PA_Pa] ( Ps ( ! )

3.2.9.4. Célculo de los Coeficientes de Sensibilidad de la Masa del Recipiente con Agua (Mc):

2. Masa del recipiente con agua (Mc):

ar,, 1 Y2, )
Cope = =20 = 1-£a| (1-a(T,-20)
" a(Me) {m—pa][ Ps ( 4=20)
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3.2.9.5. Célculo de los Coeficientes de Sensibilidad de la Densidad del Agua

3. Densidad del agua:

ap:‘() ( )orrJ ( _‘! J
e, =—2=(Mc—Mb)| 1-F|(I-a(T,-20))| ——
o a A pE ( ! ) (p_{_pa)_

3.2.9.6. Calculo de los Coeficientes de Sensibilidad de la Densidad del Aire

4. Densidad del aire:

ij:aV-m:(MC—Mb)(I_a{TJ_ZO)){ —1 +(:OB_P(;]( 1 }]

ap PalPi—P,) Py Npi—p.)

a

3.2.9.7. Calculo de los Coeficientes de Sensibilidad de Expansion Cubica:

5. Coeficiente de expansion ciibica:

cazaf/—‘*’)=(Mch)( ! ](1‘0“](201"_{)
oa (Ps=Pa) Ps
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3.2.9.8. Calculo de los Coeficientes de Sensibilidad de Densidad de las Pesas de la Balanza

6. Densidad de las pesas de la balanza:

A
¢ p =l =(Mc—Mb)( ! ](1—::(?_4 —20)( pﬂ,}
O!OB :0-! a IOB_

3.2.9.9. Calculo de los Coeficientes de Sensibilidad de Temperatura

7. Temperatura

crq=CV'1”=(Mc—Mb){ ! N;—‘m](—a)
LT (Pi=P,) Ps

La contribucion de cada fuente de incertidumbre se obtiene finalmente cuando se multiplica la

incertidumbre estandar con su coeficiente de sensibilidad: cx-ux,
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La incertidumbre combinada se obtiene con la suma cuadratica de las contribuciones individuales:

u (V,,)= ﬂZ(c_\_-u_l_)j =

5

|
— | L
uc I/Jf) - "-,"I (C,Uh ”Mﬂmb }

+ (CML' 'HM(”” e } + (Cp.{ .u;‘.ﬂ )- + (Cﬁa ‘”pu )- + (C;JB 'u,nB )- + (Ca .Hu )- + (C]r_,l ‘”T_{ )-

3.3.3. Calculo de los Grados de Libertad

El numero efectivo de grados de libertad se calcula segun la ecuacion de Welch- Satterhwaite:

4 o
_ ur.' (I/_"ﬂ ) _ “[-_"u
o 4 o 4 4 4 4 4 4 4 4
N M Uy, + Uy + U + U + Uop + Uy + U, + Ur,
=1
' g YV VYue Yor Y Vs VY Ve Vr,
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3.3.4. Incertidumbre Expandida, Informe del Resultado

U=u_ ty ;s (vc_’f')

Donde t 95,45 (vef) es el factor derivado de la distribucion t de Student con un nivel de confianza
de 95,45% y 98 grados de libertad, obtenidos para V2.
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4.1. Analisis de Resultados

En este item se plantean todos los célculos de cada una de las etapas realizadas para el control de
calidad y la evaluacion del desempefio del método desarrollado para la determinacion de la
demanda quimica de oxigeno en aguas residuales. Se muestran los calculos de la calibracién de la
cristaleria, los de la preparacion de las soluciones estandares en estudio, el calculo de
incertidumbre en cada etapa de medicién y los contrastes estadisticos de los parametros de la

validacion.

4.1.1. Célculos del Volumen en la Calibracién de la Cristaleria Utilizada

El principal objetivo de la calibracion es determinar la masa del volumen contenido por el
recipiente de medicidn, luego con la masa determinada y haciendo uso de las ecuaciones anteriores

podemos determinar el volumen que realmente mide dicho recipiente.

El material volumétrico se calibré a la temperatura de trabajo establecida en el laboratorio (23.9
°C), en la Tabla 11 se presenta los resultados de la calibracion para un matraz de 100 mL. Los

resultados obtenidos para los demas materiales se presentan en Anexo 24.
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N° Mediciones Masa Inicial Masa Final Mc-Mb (g)
Mb (9) Mc (9)
1 69.0303 168.7837 99.7534
2 69.0304 168.7840 99.7536
3 69.0304 168.7996 99.7692
4 69.0303 168.7892 99.7589
5 69.0304 168.7910 99.7606
6 69.0304 168.7838 99.7534
7 69.0304 168.7740 99.7436
8 69.0304 168.7996 99.7692
9 69.0303 168.7909 99.7606
10 69.0304 168.7838 99.7534
X media 69.0304 168.7880 99.7576
S 0.00005 0.0078 0.0078
Tolerancia + 0.08
Volumen Real (mL) 99.7
Ince rtl_dumbre 0.0162
expandida (mL)

Una vez obtenidos los valores anteriores se procedio a calcular el volumen real del matraz de aforo
de 100 mL.

V20 = (Mc—Mb) [pl)} [IP} (I-a (T,—20)) (D

1
0.997561-0.01171

0.01171
8

V,, = (168.7880 — 69.0304)(

)(1 )(1-0.000010(22.9-20)

V20=99.7 mL

Dénde:
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V20 = Es el volumen de agua contenido en el matraz a la temperatura de 20 °C, [cm?].

Mc-Mb= Es la masa del recipiente con agua (Mc) menos la masa del recipiente vacio (Mb); es
decir, la masa de agua contenida en el recipiente (Ma), [g].

pa = Es la densidad del agua que se usa en la calibracion, calculada ver anexo 26 en adelante

pa = Es la densidad del aire a las condiciones ambientales del laboratorio, calculada ver anexo 26

en adelante.

p 8 = Es la densidad de las pesas de la balanza (8000 kg/m?®), valor convencional segln la

recomendacion internacional No. 33 de la OIML [4].
a = Coeficiente de expansion clbica del vidrio de borosilicato (1.0x10° K1)

Ta = Es la temperatura del agua medida durante la calibracion, [°C].

Para cada material volumétrico se determind la incertidumbre expandida a un nivel del 95% de
confiabilidad. A continuacion, se presenta el calculé de las fuentes de incertidumbre en la
calibracién del matraz de aforo de 100 mL.
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4.1.2.1. Incertidumbre por la Repetibilidad de las Mediciones

1
u(Mb,R)zT\/n sz(x x)’
n i
es decir,
u(Mb,R )= T\/!iz (Mb—Mb )’

U(Mb,R) = \/%\/% 710(69.0303-69.0304)2........

U (Mb, R) = 0.00005 g

4.1.2.2. Incertidumbre segun la Resolucion de la Balanza

Resolucion de la balanza 0.0001 g la incertidumbre estandar se calcula considerando una
distribucion de probabilidad uniforme:
U (Mb, res) = res/raiz 12

U (Mb, res) = 0.0001 g/ raiz 12

U (Mb, res) = 0.000028868 g

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman



E/N\IC\:(E)}:\ISEAD Validacion y Estimacion de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para
AUTONOMA DE Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el
NICARAGUA Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de
MANAGUA Nicaragua, Febrero — Noviembre 2022

UNAN - MANAGUA 140

4.1.2.3. Calibracion de la Balanza:

El certificado de calibracion de la balanza indica una incertidumbre de 0,0012 g con k = 2.

Incertidumbre estandar:

U (Mb, cal) = 0,0012 g /2

U (Mb, cal) = 0.0006 g

4.1.2.4. Repetibilidad de las Mediciones:

U (Mc, R) =0.0078 g

4.1.2.5. Resolucion de la Balanza

La resolucion de la balanza es 0,0001 g; la incertidumbre estandar se calcula considerando una
distribucion de probabilidad uniforme para esta variable aleatoria:

U (M, res) =res/raiz 12

U (M, res) =0.0001 g/ raiz 12

U (M, res)= 0.000028868 g
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4.1.2.6. Calibracion la Balanza:

El certificado de calibracion de la balanza indica una incertidumbre de 0,016 g con k = 2.
U (M, cal) =0,0016 g/ 2

U (M, cal) =0.0008 g

4.1.2.7. Célculo de la Densidad del Agua

La densidad del agua se calcula en kg/m3 en funcion de la temperatura, utilizando la ecuacion de

Kell modificada para usarse con la ITS-90 y en el intervalo de 5°C a 40 °C [7], como:

P =999,853 08+6,326 93-107°T,—8,523 829-107° 7% +6,943 248-107° 7% —3,821 216-107" 1%
).

PA=997.561 kg/m3 = 0.997561 g/cm?

La incertidumbre de la densidad del agua u(pa), se calcula multiplicando el coeficiente de

sensibilidad cra con la incertidumbre de la temperatura ura.

up, =-j(c,ufx, ) =

Upa = 2.88976E-05 g/cm?
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4.1.2.8. Calculo de la Densidad del Aire

El célculo de la densidad del aire y su incertidumbre estandar se determinan de acuerdo al ejemplo
“Incertidumbre en la determinacion de la densidad del aire” [3], tomando en cuenta los valores
promedio registrados de la temperatura ambiente (23.9 °C + 0.5 °C equivalente a 297.05 k), de la
presion atmosférica (101525 Pa) y de la humedad relativa (62.7 % + 8 %) imperantes durante la

calibracién

Para el célculo de la densidad del aire es necesario calcular la presion de vapor saturado Psv
mediante la formula:

Presion de Vapor Saturado Py, [2,3]
(42 . D

P, =1Paxexp| AT* + BT +C +FW
\ ]

donde: )

1,237 884 7x 107 K*

-1,912 131 6 x 107 K

33,937 11047

0,343 1645x 10°K

Temperatura del aire en K ¢ temperatura de punto de rocio (T,) en K

ND AW

Psv= 1Pa x exp (7.995555648)

Psv=2967.73896 Pa
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Aplicando formula para determinar el factor de fugacidad:

Factor de Fugacidad f

Cuando se utiliza la humedad relativa para calcular x, (ec. 12), el factor de fugacidad fse calcula
con la temperatura ambiente t expresada en °C (ec. 15). Cuando x, se calcula con la temperatura
del punto de rocio (ec. 14) ¢l factor de fugacidad s se calcula con la temperatura del punto de
rocio en la ec. 15. [2, 3]

f=a+fp+pn’
donde:
fid 1,000 02
B 3,14x 10" Pa’
¥ 5.0x 107K
P La presion del aire en Pa
t Temperatura del aire en °C 6 temperatura de punto de rocio ¢, en °C

F= 1.004127763

Aplicando la formula para determinar la fraccion molar del vapor de agua e introduciendo la
humedad relativa del aire tenemos:

x. =hf P
Ly =K D Xv=0.018491929

Valor de h=Humedad relativa es decir 63 %/100 equivalente a 0.63

Valor de P= Presién atmosférica 101,525 P,

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman



ElN\lC\:(E)}:\ISA?AD Validacion y Estimacion de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para
AUTONOMA DE Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el
NICARAGUA Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de
MANAGUA Nicaragua, Febrero — Noviembre 2022

UNAN - MANAGUA 144

El factor de compresibilidad se determina con la formula:

Factor de Compresibilidad

Para calcular el factor de compresibilidad se tiene la siguiente formula [2, 3]

Z=1- ;_3 [u,, +at+ayt® +(b, +bit)x, +(c, u';ll\'f]+ [T) (d+ex?)

donde
t temperatura en °C
a, 1,58123x 10°K Pa’'
a, 2,933 1x10”Pa™
a, 1,1043x 10" K" Pa”
b, 5,707 x 10° K Pa™
b, 2,051 x 10" pa”
c, 1,989 8 x 107 K Pa
¢, 2,376 x 10° Pa”!
d 1,83 x 10" K* Pa™
e -0,765 x 10 K* Pa™
/i temperatura del aire en K

Z =1-0.002276734371+1.832085317*10" (-6) = 0.9977250977

Finalmente, la densidad del aire:

M M
p= P q l—x |1-—+
ZRT M,

La ecuacion se usa para determinar la densidad del aire, la cual tiene una incertidumbre relativa

de la ecuacién = 1 x 10-4.
p=1.171227 kg m™®

p=0.001171 g/cm
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Donde:

Ma= Masa molar del aire himedo (Ma = 0.028963512440 kg mol ™).

Mv= Masa molar del agua (Mv = 0.018015 kg mol™).

Z= Factor de compresibilidad.

R= Constante universal de los gases ideales 8.314510 + 8,4x10° J -mol? -K™™.,
T= Temperatura del aire en K.

P= Presion.

Suponiendo que las variables presion, temperatura y humedad relativa son independientes la
incertidumbre combinada de la densidad del aire se obtiene por la suma cuadratica de las

contribuciones individuales:

Up= 0.00135 Kg/m3

Up= 1.35486E g/cm
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4.1.2.9. Densidad de las Pesas de la Balanza

La variacion promedio de la densidad de las pesas de acero inoxidable es de + 0,08 g/cm®. La

incertidumbre estandar se calcula suponiendo una distribucién de probabilidad rectangular.
U(pm) = 0.016/Raiz 12

U(pm) = 0.0046 g/cm?

4.1.3. Coeficiente de Expansion Cubica del Vidrio

La norma ISO 4787 [5] y la informacion técnica que proporciona el fabricante [6] indican el
mismo valor de 1.0-10-5 K para el coeficiente de expansion cubica del vidrio de borosilicato.
Asumiendo una variacion del valor de + 5-10%, la incertidumbre estandar relacionada con este

coeficiente es:
U («) = 0.00001/RAIZ (12)

U () = 0.00000289 K

4.1.4. Temperatura.

a) resolucion del termometro. La resolucion del termémetro es de 0.1 °C. La incertidumbre

estandar se calcula con base en una distribucion rectangular:
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U (TA, res) = 0.1/RAIZ (12) = 0.029 °C

b) Calibracion del termémetro:

El certificado de calibracion del termdmetro indica una incertidumbre de 0.1 °C con k=2.

U (TA, cal) = 0.1/2 = 0.05 °C

c) variaciones de la temperatura del agua durante la calibracion.

Las variaciones en la temperatura del agua durante la calibracion se observan cuando se mide la
temperatura del agua al inicio y al final de la calibracion. La incertidumbre estdndar se obtiene

suponiendo una distribucion rectangular:

U (A var) = 0.2/RAIZ (12) = 0.06 °C

La incertidumbre debido a la temperatura ut se calcula sumando cuadraticamente las fuentes de

incertidumbre relacionadas,

U AT 4 )= futres T ttigr Uiy

Uc (TA)=1/(0.029)2 + (0.05)2 + (0.06)2

Uc (ra)=0.08 °C
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4.1.5. Determinacion de los Coeficientes de Sensibilidad para la Calibracion del Material

Volumétrico.

