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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacidon es proponer la verificacion de los
parametros de calibracion para un espectrofotbmetro visible modelo Hach
DR2700.

Se determind: la exactitud de la longitud de onda, la exactitud fotométrica, la
precision fotométrica, la precision de la linealidad fotométrica, la Luz difusa o
parasita y el ruido de fondo. El estudio fue realizado en el periodo de abril — junio
de 20109.

En el estudio se utilizé: solucion de sulfato de cobre en acido sulfarico, solucion
de acido sulfarico 0.005 mol L' y patrones para fotometro Spectroquant
PhotoCheck, para la evaluacion de los parametros a longitudes de onda
especificas en el rango visible, el método de espectroscopia visible y se siguio la
misma metodologia de manejo y lectura de soluciones de referencia en el
Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

De las pruebas realizadas, la mayoria mostraron resultados conformes a
excepcion de la exactitud y precision fotométrica, cuyos valores sobrepasaron los
criterios establecidos, lo cual pudo deberse principalmente a la calidad de los
reactivos utilizados ya que no presentaban trazabilidad metrolégica con un patrén
reconocido (como el National Institute of Standards and Technology).

Sin embargo, en las pruebas en las cuales se aseguré el uso de un material de
referencia trazable como escala y exactitud de la longitud de onda, Linealidad
fotométrica y la Luz difusa o parasita los resultados fueron conformes.

Por lo cual el desarrollo de este trabajo aporta un insumo importante debido a la
poca cantidad de investigaciones realizadas en el area de calibraciones y sirve
como referencia para futuras investigaciones que puedan ser ampliadas a otros
equipos en el aseguramiento de la valides de los resultados obtenidos y que en

los laboratorios que se utilicen provean de datos confiables.
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1.0 INTRODUCCION

En todo laboratorio se realizan mediciones a muestras que se desean cuantificar,

contrastandolas con estandares o patrones de referencia con un fin determinado.

Para verificar la buena medicion utilizamos patrones internos de laboratorio o
patrones de referencia trazables a un organismo de metrologia, que son
ampliamente utilizados para las calibraciones de los equipos, esto sirve para
conocer el estado del equipamiento analitico y poder efectuar las correcciones
necesarias para asegurar su correcto funcionamiento (Norma ISO 11843, en

referencia a los procesos y los tipos de equipo de medicion).

El trabajo experimental se realizé en el periodo de abril a junio de 2019, en el
Laboratorio Fisicoquimico de aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de la

Universidad de El Salvador.

Como resultado se obtuvo informacion de la medida actual del equipo, es decir
un diagndstico del instrumento, que garantiza la comparacion de los parametros
esenciales como: la