Los coeficientes de sensibilidad se obtienen por la derivada parcial en funcion de cada uno de los

parametros involucrados en la medicion a cada variable de la ecuacion (1):

Va0 = (Mc— Mb) [;) (l—ﬁJ (1-a (7, -20)) (1)

p,l_pu pB

4.1.5.1. Célculo de los Coeficientes de Sensibilidad de la Masa del Recipiente Vacio (Mb):

1. Masa del recipiente vacio (Mb):

Wy [ / ]( Pa]
Copp = =— -2« | (1-a(T,-20)
v amb) \pa-p. Ps ( 4=20))

1 0.001171
Cump = _(0.997561— 0.001171)( T 8

)(1-0.000010(22.9-20))

Cyp = -1.003623079 cm/g
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4.1.5.2. Célculo de los Coeficientes de Sensibilidad de la Masa del Recipiente con Agua (Mc):

2. Masa del recipiente con agua (Mc):

oV,
Cope =20 =[ ! ] [,_&] (1-a(T,-20))
o(Mc) \ ps—p, Ps

1 0.001171
C,. = 1-
Mc (0.997561— 0.001171)( 8

)(1-0.000010(22.9-20))

Cwme = 1.003623079 cm?/g

4.1.5.3. Célculo de los Coeficientes de Sensibilidad de la Densidad del Agua

3. Densidad del agua:

-

=g :(MC—Mb)[f—p“)(f—a(f;—i’o))( = )
op Pg ( PP, )

0.001171

CpA= (168.7880 — 69.0304) (1 — 3

)(1-0.000010(22.9-20) ( -1

(0.997561— 0.001171)2)

Cpa=-100.4641 cm®/g
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4.1.5.4. Calculo de los Coeficientes de Sensibilidad de la Densidad del Aire

4. Densidad del aire:

Vs -1 Ps~ P }( 1 ]]
c, = =(Mc-Mb)(I-a(T,-20) +( .
. apa ( ! ){Ps(pi _pu) pB (p.-l_aou)_

-1 (8 - 0.001171)( 1 ))
8(0.997561— 0.001171) 8 (0.997561- 0.001171)2

C,.= (168.7880 — 69.0304) (1-0.000010 (22.9-20) (
Cpa= 99.73465 cmé/g

4.1.5.5. Célculo de los Coeficientes de Sensibilidad de Expansion Cubica:

5. Coeficiente de expansion ciibica:

¢o =L =(Mc—Mb)[ ! ](!— L ](20—1‘"_4)
()O.J_pu)

o Ps

1 0.001171

C.= (168.7880 — 69.0304) (555 ooor ) ( 8

)(20- 22.9)

Cx =-290.3027 cm¥ K
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Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para

Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el

4.1.5.6. Calculo de los Coeficientes de Sensibilidad de Densidad de las Pesas de la Balanza

6. Densidad de las pesas de la balanza:

A
¢ p =2 :(Mc—Mb)( ! ](f—am —20)( p‘:]
OJ'DB p-l a pB_

1
0.997561- 0.001171

0.001171)
(8)2

Cop= (168.7880 — 69.0304) ( )(1-0.000010(22.9-20)(

Cps=0.001832 cm°®/g

4.1.5.7. Calculo de los Coeficientes de Sensibilidad de Temperatura

7. Temperatura

oV, / pa
c, =— :(MC—ME))[ }{1— ] —a
"o, (p,—p,) £y (-a)

1 )(1 0.001171
(0.997561— 0.001171) 8

Cya= (168.7880 — 69.0304) ( )(-0.000010)

Cra=-0.001001 cm?/°C

La contribucion de cada fuente de incertidumbre se obtiene finalmente cuando se multiplica la

incertidumbre estandar con su coeficiente de sensibilidad: Cx-ux.
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La incertidumbre combinada se obtiene con la suma cuadratica de las contribuciones individuales:

“c(V_’O): A ﬂz(c.\"“_l')J =

=l Fel Frlenmnf e f +lesuf +le, ) +ler, s, f
”CI/JH - "-..‘II C.Uh ”.Uumh + C.UL' ”.Uu.\'u ¢ + Cp.{ ”;.H + C,m “pu + C;}B ”nﬂ + (Ca Hu) + CT_; ”T__r

(—1.003623079 = 0.00005)2 + (1.003623079 = 0.0078)2 + (—100.4641 * 0.0000288976)2

+(99.73465 * 0.00000135486)2 + (0.001832 * 0.046)2 + (—290.3027 * 0.00000289)?

Ucv20 =
¢ +(—0.001001 * 0.08)2

\

ucVv20 = 0.008 cm?

4.1.6. Calculo de los Grados de Libertad

El nimero efectivo de grados de libertad se calcula segun la ecuacion de Welch- Satterhwaite:

4 4
— ”L (I/_’H ) _ “[-"u

f w4 - 4 4 4 4

(' Yu; (Vy) u f!h “:n- Ups U  Upp ”fm ”.-i Ur,
L Mb  Me y P4 P o My
=] r r
' v YV VYaue Yor Yau VYV Vs VYo Vr,

V ef= 98
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4.1.7. Incertidumbre Expandida, Informe del Resultado

U=u, r&'i,#i(vt_’f')

Donde 195,45 (vef) es el factor derivado de la distribucion t de student con un nivel de confianza
de 95,45% y 98 grados de libertad, obtenidos para V20.

U = 0.008*2.02 = 0.0162
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4.1.8. Determinacion de los Parametros de Validacion

4.1.8.1. Linealidad del sistema

En la siguiente tabla se presenta el intervalo o rango en el que se trabaj6 para la determinacién de
la linealidad del sistema para determinar la demanda quimica de oxigeno, sustituyendo las
ecuaciones correspondientes y asi calcular el valor del coeficiente de determinaciéon y el

coeficiente de correlacion ver grafico en anexos 38 y 39.

Linealidad del sistema ( Instrumento) Rango Bajo en DQO

i Y1 Y2 Y3
mg O2/L Abs Abs Abs
18 -0.023 -0.026 -0.019 -0.023 -0.408 324 0.00051
36 -0.084 -0.079 -0.076 -0.080 -2.868 1296 0.00635
54 -0.143 -0.138 -0.138 -0.140 -7.542 2916 0.01951
72 -0.201 -0.198 -0.193 -0.197 -14.208 5184 0.03894
90 -0.249 -0.257 -0.252 -0.253 -22.74 8100 0.06384

Yi prom XY Xi? Yi?

NI 4

270 - - - -0.692 -47.77 17820 0.12915

3 [M]

edio 54 = = = -0.138 = = =
1.06E-01
- - 3240 - -
3.34E-02
= = 1.86E-03 =
1.36E-03

Pro

Do
X

1

1

1

0lnlw

X|6
1
1
1
1

1.85E-06 -

]
X
i<

-0.9999

s 0.9998 - - - - - - -
1C (b) 95 96 5.91E-03

Contraste estadistico de t-student

-

CRITERIOS DE DECISION:

Si tealculado = teritico: La correlacion entre la variacion de la sefial
analitica y la variacion de la concentracion es significativa.

Si teaiculado < teritico: La correlacion entre la variacion de la sefial
analitica y la variacion de la concentracion no es significativa.
Hipotesis Nula: HO: r = 0

Alternativa: H1, dos colas: r # O.

Unacola:r<Oyr>0.

((rn—2 CONCIL USIONES:
t= |r| (n—2) = 10.9999|V3 = 122.46 Si la correlacion entre la variacion de la sefial analitica y la variaciéon
Vi V1 -—0.9998 de la concentracion es significativa: La linealidad es adecuada.
Si la correlacion entre la variacion de la sefal analitica y la variacion
de la concentracién no es significativa: La linealidad no es

adecuada

RESULTADOS Y INTERPRETACION

Teriti =3.18
critica 95, 3 t calculado Mayor que el valor t (apurado 122.46 > 3.18, se rechaza la

hipotesis nula y se concluye que existe correlacion significativa en las
dos variables Xi( mgO2/L) y Y (Absorbancias), cuanto mas proximo
este " r " de 1, es decir cuanto mas acusada se haga la relacion
lineal, se obtienen valores mas grandes de ty la linealidad es
adecuada.
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Intervalo de la linealidad del sistema

Linealidad del sistema( Instrumento) Rango Alto en DQO

N mg)C()IZ/L A\t()ls Aths Afs Yiprom | XY xi v

1 150 0.063 0.065 0.061 0.063 9.45 22500 0.00397
2 300 0.126 0.124 0.124 0.125 37.4 90000 0.01554
3 450 0.189 0.185 0.186 0.187 84 202500 0.03484
4 600 0.253 0.250 0.249 0.251 150.4 360000 0.06283
5 750 0.327 0.328 0.325 0.327 245 562500 0.10671
6 900 0.386 0.384 0.390 0.387 348 810000 0.14951
) 3150 - - - 1.338 874.25 2047500 0.37341

Promedio 525 - - - 0.223 - - -

- - 1 - - | - lws@mo| - [ - |
I I R N I B R

1 leosees| | - |

4.52E-03

9.92E-06

IC (0) o596

Contraste estadistico de t-student

CRITERIOS DE DECISION:
Siteaiculado = teritico: La correlacion entre la variacion de la sefial
analitica y la variacion de la concentracion es significativa.
Sitearculado < teritico: La correlacion entre la variacion de la sefial
analitica y la variacion de la concentracion no es significativa.
Hipdtesis Nula: HO: r =0
Alternativa: H1, dos colas:r # 0.
Unacola:r<0yr>0.

CONCLUSIONES:

i |r N(” -2) [0.9995 |4 Si la correlacion entre la variacion de la sefial analitica y la variacion
- J1-72 T V1-09989 60.27 de la concentracion es significativa: la linealidad es adecuada.

Si la correlacion entre la variacion de la sefial analitica y la variacion
de la concentracion es significativa: La linealidad no es adecuada

RESULTADOS Y INTERPRETACION

Teritica 95, 4= 2.78
t calculado Mayor que el valor t yapy1ado 60.27 > 2.78, se rechaza la

hipotesis nula y se concluye que existe correlacion significativa en las
dos variables Xi( mgO2/L) y Y(Absorbancias), cuanto mas proximo
este " r " de 1, es decir cuanto mas acusada se haga la relacion lineal,
se obtienen valores mas grandes de ty La linealidad es adecuada.
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4.2.2. Linealidad del Método

En la Siguiente tabla se muestra el tratamiento estadistico en rango alto de la curva de calibracion:

Linealidad del Método Rango Alto en DQO
N mg O>;I/L A;(sl AE Yi prom XY Xi2 vi2
1 200 0.086 0.086 0.086 17.2 40000 0.00740
2 400 0.171 0.171 0.171 68.4 160000 0.02924
3 800 0.350 0.350 0.350 280 640000 0.12250
= 1400 - - 0.607 365.60 840000 0.15914
Promedio 467 - - 0.202 - - -
Sy 3.13E-01
Syx - - - - 513333 - -
S 9.77E-02
Sb - - - - - 4.36E-04 -
Sxy 2.41E-03
S’ 5.79E-06 =
r 0.9999
r’ 0.9998 - - - - - -
IC (D) o5 96 1.21E-03
Contraste estadistico de t-student
CRITERIOS DE DECISION:
Si tealculada = teritico: La correlacion entre la variacion de la
sefal analitica y la variacion de la concentracion es
significativa.
Si tealculada < teritico: La correlacion entre la variacion de la
sefal analitica y la variacién de la concentracion no es
significativa.
Hipdtesis Nlula: HO: r = 0
Alternativa: H1, dos colas: r # O.
Unacola:ir<Oyr>0.
CONCLUSIONES:
. |r|3/ (12 —2) _10.9999|V1 Si la correlacion entre la variacion de la sefial analitica y la
\/1 —r? T V1i-0.9998 70.70 variacion de la concentracion es significativa: la linealidad es
adecuada.
Si la correlacion entre la variacion de la sefial analitica y la
variacion de la concentracion es significativa: La linealidad
no es adecuada
RESULTADOS Y INTERPRETACION
Teritica 95, 2= 4.30 t calculado mayor que el valor tabulado 70.70 > 4.30, se
rechaza la hipotesis nula y se concluye que existe correlacion
significativa en las dos variables Xi( mgO2/L) y
Y (Absorbancias), cuanto mas proximo este " r “ de 1, es
decir cuanto mas acusada se haga la relacion lineal, se
obtienen valores mas grandes de ty La linealidad del
método es adecuada.

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman



EXE{(E)F:\]SXEAD Validacion y Estimacion de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para
AUTONOMA DE Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el
NICARAGUA Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de
MANAGUA Nicaragua, Febrero — Noviembre 2022

UNAN - MANAGUA 157

En la Siguiente tabla se muestra el tratamiento estadistico en rango bajo de la curva de calibracion:

Linealidad del Método Rango Bajo en DQO

Xi
mg O2/L

Y1
Abs

Y2
Abs

Yi prom

XY

Yi2

25

-0.065

-0.065

-0.065

-1.625

625

0.00423

50

-0.148

-0.148

-0.148

-7.400

2500

0.02190

75

-0.228

-0.228

-17.100

5625

0.05198

-0.228

-0.441

-26.125

8750

0.07811

Mw|Nv|k| Z

150

Promedio 50 - - -0.147 - - -
Sy 1.15E-01

Six = = = = 4250 = =
S 1.33E-02
1.76E-03 =
Sxy 1.22E-03
Suy” 1.50E-06 -
r 0.9999
r 0.9999 - - - - -
IC (b) o5 06

7.57E-03

Contraste estadistico de t-student

CRITERIOS DE DECISION:
Si tealcutado = teritico: La correlacion entre la
variacion de la sefial analitica y la variacion de la
concentracion es significativa.
Si tealcutado < teritico: La correlacion entre la
variacion de la sefial analitica y la variacion de la
concentracion no es significativa.
Hipotesis Nula: HO: r = O
Alternativa: H1, dos colas: r # O.
Unacola:r<0Oyr=>0.

CONCLUSIONES:

Si la correlacion entre la variacion de la sefial
analitica y la variacion de la concentracion es
significativa: la linealidad es adecuada.

Si la correlacion entre la variacion de la sefal
analitica y la variacion de la concentracion es
significativa: La linealidad no es adecuada

RESULTADOS Y INTERPRETACION
t calculado mayor que el valor tabulado 99.99 >
4.30, se rechaza la hipotesis nula y se concluye que
existe correlacion significativa en las dos variables
Xi( mgO2/L) y Y(Absorbancias), cuanto mas
proximo este " r " de 1, es decir cuanto mas acusada
se haga la relacion lineal, se obtienen valores mas
grandes de ty La linealidad del método es
adecuada.

10.9999 |/ 1
=——"—""—— =99.99
V1 — 0.9999

e ||/ —2)

N1—77

Teritica 95, 2— 4.30
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Se evalué mediante la veracidad, la cual se calculé mediante la comparacién de la media de los
resultados del método con relacion a valores conocidos, es decir se determind contra un valor de
referencia certificado, como lo presenta la siguiente tabla 12 para el rango bajo de la curva de

calibracion y la tabla de los datos del material certificado en la tabla 13:

Resultado del Andlisis de la Muestra Certificada para Determinar la Veracidad en Rango Bajo del Método DQO SM 5220D
Valor de -
. referencia L iy Resultado Coeflc_le r?t,e
N ° de mediciones Resultados mg L-1 . Criterio de aceptacion de variacion Se acepta
certificado como t calculada lculado. %
DQO mg L-1 calculado, %

1 55.15 Ho= X=p

2 54.74 H1=X#p

3 54.88 Si texp < ttab se acepta

4 55.00 CV%= < 5%

5 54.22 _

6 54.84 el Y ]

7 54.50 54.7 T CV %=——*100 0.61 0.56 % Si

8 54.35 / Vn Ko

9 55.00

10 54.92

X media 54.76 t s 2.26
S 0.306
n 10
RESULTADOS Y INTERPRETACION

La hipotesis nula Ho se acepta vy la hipétesis alternativa H1 se rechaza
El valor de t ., s menor que t 4, €l valor medio no difiere estadisticamente de ppara un nivel de significancia del 0.05, la Ho se acepta, por tanto, los
resultados, son trazables al material de referencia certificado, el método es veraz.
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Tabla 13. Datos de la muestra de referencia certificada

Datos de la Muestra de Referencia con Certificado
Identificacion del Identificacion de la L
Cat. NO. Lote NO. Fecha de vencimiento

MRC muestra

Water Pollution for 578

Wastewater PT Scheme
S
WP324 Recuperacién (%) P324-516 12/2022
RC= Cencontrado 100.11
- Cvalorbcertificado

En la siguiente tabla 14 muestra los resultados de la veracidad en el rango alto de la curva de
calibracién, con material de referencia certificado (MRC) y en la tabla 15 nos muestra los datos

del material de referencia con el que se realizaron las 10 mediciones:

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
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Resultado del Analisis de la Muestra Certificada para Determinar la Veracidad en Rango Alto del Método DQO SM 5220D
Valor de Coeficiente
o . referencia L ., Resultado T
N ° de Mediciones Resultados mg L-1 . Criterio de aceptacion de variacion Se acepta
certificado como t calculada calculado. %
DQO mg L-1 P
1 130.94 Ho= X=
129.68 H1=X#u
3 130.56 Si texp < ttab se acepta
CV%=<5%

4 130.35

5 129.95 A

6 130.88 130.00 = bl V%= i 100 1.86 0.37% si

7 130.48 s / Y

8 129.44 v

9 130.15

10 130.45

X media 130.29 to,=226
S 0.487
n 10
RESULTADOS Y INTERPRETACION

La hipdtesis nula Ho se acepta y la hipotesis alternativa H1 se rechaza
El valor de t .5y €s menor que t 4, el valor medio no difiere estadisticamente de | para un nivel de significancia del 0.05, la Ho se acepta, por tanto, los
resultados, son trazables al material de referencia certificado, el método es veraz.

Datos de la Muestra de Referencia con Certificado

Identificacion del

MRC Identificacion de la muestra Cat. No. Lote No. Fecha de vencimiento
Water Pollution for 578 P300-516
Wastewater PT Scheme
Ny
WP300 Recuperacion (%) 12/2022
100.22 %

Cencontrado
RC =

- Cvalorbcertificado
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Se evalud en términos de repetibilidad, precision intermedia (reproducibilidad) con un material de

referencia certificado (MRC) en ambos rangos de las curvas de calibracion, en la siguiente tabla

16 nos presenta la precisién por medio de la repetibilidad, con un mismo analista, un mismo dia 'y

un mismo laboratorio.

Resultado del Analisis de la Muestra Certificada ERA para Determinar la Repetibilidad en Rango Bajo del Método DQO

SM 5220D

N ° de Mediciones

Resultados como DQO
mgO2 L-1

Coeficiente de
variacion
calculado, %

Criterio de
aceptacion

Se acepta

55.15

54.74

54.88

55.00

54.22

54.84

54.50

54.35

O[N] |WIN |-

55.00

=
o

54.92

X media

54.76

S

0.306

n

10

0.56 %

CV % =—"—*100
X,

<5%

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
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En la siguiente tabla 17 muestra los resultados de la precision por repetibilidad en el rango alto de

la curva de calibracién, con material de referencia certificado (MRC) en las mismas condiciones

que la tabla 16.

Resultado del Analisis de la Muestra Certificada ERA para Determinar la Repetibilidad en Rango Alto del Método DQO SM
5220D
- Resultados como DQO Coeflc_len_t,e de Criterio de
N ° de Mediciones mgO2 L-1 variacion aceptacién Se acepta
calculado, %

1 130.94
2 129.68
3 130.56
4 130.35
5 129.95
6 130.88 V%= S 4 100
7 130.48 0.37% X si
8 129.44
9 130.15
10 130.45

X media 130.29
S 0.487
n 10 <5%
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En la siguiente tabla 18 se presenta el procedimiento para la precision intermedia
(Reproducibilidad) en el rango bajo de la curva de calibracion, se determind por el anélisis de
varianzas por el método de Anova y posterior se calculd el test de Fisher como se observa a

continuacion:

Resultado del Analisis de la Muestra Certificada ERA para determinar la Precision Intermedia
(Reproducibilidad) en Rango Bajo del Método DQO SM 5220D
Resultados DQO mgO2 L-1
N © Rango Bajo
Mediciones Analista 1 Analista 2
Dias Dias
1 2 3 1 2 3

1 55.15 54.88 54.50 54.70 54.25 54.70
2 54.74 54.50 54.88 54.98 55.10 54.98
3 54.88 54.10 54.74 54.55 54.70 55.10
4 55.00 54.74 54.88 55.10 54.70 54.25
5 54.22 54.50 54.50 54.74 54.98 54.55
6 54.84 54.88 54.74 54.88 54.60 54.74
7 54.50 54.74 54.10 54.88 55.10 54.74
8 54.35 54.50 54.50 54.70 54.55 54.70
9 55.00 55.00 54.10 54.50 54.70 54.98
10 54.92 55.00 54.50 54.50 54.25 54.70

X media 54.76 54.68 54.54 54.75 54.69 54.74
S 0.306 0.284 0.280 0.205 0.305 0.242
n 10 10 10 10 10 10
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RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
10 547.60 54.760 0.093488889
Anélista 1 10 546.84 54.684 0.080604444
10 545.44 54.544 0.078293333
10 547.53 54.753 0.042134444
Andlista 2 10 546.93 54.693 0.092823333
10 547.44 54.744 0.058404444
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones | Suma de cuadrados [ Grados de libertad | Promedio de los cuadrados F Probabilidad | Valor critico para F
Entre grupos 0.329053333 5 0.065810667 0.89 0.4970314 2.39
Dentro de los grupos 4.01174 54 0.074291481
Total 4.340793333 59

CRITERIOS DE DECISION

Hipdtesis Nula: HO: V1 = V2
Alternativa: H1, Dos colas: V1 # V2.
Unacola:V1<V2 y V1>V2
Si Feajculado < Feritico: Varianzas no se diferencian significativamente.
Si Fearculado > Feritico: Varianzas se diferencian significativamente.

que el valor critico (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%.
Al aplicar el analisis de Varianza en la Evaluacion de la Repetibilidad interdia se aplicé el criterio de Fisher, en cuyo caso el valor experimental de F debe ser menor

CONCLUSION

Si las varianzas no se diferencian significativamente, los dos conjuntos de resultados
presentan repetibilidades similares y se pueden unir en un solo conjunto.

Si las varianzas se diferencian significativamente, los dos conjuntos de resultados

presentan repetibilidades diferentes y no se pueden unir en un solo conjunto.

RESULTADO Y INTERPRETACION

st
F ==z : |:calc=
F

Ly

(0.290)2 -134
(0.251)2

Feritico 5,54 = 2.39

Fea1 €5 menor que Fitico ,5€ acepta la hipotesis Nula, las Varianzas no se diferencian
significativamente. significativamente, a un nivel de confianza de 95 % con un alfa de
0.05, y se rechaza la hipotesis alternativa Varianzas se diferencian significativamente. .
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En la siguiente tabla 20 se presenta el procedimiento para la precision intermedia
(Reproducibilidad) en el rango alto de la curva de calibracidn, con 2 analistas en 3 dias diferentes
y en condiciones operativas diferentes, pero en el mismo laboratorio, se determind por el analisis
de varianzas por el método de Anova y posterior se calculd el test de Fisher como se observa a

continuacion:

Resultado del Anélisis de la Muestra Certificada ERA para determinar la Precision Intermedia
(Reproducibilidad) en Rango Alto del Método DQO SM 5220D
Resultados como DQO mgO2 L-1
NE Rango Alto
Mediciones Analista 1 Analista 2
Dias Dias
1 2 3 1 2 3

1 130.94 130.15 129.78 129.44 130.98 129.22
2 129.68 129.95 130.56 130.96 129.75 130.35
3 130.56 129.44 130.86 129.68 130.56 129.95
4 130.35 130.35 130.88 130.15 130.10 130.35
5 129.95 129.68 129.95 130.15 130.38 130.38
6 129.68 130.94 130.94 129.88 129.68 130.88
7 130.48 130.35 129.44 129.88 129.88 129.58
8 129.44 129.68 130.94 130.25 130.94 130.94
9 130.15 129.95 129.95 130.45 130.45 130.78
10 129.68 129.95 130.94 130.45 130.94 130.45

X media 130.09 130.04 130.42 130.13 130.36 130.29
S 0.484 0.428 0.580 0.436 0.497 0.559
n 10 10 10 10 10 10
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RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
10 1300.905 130.0905 0.233846944
Andlista 1 10 1300.435 130.0435 0.183189167
10 1304.225 130.4225 0.3369125
10 1301.29 130.129 0.190276667
Andlista 2 10 1303.65 130.365 0.247377778
10 1302.875 130.2875 0.312184722
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones |Suma de cuadrados| Grados de libertad | Promedio de los cuadrados F Probabilidad | Valor critico para F
Entre grupos 1.22737 5 0.245474 0.98 0.438804892 2.39
Dentro de los grupos 13.53409 54 0.250631296
Total 14.76146 59

CRITERIOS DE DECISION

Hipdtesis Nula: HO: V1 = V2
Alternativa: H1, Dos colas: V1 # V2.
Unacola:V1<V2 y V1>V2
SiFearcutado < Feritico: Varianzas no se diferencian significativamente.
SiFeaicutado > Feritico: Varianzas se diferencian significativamente.

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%.
Al aplicar el andlisis de Varianza en la Evaluacion de la Repetibilidad interdia se aplicé el criterio de Fisher, en cuyo caso el valor experimental de F debe ser menor

que el valor critico (ONA, 2012).

CONCLUSION

Si las varianzas no se diferencian significativamente, los dos conjuntos de resultados
presentan repetibilidades similares y se pueden unir en un solo conjunto.
Si las varianzas se diferencian significativamente, los dos conjuntos de resultados
presentan repetibilidades diferentes y no se pueden unir en un solo conjunto.

RESULTADO Y INTERPRETACION

-2
F = 2_12 ! e = E‘;:—Zgz =0.99 Fca1 €5 menor que Friico ,S€ acepta la hipotesis Nula, las Varianzas no se diferencian
2 significativamente. significativamente, a un nivel de confianza de 95 % con un alfa de
Foitco 5.50= 2.39 0.05, y se rechaza la hipotesis alternativa Varianzas se diferencian significativamente. .
critico 5, .
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El limite de deteccion y cuantificacion del método se determind por medio del analisis de las 10
réplicas individuales del blanco y posteriormente se aplicé las ecuaciones correspondientes en el

capitulo 3 seccidn 3.2.2. respectivamente. Los resultados se observan en la tabla 22:

Limite de Detecciony de Cuantificacion del
Método DQO

Replicas Absorbancia
1 0.637
2 0.636
3 0.638
4 0.638
5 0.636
6 0.638
7 0.638
8 0.637
9 0.636
10 0.637
><promedio 0.637
S 0.001
So 0.0003
LOD 0.0008
LOQ 0.003
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Donde:

S: Desviacion estandar absoluta.
So: Desviacion estandar estimada de n mediciones.
LOD: Limite de deteccion del método, es la concentracion minima que detecta el método.

LOQ: Limite de cuantificacion del método, es la concentracion minima que se puede cuantificar.

Sustituyendo las ecuaciones:

LOD= 3*So LOD = 3 * 0.0003=0.0008

LOQ=10*So LOQ = 10 * 0c497)=0.003
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4.1.9. Incertidumbre

El célculo de la incertidumbre se evalu6 aplicando la ley de propagacion de la incertidumbre
establecida en la guia GUM 1995:2008. El procedimiento a seguir es el siguiente ver

2.1.7.9.Incertidumbre obteniendo los siguientes resultados en las siguientes tablas:

Tabla 23. Resultado de estimacién de incertidumbres individuales

Variable Valor Fuente de Incertidumbre [ Tipo de evaluacion| Distribucion Ecuacion [Coef. de sensibilidad| Incertidumbre estandar
Spureza KHP 0.05 Incertidumbre Pureza Tipo B Rectangular AP / V3 1 0.028867513
8 mrc 0.322 Incertidumbre MRC RB Tipo B Normal UMRf/z 1 0.161
8 Mrc 0.355 Incertidumbre MRC RA Tipo B Normal Unac/,, 1 0.1775
8 calib Balanza 0.0002 Incertidumbre Calibracion Tipo B Normal U/ 1 0.0001

8res Balanza 0.0001 Resolucion del equipo Tipo B Rectangular " iz 1 2.88675E-05
Scatib ESp 0.0032 Incertidumbre Calibracion Tipo B Normal U/ 1 0.001600000
Sres Esp 0.001 Resolucion del equipo Tipo B Rectangular ”35/ iz 1 0.000288675
Sres DRB 1 Resolucion del equipo Tipo B Rectangular resy v 1 0.288675135
8cai DRB 0.59 Incertidumbre Calibracion Tipo B Normal U/ 1 0.295
8cal Balén 100 mi 0.016 Incertidumbre Calibracion Tipo B Normal Uik 1 0.008
8cal Balén 1000 ml 0.176 Incertidumbre Calibracion Tipo B Normal Y K 1 0.088
Scal pipeta 0.004 Incertidumbre Calibracion Tipo B Normal U/ 1 0.002
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Tabla 24. Resultado combinacion de incertidumbres

Variable Valor Fuente de Incertidumbre [ Tipo de evaluacién| Distribucién Ecuacion  [Coef. de sensibilidad| Incertidumbre estandar Contribucion
Spureza KHP 0.05 Incertidumbre Pureza Tipo B Rectangular AP / /3 1 0.028867513 0.35%
8 Mrc 0.322 Incertidumbre MRC RB Tipo B Normal Umc/2 1 0.161 10.96%
8 mrc 0.355 Incertidumbre MRC RA Tipo B Normal Ustac/,y 1 0.1775 13.33%
8 calib Balanza 0.0002 Incertidumbre Calibracion Tipo B Normal U 1 0.0001 0.00%
Sres Balanza 0.0001 Resolucion del equipo Tipo B Rectangular res vl 1 2.88675E-05 0.00%
Scalib ESp 0.0032 Incertidumbre Calibracién Tipo B Normal U/k 1 0.001600000 0.00%
Sres Esp 0.001 Resolucion del equipo Tipo B Rectangular res, i 1 0.000288675 0.00%
Sres DRB 1 Resolucion del equipo Tipo B Rectangular Tes iz 1 0.288675135 35.25%
8ca1 DRB 0.59 Incertidumbre Calibracion Tipo B Normal v/ k 1 0.295 36.81%
8cal Baton 100 ml 0.016 Incertidumbre Calibracion Tipo B Normal U/ 1 0.008 0.03%
8cal Balén 1000 ml 0.176 Incertidumbre Calibracion Tipo B Normal Y/ 1 0.088 3.28%
Scal pipeta 0.004 Incertidumbre Calibracion Tipo B Normal U/ k 1 0.002 0.00%
Ince rtidumbre Combinada 0.49 100.00%
K= 2, Cobertura 95% 2
Incertidumbre Expandida 0.97
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5.1. Conclusiones

Segun los resultados obtenidos y presentados en este informe de la validacion y estimacion de la
incertidumbre de los resultados, se logro determinar cada uno de los alcances segun el
procedimiento de ensayo que rige la organizacion nacional de acreditacion (ONA) para la demanda
quimica de oxigeno en aguas residuales, por el método colorimétrico de reflujo cerrado en el
laboratorio ambiental PRONIC de Nicaragua, el método se ajusta al uso propuesto y es idoneo
para ser aplicado en las condiciones del laboratorio, proporcionando valores que se encuentran
dentro de los criterios permitidos por el organismo nacional de acreditacion (ONA — MIFIC),

evidenciando que el método puede ser sometido para la acreditacion del ensayo.
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5.2. Recomendaciones

+ Antes de realizarse las lecturas en el equipo siempre se debe dejar reposar las muestras para
que el precipitado que se forme se deposite en el fondo del vial y de esta forma evitar

interferencia.

4+ Seguir realizando cada afio las inter comparaciones del método de validacién con la
utilizacion de material de referencia certificado, para seguir garantizando el buen

desempefio del método.

4+ Seguir efectuando el mantenimiento de los equipos para seguir garantizando su adecuado
funcionamiento en la realizacion del método y seguir garantizando la confiabilidad de los

resultados.
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5.4. Anexos

Anexo 1: Alcance de la validacion para métodos normalizados

OFICINA NACIONAL DE ACREDITACION e
Politica Para la Validacion de Métodos de Laboratorios
de Ensayos y Calibracion. "0 NA
DOC-ONA-12-011 Version M2:01 | Revisidn N2:00 o e o e o

Tabla b: Alcance de la validacion segun el tipo de procedimiento de ensayo

| Métodos Normalizados
fdentificacién  |Cuantificacién |Cuantificacién de [Evaluacidon ds
Parametros de omponentes ara-:ter%'sticas
componentes inoritarios o festablecidas®
mayoritarios  fimpurezas en trazas

Gelectividad/ Especificidad Si + + +
Estabilidad analitica de la

+ + + +
muestra
Linealidad del Sistema No 5i 5i +
Linealidad del Método No + + +
Rango No + + +
Exactitud No 51 Si +
Repetibilidad No 51 Si Si
Precision Intermedia No 5i 5i Si
Reproducibilidad No ++ ++ ++
[imite de Deteccidn + No No No
Limite de Cuantificacién No + + +
Robustez + + + +
+: 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 alusion a procesos previos a la cuantificacion (ej: disolucion,
liberacion de analitos, etc) el método usado para la cuantificacion (cuando aplique) se
wvalidara de acuerdo a columnas 2 6 3.

(ONA, 2012)
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Anexo 2: Alcance de la validacion métodos normalizados modificados o0 no normalizados

Metodos Normalizados Modificados o No Normalizados
[dentificacion |Cuantificacion Cuantificacion de |Evaluacion dd
de icomponentes caracteristicas
Parametros componentes [minoritarios o festablecidas*
mayoritaries  fimpurezas En
trazas
felectividad)/ Especificidad S + + +
Estabilidad analitica de la
+ + + +
muestra
Linealidad del Sistema No S1 Si +
Linealidad del Método No 51 Si -
Pagina 13 de 49
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Fecha: 2012-01-09 Fecha: 2012-05-29 Fecha: 2012-11-25
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- de Ensavos v Calibracion. -5
. S - — ONA
“Ca ceW DOC-ONA-12-011 Versidn N2:01 | Revisidn Nz:00 e

Rango No 51 Si +
Exactitud No Si Si +
Fepetibilidad No Si Si Si
Precision Intermedia No Si Si Si
Reproducibilidad No =+ 4 —+
Limite de Deteccidn + No Si No
Limite de Cuantificacién No + Si +
Fobustez + + + +

+: Puede o no requerirse, dependiendo de la normativa de referencia o la naturaleza del
analisis o de las modificaciones que se le hagan al método.

++: Dependerd de la disponibilidad de laboratorios.

* En esta categoria se hace alusidén a procesos previos a la cuantificacion (ej: disolucidmn,
liberacién de analitos, etc) el método usado para la cuantificacién (cuande aplique) se
wvalidara de acuerdo a columnas 2 6 3.

(ONA, 2012)
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Anexo 3: Alcance de la validacion para métodos desarrollados/internos

Metodos Desarrollados / Internos
[dentificacion Euantiﬁca{:ién dgCuantificacion de Evaluacién dg
omponentes componentes aracteristicas
Parametros ayoritarios inoritarios o festablecidas®
impurezas en
a5
Felectividad/ Especificidad 51 St 51 +
Estabilidad analitica de 19 . : .
51 Si 5i +
muestra
[inealidad del Sistema No Si 5i +
Linealidad del Método No Si 5i +
Flango No Si 5i +
Exactitud No Si Si +
Pepetibilidad No Si 51 Si
Precision Intermedia No Si 5i Si
Feproducibilidad No ++ ++ ++
.imite de Deteccidn 51 No + No
Limite de Cuantificacion No + 5i +
Fobustez + Si 5i +

+: 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 alusién a procesos previos a la cuantificacion (ej: disolucidn,
liberacién de analitos, etc) el método usado para la cuantificacién (cuando aplique) se

validara de acuerdo a columnas 2 6 3.

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar

Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman
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Anexo 4: Valores de t para las probabilidades seleccionadas

Tabla A.2. La distribucicn ¢

Valor die ¢ para wo ffervalp o confianza de 0% Q5% 98% 59%
Valar crifico de | /| para valores de P ab nuimero

de grados ok fhertad a1g a0s a.a2 aar
1 6.31 121 31.82 €1.66
2 292 4,30 £.96 9.92
3 2.35 3.18 4,54 584
4 213 2.78 a7s 4.60
5 202 257 3.36 4,03
G 1.94 245 a4 an
T 1.89 2.38 .00 3.50
8 1.86 2.4 2.90 3.36
g 1.83 2.8 282 3.25
10 181 223 276 3.17
12 1.78 218 2.68 3.05
14 1.76 214 262 2.98
16 1.75 212 258 2482
18 1.73 210 255 2.88
20 1.72 2.0 253 2.85
a0 1.70 2.04 246 275
50 1.68 201 240 2.68

)

1.64 1.96 233 2.58

Los valores criticos de | ¢| son adecuados para un contraste de dos colas, Para
un contraste de una cola el valor se toma de la columna para dos veces el
valor de F deseado, es decir, para un contraste de una cola, P = (L0O5,
5 grados de libertad, el valor critico se lee de la columna F = 0.10 y es igual
a2.02.

(Miller, J., y Miller, J., 2002)

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
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Anexo 5: Valores de F para las probabilidades seleccionadas de una cola

264 Tabla A.3. Valores criticos de F para un contraste de una cola (P = 0.05).

Va ¥

! 2 3 4 ] & 7 & g w2 15 &

161.4 1885 2157 2246 2302 2340 2368 2389 2405 2419 2439 2459 248.0
1851 1900 1916 1525 19.30 1933 19.35 19.37 19.38 1940 19.41 1943 1945
10,13 8552 8.277 9117 9.013 8841 B.B87 B.845 BABIZ2 8786 8745 B.703 8.660
7.708 6944 6591 £6.388 6.256 6.163 6.094 6.041 5995 5964 5912 5858 5803
6.608 5786 5408 5192 5050 4.950 4876 4818 4772 4735 4678 4.619 4.558

5.087 5143 4757 4534 4387 4.284 4207 4147 4099 40680 4.000 3.938 3874
5.581 4737 4347 4120 3.8972 3866 3.787 3.726 3677 3637 3575 3511 3445
5,318 4459 4066 3.838 3.687 3581 3500 3.4308 3388 3347 3284 3218 3.150
5117 4256 3863 3633 3482 3374 3293 3230 3179 3137 3.073 3.006 2.936
10 4965 4103 3708 3478 3.326 3.217 3.135 3.072 3.020 2978 2913 2845 2774

11 4.844 3932 3587 3357 3204 3.095 3.012 2948 28396 2854 2788 2719 2646
12 4747 3885 3480 3250 3.106 2.996 2913 2.849 2.796 2753 2687 2617 2584
13 4667 3806 3411 3179 3025 25 2832 2767 2714 2671 2604 2533 2459
14 4600 3739 3344 3112 2.058 2848 2784 2.600 26468 2602 2534 2463 2.388
15 4543 3682 3.287 3.056 2901 2790 2707 2.641 2.588 2544 2475 2403 2.328

16 4494 3634 3.230 3007 2852 2741 2657 2501 2538 2494 2425 2352 2276
17 4.451 3592 3.197 2965 2810 2.689 2.614 2548 2.494 2450 2.381 2308 2.230
18 4414 3535 3160 2928 2773 2661 2577 2510 2456 2412 2342 2269 21¥
19 4381 3522 3127 2895 2740 2628 2544 2477 2423 2378 2308 2234 2155
20 4351 3493 3098 2.866 2.711 2599 2514 2447 2393 2348 2278 2.203 2.124

Z 2opuady

Of =) O O f= L R =

=]

v, = nimero dé grados de libertad del numerador § v, = nimern de grados de libertad del denominadar.

(Miller, J., y Miller, J., 2002)

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
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Anexo 6: Valores de F para las probabilidades seleccionadas de dos colas

Tabla A4, Valores criticos de # para un contraste de dos colas (F = 0.05). 265

¥ a3 i i

f 2 J 4 & [ 7 & g woowr A

B47.8 7995 B64.2 8996 9218 9371 HB2 9567 9633 D6B6 0767 9849 9831
3851 30.00 3917 3025 3030 3933 3036 3937 13939 3040 3941 3943 3045
17.44 16,04 1544 1510 1488 1473 14.62 1454 1447 1442 1434 1425 1417
1222 1065 9979 9605 9.364 9.157 9074 BHEO 8.905 B.844 BT7S1 8657 B.560
10.01 B434 7764 7388 7146 6978 6.853 6757 G.6B1 G619 6525 6428 £.329

B813 7.260 6599 6.227 5968 5.820 5.695 5600 5523 5461 5366 5269 5168
BOTI 6542 5890 5523 5285 5110 4905 4.80% 4823 4761 4.666 4.568 4.467
7571 6059 5416 5.053 4817 4.652 4529 4433 4357 4.295 4.200 4101 3.599
7208 5715 5078 4718 4484 4.320 4.197 4102 4.026 3964 3868 3769 3667
6937 5456 4B26 4468 4236 4072 3950 3855 3779 3717 3621 3522 348

6724 5256 4630 4.275 4044 3.BB1 3759 3664 3588 3526 3.430 3.330 3.226
6.554 5096 4474 4121 3891 3728 3607 3512 3436 3374 3277 3ATT 3073
414 4965 4347 3996 3767 3.604 3483 3388 3312 3.250 3153 3053 2948
6.298 4,857 4.242 3892 3663 3501 3.380 3.285 3.209 3147 3.050 2948 2844
6.200 4.765 4.153 3.804 3576 3415 3203 3199 3123 3.060 2963 2862 2.756

6.115 4687 4.077 3729 3502 3.341 3219 3125 3.49 2,986 2.889 2788 2.681
6.042 4619 4.011 3665 3438 3277 3.156 3.061 2985 2922 2825 2723 2616
5878 4560 3554 3608 3382 3221 3100 3.005 20529 2866 2769 2667 2559
5.922 4508 3903 3.55% 3.333 3.172 3.051 2.956 2880 2817 2720 2617 2508
5871 4461 3859 3.515 3.289 3128 3.007 2913 2837 2774 2676 2573 2464

¢ 271puady

D om e ~d e Ln s £ B —

e
o G Ry —

BT

vy = njmero de grados de liberlad del numeradar v v, = nimers de grados de [berad del denominadar.

(Miller, J., y Miller, J., 2002)

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
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Anexo 7: Tolerancias establecidas por la CENAM para pipetas graduadas de vidrio clase A

Utensilios y recipientes volumétricos de vidrio

Servicio Alcance U(Vy) k=2
1 mL 0.20 % del volumen entregado
2 mL 0.10 % del volumen entregado
5mL 0.04 % del volumen entregado
10 mL 0.03 % del volumen entregado
Calibracién de pipetas

15 mL 0.03 % del volumen entregado
25 mL 0.02 % del volumen entregado
50 mL 0.01 % del volumen entregado
100 mL 0.01 % del volumen entregado
Calibracion de 1 mL 0.70 % del volumen contenido

matraces volumétricos .
5mL 0.07 % del volumen contenido
10 mL 0.05 % del volumen contenido
20 mL 0.015 % del volumen contenido

CENAM, 2002

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman
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Anexo 8: Tolerancias establecidas por la ASTM para matraces volumétricos de vidrio clase A

Tolerancjas establecidaas por la ASTM
para varios equipos volumétricos de vidrio clase A
mpﬁiﬂ 1 Balon
Capacidad (ml) | Bulbo Graduada| Bureta | Contener | Verter | Probeta

1 0,006 0,01 . 0,010
2 0,006 0,01 . 0,015
3 0,01 . . 0,015
4 0,01 : . . . .

5 0,01 0.02 0.01 0.020 . 0.1
10 0,02 0,03 0,02 0,020 0.40 0.2
15 0,03 _ . . .
20 0,03 . . . .
25 0.03 0.05 0.03 0,03 0.05 0.3
50 0,05 . 0.05 0,05 0,1 0.5
100 0,08 : 0,10 0,08 0,15 1.0
200 : : 0,10 02
250 _ . . 0,12 2.0
300 : : 0,25
500 . . . 0,20 03 4.0

1000 . : . 0,30 05 6.0
2000 . . 0,50 1 12.0
3000 . : : 1.0 1.5 .
4000 . _ . 1.0 2 29.0
5000 _ . . 1.5 24 .
6000 i . . 2.0

Chacon, J, 2004

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
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Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para
Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el
Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de

Anexo 9: Cantidades de muestras y reactivos para varios recipientes de digestion

Tubos de Volumen Solucién de Volumen de Volumen total
digestion muestra digestion acido sulfarico en el tubo
mL mL mL mL
16 x 100 mm 2.50 1.50 35 75
20 x 150 mm 5.00 3.00 7.0 15.0
25 x 150 mm 10.00 6.00 14.0 30.0
Estandar 10 mL 2.50 1.50 35 75
ampolla

Tabla 5220: | (Estdndar método 23RD)

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar

Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman
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Anexo 10: llustracion 1. Calculos de los coeficientes de sensibilidad utilizando el programa

maple 19

llustracion 1. Célculos de los coeficientes de sensibilidad utilizando el programa maple 19

LI g The Essential Tool for Mathematics
. = - 3 X —
ManieSoit
2019

Programa matematico Maple 19, version 2019.

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
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Anexo 11: llustracion 2. Inicio del programa maple 19

llustracion 2. Inicio del programa maple 19

$h C\Program Files\Maple 2010\data\Start.mw - [Server 1] - Maple 2019 v e |

Archivo (F) Editar (E) Ver (V) Insertar () Formato (R) Evaluate Herramientas(T) Ventana (W) Ayuda (H) Signin A

DEEHE@ XEE A

Paletas | workbook
avoritos

4
4

D= k== G N ORC @ RS (@ |pisqueda Alt+s

[fexto] Matemética | C Hyperlink ~ | [Dejavu sans Sz BIO =E= L g =i= >

| Math Editor Shortcuts

St a rt Evaluate: Enter

e Evaluate Infine: Alt+Enter

Toggle Math/Text: F5

Toggle to Executable Math: Shift~F5

+ Exit Fraction/Superscript: ?
* Assignments: a:= b
N/ pal
g ot

Functions: f 1= x -» "2
What's New? Documentation MapleCloud .
New Document Equations: x =y

Command Complete: Esc

\D! Q | [_% @ Navigate Placeholders: Tab

New Worksheet MathApps List of Packages Plotting Guide

New to Maple? »

[ Don't show this page on start-up

b

® Listo

[] Editable  Perfil de Maple Predeterminado  C:\Program Files\Maple 2019\data Memoria: 4.18M Tiempo: 0.17s Zoom: 100% Modo de Texto

Ble 2o

s €= | I * =ty

ES L mei ) )

16/07/2022 |

Inicio del programa maple 19 (opciones de las funciones; seleccion de nuevo

documento).

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
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Anexo 12: lustracién 3. Introduccién de ecuaciones

llustracién 3. Introduccién de ecuaciones

#. Sin Titulo (3)° - [Server 4] - Maple 2019 o
Archivo (F) Editar (E) Ver (V) Insertar () Formato (R} Evaluate Herramientas (T) Ventana (W) Ayuda (H) signin A~
[y gip=] =] o BTIXZE == Gg NIOKC & R Q @ [pgeds A4S
m o Bistrtmw X | [ Coeficentes sensibiidad.mw X | [3 *Sin Tituio (3) X |
[r=a +|P| Texto etematica] | C 20 wath v | [TimesNew Roman ___+] BIlU == Lg =iz P
- z & 1 Pa | Math Editor Shortcuts
x x<a WD:(ML'—MI)][—][I——)(l—x(TA—ZO]] =
[ T EZ/ ,HA/ P4 —Pa PB Evaluate: Enter
- 1 Pa 1 Pa a
V20=Me| =——|| 1= = |(1 = «(74—20)) = =——|[1— = |(1— =(T4—20 1 Evaluate Infine: Alt+Ent
d g T C[PA—Pa][ PB]( = N [PA—Pa][ PB]( = n @ euate frine: e
el J/ de J_/ dr Toggle Math/Text: F5
: | Toggle to Executable Math: Shift=F5
¥ Célaulo Exit Fraction/Superscript:
) d & Fa Assignments: a:= b
fmy Sy Sy Sy cons foex s
4 A g2 e Functions: f = x -> x"2

R It f“‘a’m | 1 :ﬂfﬂ:ﬂx.ﬂﬁ&

A A y ﬁf Navigate Placeholders: Tab

— a%’ J/m fz/dr

x
1

[frava Hfd de L

171

flpeas
[resa

x y =z
17171

W Simbolos Comunes -
i i3 »
® Listo Editable Perfil de Maple Predeterminado  C:\Program Files\Waple 2019 Memoria: 72.18M Tiempo: 48,115 Zoom: 100% Modo Matematico

Ble 5o 8 Qe|#m] ] %]

|

Se introduce la ecuacion y luego el programa identifica.

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
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Anexo 13: Hustracion 4. Seleccion de la funcion

llustracion 4. Seleccién de la funcidn

& Sin Titulo (3)° - [Server 4] - Maple 2019 = 6 S
Archivo (F) Editar (E) Ver (V) Insertar (D Formato (R} Evaluate Herramientas (T) Ventana (W) Ayuda (H) signin A
DBEEE FH Qo BT)>= =€ Goe W1IO0HC & Qa8 @ [ Alt4S
Paletas | workbook| o [8iStart.mw X | (8 Coeficientes sensiblidad.mw | [§ *Sin Titulo (3) X \
fr=a W Tevta ratematica] [ C 20 vat ~ | [TmesNewroman _ ~] BIU == Lg =iz >
- < & i 1 Pa - normal expand -
et V20= (Mc — Mb; 1- = |(1—=(T4—-20 T
‘ e 2 I (e =89 g 2= 5 Jon e o200 ! )
tw . oo ) . ra diff diff
= L I P —20)) — [ — sy U —2
. . i 20 .wc[ PA*M][1 £ ](1 (T4 — 20)) Mo[ PA*P‘I][I £ ](1 (74— 20)) I
- J/ dy J fdv
dx
a Pa
ol ( PaY .,
== (l’(lf{JWL[l o J(I (T4 —2
. d, &, & dxﬂ(m—m}[l—ﬁ]u—x(m—zo)] 4
M) w7 PB
* ‘ P4{—Pa B
. » m () ) £
Fix) i ) dzﬁ”[Ms[l— ﬁ]u - m(m—zo))—m@— ﬁ]u - rx(m—zo))] Aplicar un Comando
. . a . PB PB (@@ | Asignaral Nombre
4 A 4 Wf P4 — Pa Coeficientes >
. Combinar >
2 2 > )
Der inados
Gy Ly [rac [ ra T
.2 Axdy i Difernciar >
! Evaluar en ¢l Punto
2 12 Expandir >
Hf dv dr J J Jdy dy Fe |
0 i Integrar >
HI s Limit (Bivariate)
. Limite
52 Numerador
J J J [ de dy dv Recopilar >
TN Resolver >
W Simbolos Comunes _| Series >
= ; | |« . | Simplificar e

HI ) 1
® Listo [7] Editable  Perfil de Maple Predeterminado C:\Program Files\aple 2019 Memoria: 72.18M Tiempo: 51,33 Zoom: 100% Modo Matematico
o C c @ i j * (e & e wstpm. | |
E 2 =0 3 @& O Blkas ey 155 PR son

Se selecciona la funcion de derivada parcial para la variable a derivar de la ecuacion Insertada,

dando inmediatamente el resultado.

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman



:ng:&?AD Validacion y Estimacion de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para
AUTONOMA DE Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el
NICARAGUA Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de
MANAGUA Nicaragua, Febrero — Noviembre 2022

UNAN - MANAGUA 189

Anexo 14: llustracion 5. Certificado de calibracion de balanza de precision

llustracion 5. Certificado de calibracion de balanza de precision

Coartificado de Calibracidn _—_—
MI-MCCC-01 ONA
- misamm -
Wairciogin Coma ulorea [
o5 Wi, B A PP rryvesl ey
I fessicn dal corifieada: NI-MC-E070-2001
e sarvicio: MCE-D04 7421
Facha dea calibraciin: 20zi02-15
Facha de emisiin del conilicadno: 20290217
Ofube de calibracibn: Ealanza o Pracisiin
Fabricama e O
S EERE ]
Modula: Pasi0d
Rango de madida: Ogasiddg
BAusolecidn: 0ig
Chdige do dansficachie: LAP.00d-AR-04 18
Soli i L aboranonin Amibsental Prone:
Drecthla Sl SodRcilnime: AV, 20 BE Chudad Jardn, H-15, Managua
Likgar i calibraeidn: Labodaiono S Aguas Reskhuales

Tabla & rsulsdos & b calbracida

rafuraneis - . — e unpandicta k = 3
5 T 0 B 0

() H aplica (i)

AEe
& =eEEE =
it

L -

Condicionid ambRntales Prashde aiagd fiboa

18

Teimifsdralira | 3.1 3 03 J°C  Pesiin: [ % 0 jhPa
Hiim B [ 571 3 12 NHR

Mbinde da calibrach

Las pruehas & realizaron con MIMCIT-E-01 INSTuccdn pard calbrackn 92 nNSumenns o pSaje oo
FLNCRONZTHETIO N0 SUIOMASoD.

It orsiben o os dato

La incerfdunbe de ks medicidn s oblisn mulliplcands & incekdumbn estindar combinada por wn fatior de
cobisrtra K= 2, oon o Quit s altarcs un nivel de conflanos ¢ apodmadamenis un 05 % La incsrumibe
SEEINET OF I MR i OenaTEG CONTOIME & Ol para la Espresian de B Incondumbne o la Medida, BIPM-
IECHFCCIE0-ILPACIUPAP-OML, & la ciial S 100 &N Cunia b Mooriduamie OF K painonis, oo mimss dc
calitaoidin, oF D5 TSOI0 O Pl Suraime b calbracadn i dol Souipd SUpHD 3 Calbracahn.
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Anexo 15: lustracion 6. Certificado de calibracion de la balanza analitica

llustracion 6. Certificado de calibraciéon de la balanza analitica

Cartificado de Calibracidn _——
MI-MCCE-01 ONA
e me e .
Eiairciog In Comeulores [P ———
a5 Nitarigd, 5.4 P 4. e 1 L
Bt fcaesidan dil corifizado: MI-MC-Efe258- 2001
Codigo da sarvicio: M-CE-0047-1-11
Fecha o calibraciin: 202902-15
Fachs o amisidn ol canilesdo: 202902-17
Dt da calibraciin: Ealanra Analitea
Fabricamo/Marca: Radwagy
S 4ZETT4
Modla: AL AR
Rango de madida: DgaZig
[Ptz i, 0,01 g
Chdige de anmleschbea: LAP-DIG-AR-ETT4
Solkitmme: L abanorin Amtsenial Proaes
e Gl Selbeilaime: AV, 20 BE Chatad Jandin, H-15, Managiua
Luspar S calibmsion: Laboraons & Aguas Residuales
Augeingded da i calibrackn
Tabda di fesaladed da b calibracion
Masa da Indicecidn dal Excanirichdad Incartidumbn
| refursncia ey e | e misima __|oxpancidak = 2|
g ]
— i oty T e
100000 1000008 0000 O00: |
_m,% *“_1'.% 0000 | %
% % % B 1 A ;
| 200,008 L -0.0007 000:0 |
Condicionis amBRnbdles P risbde atftd fibea
Taimstateras [ Fr k] S 03 T Pesain { 1A S LU o
Hium FL: { 57.0 S 12 %HR
Minnde du calibnibes
Las proehes s reslzornn con BEMCIT-BADT rewnecoidn pora calivooidn O nsmumenios O piSsje oo
FLINCRONATHRETIO N SLIOMSCD.
Wi Ui oSl O b S Ao

La moeridumbne de @S medicidn se obiso moipicanio la ncerfidembie estdndar combinada por un fackon de
oobefiura K 2 2, oon o gu S& abbanaa un nivel de conflanos O aeoamadamenie o 05 % La oo umbre
eanhndnr oo ki micadn fo determind comormae 3 Gula para b Expresidn de kb ooridumbrs o o Medada, SIPR-
IECIFCCAS0-IUFAC-IUPAP-DRL, & la Clial S WMia & Cuditid | noermidumbng o Ka parones, ool meman da
calibracidn, o s faciors o inluenci durams b calitamcidn v del Sguigo SUpD & calbrasiin.
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Anexo 16: lustracién 7. Certificado de calibracion de termostato seco

llustracion 7. Certificado de calibraciéon de termostato seco

Eairciogln Coraulcras
o PO, G

Cartificado de Calbracidn
MNI-KCCC-01

S RIS T

I iaritifieae i dhill oot sdo:
Chdign di sarvick
Facha da calibracin:

Facha da emision del certificade:
Objute da calibrackia:

F bz sl il e :

B

Modidea:

Ramgo di medida:
Riciolucibn:
Chdigo di kaantific acidn:
Sl iyl
Direcoion del o citamte:
Lugar da calibraciin:

NI-MC-T- 1403051
NI-CE-0047-1-21

20-03-15

20217

Toemedemeiro Digital

HACH

141DOC005E

DRE 200

105 "C 2 150 °C

1

LAPL02-AR-D05E

Laboraorin Ambiental Fronic
A, 20 BE Ciudad Jardin, k-15, Manags
Laboraorio de Aguas Residuales

Talbda do Fesuiaded doe bl calibracion Sonda 1

Tafigirdurd da Indicacidn del it duim b ax pafviey
ralaiiria T mdmnalrs T K=2
“C "C "C "C
08 i 1 0,58
151 150 1 n58

Tabda do Fesciades de ba calibrackbn Sonda 2

Tomperatung da Indicaciin ded - " Incertidumbag @ pariis
raflureria T @i = El!
L T L T
106 105 1 0,58
151 150 1 0,58
Condicirs e ntalis

Temperaium: 221 "C+ 03 "C
Humidad relathva: 570 %+ 13 %

Mitodo o caliBraciin
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Anexo 17: llustracion 8. Certificado de calibracion del higrometro

Ilustracion 8. Certificado de calibracion del higrometro

A o Calibration complies with ISO/IEC
{\Iamw =L 17025, ANSINCSL Z540-1, and 9001
: T Cert. No.: 4040-11818559
Traceable® Certificate of Calibratlon for Therm./Clock/Humidity Monitor
Mantactured for and disyituted by - Thamas Scenific Bax 99,50 High M1 Rood, Swadesaro, N, (80850005 U S A

Instrumant Identification:
Model: 9327707, SIN: 200818422 Manufacturer; Cortrol Comp
Standards/Equipmant:
Qwecruion Bared Numnts: Dan Date NEST Tricsatin Hdarmco
Non-Contack Freguasty Counler 0 6H88T 08 Jun 2021 1000ESG5T0
Dipral Tromsometer 221487360 4 021 2021 400011629504
Criled Minver Hygrommsn: T IH048R 22 Jan 2021 18004
Certificate Information:
Tecrmican: 125 Procadure: CALAT Cal D 17 Do 2020 Cal Due Daner 17 Dec 2022

Towi Condlions:  I906%RH 22.35°C 1028mBar
Calibration Data: (New Instrument)

Unijs) Neminal As Fownd In Yol Nemisal  As Left I Tol Mn Nax w Tuk

NAH NA. NA, a0.5e £ Y &5 58 0ra >4

¢ NA. NA, 2.0 23 ¥ ne na oore >

seciZde A NA Q.00 .68y Y 4464 E64 o4 >4

This ngi T o Uy [NEST) National inatitute of Standards and Technology asdior s National

Staedards Lasoratory.

AT Mﬂt"l'lﬂﬁll'ﬂhﬂ‘“mnlm % LV2tsTl . ik Bw bl sl v e

ﬁudm— w“l n"-.’.lm Uroommioty ¥ Uit sward [SUV) The oy Soctor o2 o

- Tl s STV o Com Compary.
Moy, n ok Tabewrar . 4
Nioda Lot = it Ve A + Tokmacx.

s A&w&m

e, Frnis! Wy mager

o
Dalnﬁllvq Accuracy:
G R e et e Therw ok ariaty Ve el r Twwe - e rwrare. e Dooktharsd
l-‘M S o ey o] e D O By SO0 ST, She, “m
Recalibration:
L v -e ot "oy - L pamy

wwae Qs - 77 Qoo J20

CONTROL COMPANY 12554 Galveston RD Suite naw.unrxuurm
Phose 281 4821714 Fax 201 4529540

Gownol Comomn & w LECVEL 1 mmrc-—nn-.m-nwtwmw iy Do o, Cadtgn e o, 7001
e G Cowiarn M. ukvo—:-uamuu.
A\

Labeneiry

tols Therverie s § mpiient S of Corao Cangary S0 Ciniod Sy
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Anexo 18: llustracion 9. Certificado de calibracion del espectrofotémetro parte 1

llustracion 9. Certificado de calibracion del espectrofotometro parte 1

I [
[ % SCM 0023212
f3- ]
dulon pa mla
du : Idantificacian [ Prasima calirecian Tracabiidad
Filtro & viiria de Suido
- S Faars 1%zR6n S - MIST L
g da filleos de
P [ 150 PeLm 152060 S - MIST MPL
DATOE DEL EQUIPD BUJETOD & CALIBRACION
Escala do Longitud da onda Escala fotomidnica do Absorbancia
Diwinitn Sa ascelac I am Diivinitn Sa asceis - 0,000
Ancho da bands
mupectral: -

‘Wuilocided de barridec Mo aplics

Resultados de la Calibracion:

| An Left)
Calibracion de la escala fotométrica de Absorbancia
L da onda [nm)
440,00 510 S4E1 0,3 [t
Valor cartificads para
ul patron 1. 0e0e [t ] Oaes 1,3338 DaBEs
Indicacian promsdic
dul matrursanba wijato 10482 3,370 03840 13580 [y
o cadibrwcion
Errar da madida
anne o0y T 0TS T
lncert Eumzra
wxpa rdida
= 285 W) 00033 00057 00832 00037 00033
Langitud de onda {nm)
440,00 510 S4E1 0,3 [t
Valor cartifcads para
o a o= 30,5000 0,31 D240 0,335
Indicacian promedic
dul instrumenbo mjetn | 03812 34340 I, SO0 D350 05378
o calibrucion
Ermar da madids
anmd o000 .1 ET. -Dyanes
Incartidumbre
s o9 | DO | DOIE | 00ME | 000
=205 W)
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Anexo 19: llustracion 10. Certificado de calibracion del espectrofotémetro

llustracion 10. Certificado de calibracion del espectrofotdmetro parte 2

1 SCN-DI00ZI21-Z
e
Longitus da snda |nm]
D 1] S0 1l (1]
Valor certificesdo para
o = 18 -} 3,213 05 02208 0,238
Indicacian promedc
del msbrurments mjato | 07090 3, 3080 0,2070 02730 0, 2750
o calibracion
Error da madida
oo o008 -0,z08z T .10 ]
Incertidumbm
ux parddida
[CEF L4 ] 0,039 00805 0005 0.000F 0,0
Calibracion de la escala de Longitud de onda
Valor certifcads para | [ndicscian promadio Error &a medels Iremrtdumbre expardida
ol patron dul cabrardo promed ic [k = 2 35 %]
[am} [rm )i {nmj Lrmj
351,40 360,00 a1, 0,59
47,20 44500 =2 2 0,59
537,00 535,00 =2, 00 0,59
Mofas § Aclarsciorss:
= ki
(1} Tampeatea: 20,7 21,55% Furrariad Rk a: GEE £ ID) W
Li amor=angd regeks mpechal e wl o i crsaesce oo S simbnin “ 1 de la unidad Gal
[x]) 7 “amn™] cLsande wrccs ol sakr Su Ll rruagrk ooy Sl THITMC s .

[5]  © it no e ajusis, por o gue ol srvor incil i S Foend] el e Sl (A L ) e el msmo.
(2] Extwcrtican moeTo o malcs a crificadn SOA-D00ITIL
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Anexo 20: llustracion 11. Certificado de calibracion de la pipeta de 5 mL

llustracion 11. Certificado de calibracion de la pipeta de 5 mL

P, o
ENTIFICATION AND CAPACI'! Y
WACITE | CERTIFICADO DE TDENTIESAGION Y CAPACIDAD)

VO | R Wtelran e o Ll ol e widihy aba)s =8
erifs sekom L ol A8 9 e—ﬁmamwam

The vabsmtrls ghin e aninel bereen hn 2
een chechnl I8 weordeie with ASTM =

-mlhdr AT vk GO s worc Tlasd L] Tax el conoge s rgde e axe ASTM & 32y w4 bl s enen e
ool wh e Clas 4 dcrence exhrcee de rddeaapde 1 Dihe 4 06 M Anh«hu-ﬂ-—mnu.\w

wmmumﬂ wreree ASTM m

<
Al caldeatien oqugreent G choded rmstech Toss fe mroserl INM o soniis tunulqup«umu esamBols
and i mncebie todi MST srlavcel gremen 0 mew,» JaNIsT FeCmereETIEES ¥ 65 IM e o NIST

¥

.
Serua Nurmber [ Namin &6 Sdike (Mlimmeso de Sone - CDrseN mnmwmmmm Acosees
ASTM Metiod ¢ Middnds ASTM ) Metodo ASTS . Enn
Caabag Moavher / Non e Csdegae (Nfrecro dc Ol TS
Descatption | Descrignon f Des erpodo * mfA CAUSERIALCERTIMCADA /N4 PIFET CEXTSERIAL
Carrecly Specsicacn | Capactd SpecBeaton / Fepeeificasion de u».n.d SO 4 00200 =
Acsod Capasity / Lu-:u Rad! (e 090 Reod dgdis mi
Expedad L 601 Toceasd Expwratats® . AT =
Mawcr weadst st test vmmuumw!c ( Jargo wucsin 3¢ peswn R LT Rstseitde & CENAN I NIST

*Facioe ! Pasto | Factor 1<

Centied by | Catifié yu ¢ Corn ficudd por 50 4
Frigees Seendro Kasa N v Gastare Lipex Chapa i

Tewur 340 Thae O Manmser | Gowt 8 L'AG ¢ Gre. Calidad UOperein | Opérzaky | (pasacer
Con g Masaith A A it ¥

f::;:,'uuu-m e g‘\z.‘::::...m l‘\() 9001

Ko Bl A ED GISTE D

Certificae No. 208285 FOGOGCA50

llustracion 12.Certificado de calibracién del balén 100 mL

Certificate of Calibration % Tavorsromy
A Aamian e
The volumetric glassware identified herein has been tested in accordance with El volumétrico de vidrio abajo descrito ha sido probado de acuerdo con el
ASTM standard E 542 - 01(2012). and s calibration was found to comply with estandar ASTM E 542 - D1(2012), y su calibracién se encuentra dentro de
the Ciass A of ASTM. All are los requerimientos Clase A que marca ASTM, Todo el equipe de
checked regularly and are traceabie 1o NIST / CENAM os veri ves 2 NIST/ CENAM.
Certificate ID / Folio 0000280766
Date of Calibration / Fecha de Calbracion: 07/26/2019
Serial Number / Nimero de Serie: citisor e R s
B N Mo daSaie Procedure: PGOINGOS Calbraion of solumetns gfesswre
Description / Descripcidn: MATRAZ VOLUM CERTIFICADO T.VIDRIO
Capacity de Capaci 100ml  +-0.08 ml
Actual capauy/caaamau Real; 100.010 4 mi
x 0.031 (%) Factor K =2
Master wegm Set/ Juegn Macsiro da Pesas: 4000017785
Environmental Conditions. Trials (Volume in mi)
e — - -
Temperature ("C): 2200 s PR R T 3 3
HumidRy (%): 6013 | 100.013 1 100.0143 1000136
Calibrated By / Calibrado Por- Authorized By / Autorizado Por
@ gl IS0 9001:2015 NMX-EC-17025-IMNC-2018
s CERTIFIED ISONEC 17025:2017
158176 ACCREDITED LABORATORY
Aracely Perez Torres Iscael Cuella -
Pt St AR ey Flls: 051708 e
This celificate may not be reproduced in part, in any form by any means, or by any person or organization without authorization from Coming Incorporated.
Coming Mexicana SA de CV | Antgqus Carratara a Ronus Klrl 3 5 | San Nlcc(zs 05 looeauz NL Mexico | 66480
Phone: +52-818-188-8400 | Emad: grpelmienming oo oS Resiming FGCGCO30
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Anexo 21: Hustracién 13. Certificado de calibracion del balon 1000 mL

llustracion 13. Certificado de calibraciéon del balén 1000 mL

1‘%
e SINA A
L Certificate of Calibration = Ao
. ACCaRDITID V AR
Tha vourmetril gasawirs dentifed hersin has teen tested It pscordance mi Bl wohsmanizo de WENS oo 0es0riio ha 500 probado de acusrds com ol
ASTM sardand E 542 < 01020120 and s calbealion was found o comply mi wathnder ASTM E 542 - 012012, y 0w colbiaosin s sncusnira denso da
e Class A req. ol ASTM. AR e e meguenimientos CRee A Quo marca ASTM. Todo & squpo e
checked regulisly 4nd ers Taceabie 1o NIET ) CENAM s Mo ¥ &6 rastreate 3 NSTI CENAM
Cotfizate O ( Folo QO0ERE3E3
Date of Caltrason ) Fecha o Calrackin 12052018
e ; Q (s
G e Nimers o S caisate l...‘...““'m..z::.::. ki gusrosn
Descrigion ) Descripoion: J MATRAZ VOLUN CERTIFCADO T.VIDRIC
= ! daC 1000 mi =03 m
waﬂ ( Copacidad Reat 1000133 8 ml
ypanced U driy | Inanidumbee B dda* 00084 [N Faclor K» 2
Merder Weght Set / Juege Masstro de Pesas 1000105428
Ervironmentsl Conditions Triws (Velune s )

Terpetatire |'C) R O

I, e
1000102 5 10007226 10000825

e 180
Cabeatnd By ( Cabtrado Por Ao By | Aaoras P
‘-r At 150 8001 2015 NCEC A TR IMNT-2018
gt CERTIFIED ISOREC 7252017
ol ACCREDITED LADORATORY
Verteica Lucers Dia Pacils leraed Coollar e 1931700 N s
Caltrwse Tosb o be g wmmy —
This Carficane may NOt D Meprosuoed In port, I Ay Fomm By My Teans, o by Any pers o orgwe Wit et i from Coming

Carng Nesowss 84 de G | Ardgua Camesnd » Rorrs Km 3.5 | Sas Nicolla do ©s G, KL Miodes | 05450
Phona +52-2%- 2530400 | mel (00l @xen #0.50F | ST E LR e con reCGoTn
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Anexo 22: llustracién 14. Certificado de calibracion de la termocupla (termdémetro digital)

llustracion 14. Certificado de calibracion de la termocupla (termémetro digital)

Calibration complies with ISONEC ©
17025, ANSI/NCSL 2540-1, and 9001

Qe Cert. No.: 4015.8808456
Traceakio® Cartificate of Calibration for Tots-Range Thermometer

Marafastuind N end daybouted by, Paser Soerstc, 300 ndustyy Dtve, Pllssengn BA 152751001
Instrument identification:

Mode! Numbers 15-077-34, 11740785 S 170638008 Manutacturer: Contrel Compary

StandardwEquipment:
Doazrgrton Senl Nunter (e Larte NST Traszatés Revdacence
__Tharmsscaupe Sivaae e 3043311 T IR0
Centificste information: =
Technicums: 177 Prosape CAL 401508 Cul Oue AN5N17 Due Do: W1V48
Test Cordtons. MC S70%RH 1010 mBar
Calibration Data: (New instrument) =
Ureis) Morired | AsFaese | ol | MNorredl | Aslem | mTo Ne | M W | Tum
e Nl R Dt | 7 7 ae | v | a0 | 10 | e | =i
WA eom | s | v | wo | vemo | aw | i
o) wes uming [ 1o Murdorod Iratiuse of Standards and Teshnokgy

A Tt (rpamninty (00 0 0 0014 ) & Sl A s e T I O W 1 SR 00 T S St i b By Uttty vaii rutsbet S rainent
. - | M -y
S e & WS s e i G SOROR 4 T ¢ e N o o ™ T

oty =T e ] w T
h__" u.—' nn—l":': D.v- i el Wbt et Lmrtaray TL8 s Tont Liatarsy St

ﬁivg- 3 000 VA T
an«mq — -

vour oo ] [y
"0—* » hargm e 4 norwx-hmhﬂv—‘-:::\—-::—v”‘ o e
Mallmuoa —

Vet ity Tym—y vwIe (O0eD Lomgay

CONTROL CONPANY 12554 Gatwaeizn RO Sabe BI38 Watater TX USA 77008
Phore 281 402474 r«-mmm serviceficontroil com  www. coneald com
Comem Curowsy D3 17050 2000 Salbewter | A 8000 ¥ e Ll
Gy Dwmpaoy 0 2 x-mmo-o-u (DA, ot berwnn Vomnae, Carvtrme M QOR'T 4100 S008 AQ STUMA
T ATy ACOMOMIGN LOiw W DAL  Wdiae o g .
Pl o1 L [ —— PE ey —
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Anexo 23: llustracion 15. Certificado de pureza del estandar KHP

llustracion 15. Certificado de Pureza del estandar KHP

Certificate of Analysis

Certipur” Certified Reference Material

Producer: Marck KGaA, Frankfurter S4r. 250, 64293 Darmstadt, Geemany

Accroditation: Tha laboratoty of Merck KGaA. Darmsta, Genmany for rafolence
matorials In LMoty 5 0cGrodhed e CAICLoN BOoMIIoNy BTooRANg o
DN EN ISONEC 17028

Description of CRM: P ium hydrogen phthal

Ortimring number: 1 G400 000

Lot number 1828000

Composition Potmsium bycrogen phthsis

Certified value and

100.00 % £ 0.05 %

Ntiss TR on 1 wakght PerCin! wilh sopa B s seranl Jnosts ety

The expandod moasurement uncartalnty U & caloulaod as

U % & Gursawnanes. Whice A = T 1 Ihe covrage Tactor 1ot & $0% coverage
PIODSEAT Y B0 Lomgrgstymntee 18 306 COMDNGD MMERUIBMSN UnCaEdty »
sccoedance 10 DIN EN ISCAEC 17025

Muthod of analysis Th conlfind mass fraclion wias detemned by polertioralic Hration wih
sodium hydioxide as Uraton soloton. The cortifiod vl % baced on &
NORCLE Maes M« 204 222 ool dried substance

Traceability This olumetc standard s dincly racsalie 10 T comesponding pamary
standwd NST SRM® patasshum hydrogen phivaiate B4L
NIST Matored attee of Tiarineis ae Tachaiogy Outwating, LRA

Storage: Sioca at +15 “C 10 +25 “C ughtly dosad i he otiging conmisiner and

Appication and correct use:

protoct from light and motsture

Tris velamatne sandand s inended for stansardiaation of velumetne
solons 7 accordance to e chapier reagenia of the Pharmnzopoeia
(Ph, Eur, USE) The voumenc stendord potazsum hydrogen prtholate
must be dried at 120 °C 4o Z hours befers use

198

Date of releaso: FURE AR F3
Expiry Dato: 2T
A %laﬁ'x'nz
Digd <ing  Ayfer Yikdrin
(Laboratory Manages)
1.02400 0083
Merch K004 - Pranichurter Strafle 250, 5420 Danmitadt, Gerrarty: « 41 R4 720 824000
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Anexo 24: llustracién 16. Certificado de pureza del dicromato de potasio

llustracion 16. Certificado de Pureza del Dicromato de potasio

e —————

W wew s Eaaiera b raey

Certificate of Analysis - Certified Reference Material

Certipur® Potassium dichromate

Prodect no.: 1.02403.0060

Lot nou: 1524030

Description of CRM: Potassium Sxmromate

Expiry date; 2024/0¢/20

Storage: +15%C to + 25°C tightly closed In the trignal containes and protect from g and
mostue

Composition: Potassum dichromaete

Analyte Certified value 53 mass fraction 'Aur\-'Ra'mI uncsrtainty, U=k u
(A=2) an manss Teaction

Mass fraction 9994 % £0.11%

Metrological tracwabifity Dirsctly trazeable tn the mrresper ding primary Sandare NIST SRM Potassium
Sichromate Linf

Measurement method: The certifed mass fracton was determined by potentomatne Ulrasion with
sodiom thicswfate 35 btration solticn. The cemified value % Dazed on &
maoleculer mass M = 254181 g/mol dried substance

Intonded use: Ths volumetric stansdard s Intondad for standardsation of volimetric solusons
N acccrdance to the chepter reagents of the Marmacoposis {USP)

Instructions for handling The volumesne standacd & dichro: o

d R Fotassum dichromate st bo dried at 110 °C for 2
and correct user FOUrs bafers wme, :

By wRhin-unt homogeneity stugies a menkamem weghan quastiy of 150 mg way
detmrrines

Accreditation: Merck h'-?‘:t Darrwtam, Gemany 1= accresited by the German accreditation
puthonty DAKLS as regstamnd reference material producer D-RM-15185.01.-00
W0 accordance with 150 17034 and registered cal Braton Inborstory
D-K-15185-01 00 scenrd Ny o DIn =N ISO/IEC L7025,

Certificate lssue date; Setarmer 09, 2019

( Du?:.’:..m A Yilaireme

Ol dag. Axter Yighvim

rase 5 ’
"o S0/30C 17024 (Resoensbin QT Lanoratery Menscar)
Mas Kogh Guy Mathed Gervary Tel 430781 13 I
LMD Whaare Cortes avn A0 Sorwt Swvw Buriagion MA LWED UK, Tel #1418 redsin
_'na.“w‘--. 8 Co € Whewe Cormant 138 398 Weates Pan Of e
Sobwns | P AR o+ v e <
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Anexo 25: llustracién 17. Certificado del material de referencia (MRC) rango bajo
lustracion 17.Certificado del material de referencia (MRC) rango bajo
PT Scheme Water Pollution for Wastewater

Product Name Demand PT Round Number 324
Lot Number P324-516

Analyte (CAS) COD (—)

Group Summary

Relative Recovery 95.1 %
Formulation/Certified Value 54.7 mgfL
Uncertainty of Certified Value 0.322 %
Assigned Value (X) 54.1
Robust Mean 541
SDPA 554
Satisfactory Range 43.0-865.2
Average Relative Recovery 98.9 %
Relative Standard Deviation 10.2 %
Percent Acceptable 88.6 %
MNumber of Data Points 167

Method Details

Ultraviolet or Visible Mo

Robust Mean 54.4
SDPA 5.85
Data Points 118
Satisfactory Range 42.7 - 66.1
Average Percent Recovery 99.5%
Relative Standard Deviation 10.8%
Percent Acceptable 94.9%
Your Method z Score -0.411
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Anexo 26: llustracion 18. Certificado del material de referencia (MRC) rango alto

llustracion 18. Certificado del material de referencia (MRC) rango alto

PT Scheme Water Pollution for Wastewater
Product Name Demand PT Round Mumber 300
Lot Number P300-516

Analyte (CAS) COD(—)

Group Summary

Relative Recovery 101 %
Formulation/Certified Value 130 mg/L
Uncertainty of Certified Value 0.355 %
Assigned Value (X) 130
Robust Mean 130
SDPA 9.52
Satisfactory Range 111 - 1489
Average Relative Recovery 99.9 %
Relative Standard Deviation 7.33%
Percent Acceptable 90.8 %
MNumber of Data Points 163

Method Details

Ultraviolet or Visible Mo

Robust Mean 130
SDPA 8.91
Data Points 127
Satisfactory Range 112 - 148
Awverage Percent Recovery 99.8%
Relative Standard Deviation 6.86%
Percent Acceptable 92.1%
Your Method z Score 0.131
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Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para

Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el

Anexo 27: Tabla 25. Resultado verificacion calibracion matraz volumétrico 1000 mL

Matraz VVolumetrico de 1000 mL
.. Masa Inicial Masa Final Mc-Mb
N° Mediciones
Mb (9) Mc (9) @

1 264.4 1259.5 995.1

2 264.4 1259.4 995.0

3 264.5 1259.6 995.1

4 264.4 1259.4 995.0

5 264.4 1259.4 995.0

6 264.4 1259.5 995.1

7 264.5 1259.5 995.0

8 264.4 1259.4 995.0

9 264.4 1259.5 995.1

10 264.4 1259.4 995.0

X media 264.4 1259.5 995.0

S 0.0422 0.0699 0.0516
Tolerancia 0.30
Volumen Real (mL) 994.8
Ince rt@umbre 0.176

expandida (mL)
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Anexo 28: Tabla 26. Resultado verificacién de calibracion de la pipeta graduada 5 mL

Pipeta Graduada de 5 mL
. Masa Inicial Masa Final Mc-Mb
N° Mediciones
Mb (9) Mc (9) @
1 29.3786 34.3750 4,9964
2 29.3788 34.3780 4.9992
3 29.3786 34.3814 5.0028
4 29.3788 34.3784 4.9996
5 29.3786 34.3787 5.0001
6 29.3786 34.3778 4.9992
7 29.3786 34.3782 4,9996
8 29.3788 34.3752 4.9964
9 29.3786 34.3734 4,9948
10 29.3788 34.3784 4.9996
X media 29.3787 34.3774 4.9988
S 0.0001 0.0023 0.0023
Tolerancia 0.02
Volumen Real (mL) 4.97
Ince rtlfjumbre 0.0040
expandida (mL)
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Anexo 29: Tabla 27. Resultado presupuesto de incertidumbre en la calibracion del matraz

volumétrico de 100 mL

Presupuesto de Incertidumbre en la Calibracion de un Matraz Volumétrico 100 ml

. , Incertidumbre |  Coeficiente de
Valor Fuente de  {Incertidumbre|  Tipo de , L . Grados de
Fuente i Informacién Original | Distibucion Esltj?:it)jar SeHSIE:lldad Contribucion ui(y) (cm3)[  (ui(y))2 lbertad
Mb 69.0304 g
. . A, normal
Repetibilidad mediciones 0.0000 ¢ Ke1 0.00005¢ |-1.003623079 cm3/g -5.01E-05 2.51E-09 9
Resolucion escala 0.0001g |B, rectangular |0.000028868 g|-1.003623079 cm3lg -2.90E-05 8.41E-10 | 1.00E+02
Calbracitn et | gonrag | B | goeg |o0s2a0r9ensy 60204 3GET | 50
calioracion K=2
Mc 168.788 ¢
- . A normal
Repetibilidad mediciones 0.0000 g Ke1 0.0078g |1.003623079 cm3/g 7.83E-03 6.13E-05 9
Resolucion escala 0.0001g |B, rectangular |0.000028868 g| 1.003623079 cm3/g 2.90E-05 841E-10 | 1.00E+02
Calbracitn a0 e | oonrag | B | ooeg |1ovsszanocndg| 60204 3GED | 50
calibracion K=2
Densidad del agua (T) |0.997561 g/em3|  calculada vertabla2 | vertabla2 | 2.88976E-05 | -100.4641cmblg -2.90E-03 8.41E-06 100
Densidad aire 0001171 gem3|  calculada vertabla3 | vertabla3 |1.35E-06 g/em3| 99.73465 cmbly 1.35E-04 1.82E-08 100
Densidad masas 8 referencia 0.08 g/em3 |B, rectangular | 0.0046 g/cm3 | 0.001832 cmbly 8.43E-06 7.11E-11 100
Coeﬁcg,nte Qe. 1.0E-05K-1 |  referencia  |0.000005 K-1|B, rectangular (0.00000289 k-1I -290.3027 cm3*K -8.30E-04 7.04E-07 100
expancion clbica
Temperatura 239
Resolcion escal 01°C  [Brectguer | 0.020°C | -0.00000cmBFC | -0.000029 BAIE0 | LOOE#2
termometro
Calbracon cetfcadode | oo | B 5o | ooomooomare | -00000s 250609 | 50
termometro calibracion K=2
Esabiiad e Cakubda | 05°C [Brectnulr | 008°C | -0001000cmarC | -000008 BAOE-09 | 100E+06
temperatura
Incertidumbre estandar combinada Uc(V20) = 0.008 cn’
Grados efectivos de libertad Vef= 98
Incertidumbre expandida U(\V20)= 0.0162 c’
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Anexo 30: Tabla 28. Resultado del presupuesto de incertidumbre para la determinacion de

la densidad del agua en el matraz 100 mL

Tabla 28. Resultado del presupuesto de incertidumbre para la determinacion de la densidad del agua
matraz 100 mL

Presupuesto de Incertidumbres para la Determinacion de la Densidad del Agua Balén 100 ml
Magnitud de entrada Incertidumbre
. . Valor estimado Fuente de Incertidumbre Tipo de i Coeficiente de contribucion,
Xi Fuente de . ., . o Estandar o . .
. Xi Informacion Original Distribucior . sensibilidad, ci ui(y)
Incertidumbre |~ - - - u(xi) |~ -
Temperatura 22.9 -
Resolucion del L o
) Division de escala 0.1°C B, rectangular 0.029 -0.001000 g/cm3/°C| -0.000029 g/cm3
termdémetro
Calibracion del certificado de . B, normal .
, L 0.1°C 0.05 -0.001000 g/cm3/°C| -0.00005 g/cm3
termémetro calibracion K=2
Estabilidad de la o .
calculada 0.5°C B, rectangular 0.08 -0.001000 g/cm3/°C| -0.00008 g/cm3
temperatura
Incertidumbre
pA= 0.997561 g/cm3 . 2.88976E-05
combinada=g/cm3
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Anexo 31: Tabla 29. Resultado del presupuesto de la incertidumbre para determinar la

densidad del aire en matraz 100 mL

Tabla 29.Resultado del presupuesto de la incertidumbre para determinar la densidad del aire en matraz

|lOO mL

Presupuesto de Incertidumbres para la Determinacion de la Densidad del Aire Balén 100 ml

Magnitud de entrada X X : Incertidumbre - o,
X Valor estimado Fuente de Incertidumbre Tipo de , i Coeficiente de Contribucién,
Xi Fuente de X ~, . o, Estédndar Grados de Libertad o i X
. . Xi Informacion Original Distribucion . sensibilidad, ci ui(y)
incertidumbre u(xi)
Combinacion B
Presion atmosferica 101525 Pa de 27.8Pa 27.8Pa 139 1.17574E-05 Kg m-3 pa-1 3.27E-04
. . Normal, k=1
incertidumbres
Cali i6 | B
alibracidn de Certificado 10Pa 5Pa 100 1 5Pa
barémetro Normal, k=2
Resolucion del Resolucion B
) --- . 10Pa Rectangular, 2.9Pa 100 1 2.9Pa
barémetro digital
k=1
- o B
Estabilidad de la Variacién de la X
., , . - ., 63 Pa Triangular, 27.1Pa 100 1 27.1Pa
presion atmosferica presion kel
certificado de B
Temperatura del aire 239 thicado 0.1 0.05°C 100 -0.004497713 Kg m-3°C-1|  -2.25E-04
calibracion Normal, k=1
Calibracion del B
alibracion de Certificado 0.076°C 0.038 °C 100 1 0.038
termémetro Normal, k=2
B
Resolucion del Resolucié
esolucion de esolucion 0.1°C Rectangular, |  0.029 °C 100 1 0.029
termémetro digital
k=1
Estabilidad de la Variacién de la B
- 0.1°C Triangular, 0.020 °C 100 1 0.020
temperatura temperatura el
Humedad Relativa del Combinacién B
R 63.0% de 0.48% 0.0048 145 -0.013114179 kgm-3 -6.29E-05
aire X ) Normal, k=1
incertidumbres
Calibracién del = B
L, --- Certificado 0.74% 0.0037 100 1 0.0037
Higrometro Normal, k=2
Resolucion del Resolucion 8
L, --- . 1% Rectangular, 0.0029 100 1 0.0029
higrémetro digital
k=1
. o B
Estabilidad de la Variacion de la .
i - 0,4% Triangular, 0.0008 100 1 0.0008
Humedad Relativa H.R. kel
Constante Rde los 8,31451) Tablas 8.4x 10-6J mol” B 8.4x 10-6J mol- %0 -0.14251613 kg m-3J-1 mol -1.20E-06
gases mol k! 1t Normal, k=1 1K-1 K kg/m3
B
Ajuste de la ecuacion - Tablas 1x 10" Relativa, 1.17E-04 kgm3 50 1 1.17E-04 kgm3
normal k=1
Densidad del aire = 1.1712 Kg/m3 Vlpa) 315 Uga= +0.00135 Kg/m3
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Anexo 32: Tabla 30. Resultado del presupuesto de incertidumbre para determinar la

densidad del aire en pipeta graduada de 5 mL

Tabla 30. Resultado del presupuesto de incertidumbre para determinar la densidad del aire en pipeta
graduada de 5 mL

| Presupuesto de Incertidumbres para la Determinacion de la Densidad del Aire Pipeta Graduada 5 ml

Combinacion B
Presion atmosferica 101525 Pa de 27.8 Pa _ 27.8 Pa 139 1.1796E-05 Kg m-3 pa-1| -3.28E-04 Kg/m3
. . Normal, k=1
incertidumbres
Calllbramon del --- Certificado 10 Pa B 5Pa 100 1 5Pa
barémetro Normal, k=2
. . B
Resolucion del Resoluci6
esf) uclon de - es9 {Jmon 10 Pa Rectangular, 2.9 Pa 100 1 2.9 Pa
barémetro digital k=1
- o B
ESIaP,“'dad (’16 Ia_ - Va”amo.r! de la 63 Pa Triangular, 27.1 Pa 100 1 27.1 Pa
presion atmésferica presion kel
Ll s euleie 22.9 certificado de 0.1°C B 0.05°C 100 0.004446184 Kg m-3 °C-| -2.22E-04 Kg/m3
aire calibraciéon Normal, k=1
Callb’rauon del - Certificado 0.076 °C B 0.038 °C 100 1 0.038 °C
termémetro Normal, k=2
. . B
Resoluci6 | Resoluci6
esolucion de esolcion 01°C | Rectangular, | 0.029 °C 100 1 0.029 °C
termometro digital k=1
- L B
Estabilidad de la Variacion de la .
' : 0.1°C Triangular, | 0.020 °C 100 1 0.020 °C
temperatura temperatura kel
A Combinacion
H Rel B
umedad Relativa 55% de 0.48% ~ 0.0051 145 -0.012397729 kgm-3 | -6.32E-05 kg/m3
del aire . . Normal, k=1
incertidumbres
Calbracion del Certificado 0.74% B 0.0037 100 1 0.0037
Higrémetro Normal, k=2
” ” B
Resolucion del Resolucién
esouek ot 1% Rectangular, |  0.0029 100 1 0.0029
higrémetro digital k=1
- . B
Estabilidad de la Variacion de la .
_— 0,
Humedad Relativa HR. 0,4 % Trlall(n_g:tljlar, 0.002 100 1 0.002
Constante R de los 8,31451J Tablas 8.4 x10-61 B 8.4x10-61 50 -0.14317914 kg m-3J-1
gases molt K1 mol*k? | Normal, k=1 | mok1K-1 mol K -1.20E-06 kg/m3
. B
Aluste de la Tablas 1x10* Relativa, 1.18E-04 50 1 1.18E-04 kgm3
ecuacion kg/m3
normal k=1
Densidad del aire = 1.179 Kg/m3 --- --- -—- Ver(pa) 315 Upa= 0.00041 + Kg/m3
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Anexo 33: Tabla 31. Resultado del presupuesto de incertidumbre en la calibracion de la

pipeta graduada de 5 mL

Presupuesto de Incertidumbre en la Calibracion de Pipeta Graduada 5 ml
Incertidumb
Valor Fuente de Incertidumbre Tipode fee ,I Hmore Coeficiente de Contribucidn ui(y) . Grados de
Fuente , y . o, | Estandar [ . (uify))2 :
. Xi . Informacion . Original . Dlstnbuuor‘v o) v sensibilidad - (cm3) > - libertad -
Mb 293787g
- - A, normal
Repetibilidad mediciones 0.0000¢ ) 0.00010g | -1.003466978 cm3/g -1.00E-04 1.00E-08 9
Resolucion escala 0.0001g  |B, rectangular | 0.000028368 g | -1.003466978 cm3/g -2.90E-05 8.41E-10 1.00E402
o certificado de B, normal
Calibracion L 0.0012¢ 0.0006g | -1.003466978 cm3/g -6.02E-04 3.62E-07 50
calibracion k=2
Mc 343774 g
- - A, normal
Repetibilidad mediciones 0.0000g 1 0.0023g | 1.003466978 cm3/g 2.31E-03 5.34E-06 9
Resolucion escala 0.0001g  [B, rectangular | 0.000028868g | 1.003466978 cm3/g 2.90E-05 8.41E-10 1.00E+02
0 certificado de B, normal
Calibracion o, 0.0012¢ 0.0008g 1.003466978 cm3/g 8.03E-04 6.45€-07 50
calibracion K=2
Densidad del agua (T)| 0.997724g/cm3 calculada vertabla 8 vertabla8 | 1.44779E-06 -5.0325cmé/g -7.29E-06 531E-11 100
Densidad aire g/em3 calculada vertabla9 vertabla9 |4.06E-07g/cm3|  4.99755cmb/g 2.03E-06 412812 100
Densidad masas 8 referencia 0.08g/cm3  |B, rectangular | 0.0046g/cm3 | 0.0000092 cm6/g 4.23E-08 1.79E-15 100
Coeficiente d
etiemie fe LOEOSK1 | referenca | 0000005K-1 [Brectangular |000000289k1| -MSM3em3K | 420605 | 176E(9 100
expancion cibica
Temperatura 29
Resolucion del
esolcion ée escala 01°C  [Brectangular | 0029°C | 0000050cm3fC |  -L4SEG6 | 210561 | LO0EH2
termometro
Calibracion del rtificado d B, |
aibracion de CeGAote | 1o norma 005°C | -0000050cm3fC | 25606 625612 50
termometro calibracion k=2
Estabilidad de la . , .
Calculada 05°C B, rectangular 0.06°C -0.000050 cm3/°C -3.0E-06 9.00E-12 1.00E+06
temperatura
Incertidumbre estandar combinada Uc(V20) = 0.002 o’
grados efectivos de libertad Vef= 98
|Incertidumbre expandida U(Vv20)= 0.004 m’
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Anexo 34: Tabla 32. Resultado del presupuesto de la incertidumbre para la determinacion

de la densidad del agua en la pipeta graduada de 5 mL

Tabla 32. Resultado del presupuesto de la incertidumbre para la determinacion de la densidad del agua

en la pipeta graduada de 5 mL

Presupuesto de Incertidumbres para la Determinacion de la Densidad del Agua Pipeta Graduada 5 ml
Magnitud de entrad Incertidumb
agn.| ua de entrada Valor estimado Fuente de Incertidumbre Tipo de fice ,I umore Coeficiente de contribucion,
Xi Fuente de . . . o Estandar o . .
. Xi Informacion Original Distribucior . sensibilidad, ci ui(y)
Incertidumbre + M M M ulxi) |+ M
Temperatura 22.2
Resolucion del L . .
) Division de escala 0.1°C B, rectangular 0.029 -0.000050 g/cm3/°C |-0.00000145 g/cm3
termometro
Calibracion del certificado de . B, normal .
, o 0.1°C 0.05 -0.000050 g/cm3/°C | -0.0000025 g/cm3
termometro calibracion K=2
Estabilidad dela . .
calculada 0.5°C B, rectangular 0.06 -0.000050 g/cm3/°C | -0.000003 g/cm3
temperatura
Incertidumbre
pA= 0.997724 g/cm3 ) 2.89E-05
combinada=g/cm3
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Anexo 35: Tabla 33. Resultado de presupuesto de la incertidumbre para la determinacion de

la densidad del agua del matraz de 1000 mL

Tabla 33. Resultado de presupuesto de la incertidumbre para la determinacion de la densidad del

aire del matraz de 1000 mL

Presupuesto de Incertidumbres para la Determinacion de la Densidad del Aire Balon 1000 ml

Magnitud de entrada . . . Incertidumbre I,
" Valor estimado Fuente de Incertidumbre Tipo de ) . . - . Contribucion,
Xi Fuente de .' . - I u . Ip. - Estandar Grados de Libertad | Coeficiente de sensibilidad, ci ' ~
X R Xi Informacion Original Distribucion ui(y)
incertidumbre u(xi)
Combinacién B
Presion atmosferica 101525 Pa de 27.8 Pa _ 27.8 Pa 139 1.17574E-05 Kgm-3 pa-1 3.27E-04
. . Normal, k=1
incertidumbres
Calbracion del Certificado 10Pa B 5Pa 100 1 5Pa
barémetro Normal, k=2
- " B
Resol | Resol
esolucion de esolucion 10Pa | Rectanguiar, | 2.9 Pa 100 1 2.9Pa
barémetro digital
k=1
. — B
Estabilidad de la Vareciondela | oo o0 | Tranguer, | 27.1Pa 100 1 27.1Pa
presion atmésferica presion o1
Temperatura del 23.7 certificado de 0.1°C B 0.05°C 100 -0.004497713 Kg m-3 °C-1 -2.25E-04
aire calibracion Normal, k=1
Calibracion del . o B o
. Certificado 0.076 °C 0.038 °C 100 1 0.038
termémetro Normal, k=2
. . B
Resolucion del Resolucio
esolucion de esoieion 0.1°C | Rectangular, | 0.029 °C 100 1 0.029
termémetro digital k=1
. . B
Estabil Vi 6 I
stabilidad de la ariacion de la 0.1°C Triangular, 0.020 °C 100 1 0.020
temperatura temperatura ket
. Combinacion
H dad Relat! B
dmedadielativa 65.0% de 0.48% 0.0048 145 -0.013114179 kgm-3 -6.29E-05
del aire . . Normal, k=1
incertidumbres
Calibracion del Certificado 0.74% B 0.0037 100 1 0.0037
Higrometro Normal, k=2
. . B
Resolucion del Resolucio
esolcion de esolucion 1% Rectangular, | 0.0029 100 1 0.0029
higrometro digital k=1
. . B
Estabil Vi 6 l
stabilidad de a ariacionde & | 0 o0 | Triangular, 0.0008 100 1 0.0008
Humedad Relativa HR. kel
Constante R de los 8,314 511 8.4x10-6J B 8.4x10-6J -1.20E-06
Tabl -0.14251613 k -1 mol K
gases molt K! ablas molt K* | Normal, k=1 | mol-1K-1 50 014251613 kg m-33-1 mo kg/m3
. B
Ajuste de | .
Juste de fa Tablas 1x10% Relativa, |1.17E-04 kgm3 50 1 1.17E-04 kgm3
ecuacion
normal k=1
Densidad del aire = | 1.1712 Kg/m3 Ver(pa) 315 Upa= +0.00135 Kg/m3

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman
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Anexo 36: Tabla 34. Resultado del presupuesto de la determinacion de la incertidumbre en

la calibraciéon del matraz de 1000 mL

Tabla 34. Resultado del presupuesto de la determinacion de la incertidumbre en la calibracion del

matraz de 1000 mL

Presupuesto de Incertidumbre en la Calibracion de un Matraz Volumétrico 1000 ml
Incertidumbre | Coeficiente de
Valor Fuente de Incertidumbre | Tipode ) o Contribucion ui(y) , Grados de
Fuente ) ., L. o Estandar sensibilidad (ui(y))2 .
Xi Informacion Original Distribucior . . (cm3) libertad
v v v v v u(xl) v cl v v v v
Mb 26048
o - A, normal
Repetibilidad mediciones 0.0000g 1 0.04216g | -1.003672437 cm3/g -0.04231 1.79E-03 9
Resolucion escala 0.0001g B, rectangular | 0.000028868 g | -1.003672437 cm3/g -2.90E-05 8.41E-10 1.00E+02
o certificado de B, normal
Calibracion L 0.0012¢g 0.0006 g -1.003672437 cm3/g -6.02E-04 3.62E-07 50
calibracion K=2
Mc 1259.5g
. . A, normal
Repetibilidad mediciones 0.0000g -1 0.0699g | 1.003672437cm3/g -0.07016 4.92E-03 9
Resolucion escala 0.0001g B, rectangular | 0.000028868g | 1.003672437 cm3/g 2.90E-05 8.41E-10 1.00E+02
certificado de B, normal
Calibracion o, 0.0012¢g 0.0006g | 1.003672437 cm3/g 6.02E-04 3.62€-07 50
calibracidn K=2
Densidad del agua (T)| 0.997513g/cm3 calculada vertabla5s vertabla2 | 2.88976E-05 | -1002.2444 cmb/g -0.028% 8.39E-04 100
Densidad aire calculada vertabla6 vertabla3 |1.35E-06g/cm3| 994.85525cm6/g 1.34E-03 1.80E-06 100
Densidad masas 8 referencia 0.08g/cm3  |B, rectangular | 0.0046g/cm3 | 0.018289 cmb/g 8.41E-05 7.07E-09 100
Coeficiente de i
o 1.0E-05K-1 referencia 0.000005K-1 |B, rectangular |0.00000289k-1| -3095.6852 cm3*k -8.95E-03 8.01E-05 100
expancion ctibica
Temperatura 237
Resolucion del
, escala 0.1°C B, rectangular 0.029°C -0.009986 cm3/°C -2.90E-04 8.41E-08 1.00E+02
termémetro
Calibracidn del certificado de . B, normal
) o 0.1°C 0.05°C -0.009986 cm3/°C -4.99€-04 2.49E-07 50
termémetro calibracion K=2
Estabilidad de la .
Calculada 0.5°C B, rectangular 0.08°C -0.009986 cm3/°C -7.99-04 6.38E-07 1.00E+06
temperatura
Incertidumbre estandar combinada Uc(V20) = 0.087 m’
grados efectivos de libertad Vef= %8
Incertidumbre expandida U(V20) = 0.176 m’

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman



AUTONO

UNIVERSIDAD
NACIONAL

MA DE

NICARAGUA,
MANAGUA
UNAN - MANAGUA

Validacion y Estimacién de la Incertidumbre de una Metodologia Analitica para
Determinar la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en Aguas Residuales por el
Método Colorimétrico de Reflujo Cerrado, Laboratorio Ambiental PRONIC de
Nicaragua, Febrero — Noviembre 2022

212

Anexo 37: Tabla 35. Resultado del presupuesto de la incertidumbre para la determinacion

de la densidad del agua en el matraz de 1,000 mL

Tabla 35. Resultado del presupuesto de la incertidumbre para la determinacion de la densidad del agua en
el matraz de 1000 mL

Presupuesto de Incertidumbres para la Determinacion de la Densidad del Agua Balon 1000 ml

Magnitud de entrada Incertidumbre
8 . Valor estimado Fuente de Incertidumbre Tipo de i Coeficiente de contribucion,
Xi Fuente de . ., L. o Estandar o . .
. Xi Informacion Original Distribucior . sensibilidad, ci ui(y)
Incertidumbre |~ M v u(xi) |+ M
Temperatura 23.1
Resolucion del
) Division de escala 0.1°C B, rectangular 0.029 -0.009986 g/cm3/°C | -0.000289 g/cm3
termometro
Calibracion del certificado de . B, normal .
, L 0.1°C 0.05 -0.009986 g/cm3/°C | -0.000499 g/cm3
termometro calibracion K=2
Estabilidad de la . .
calculada 0.5°C B, rectangular 0.08 -0.009986 g/cm3/°C | -0.000799 g/cm3
temperatura
Incertidumbre
pA = 0.997513 g/cm3 . 2.88E-04
combinada=g/cm3

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman
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Anexo 38: Gréfica de la linealidad del sistema (Instrumento) rango bajo en DQO

Modelo Lineal
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40 60 80 100
* Curval
\ ® Curva2
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y =-0.0032x+ 0.0393
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AN

Lineal (Curva 3)
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Anexo 39: Grafica de la linealidad del sistema (instrumento) rango alto en DQO
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Anexo 40: Gréfica de la linealidad del método (instrumento) rango bajo en DQO
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Anexo 41: Grafica de la linealidad del método (instrumento) rango alto en DQO
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Anexo 42: Fotografias del proceso

Verificacion del matraz de 1,000 mL

Verificacion de la pipeta graduada 5 mL

Br. Yasser Alfredo Rodriguez Aguilar
Br (a). Alejandra Marina Zapata Guzman
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Anexo 43: Fotografias del proceso

- _[; W Fi
m.
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"a

Preparacion de soluciones Preparacion de las curvas de calibracion

Llenado de los viales
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Anexo 44: Fotografias del proceso

Digestién por 2 horas 150 °C Invertir los viales

Reposar y leer la concentracion en el espectrofotometro
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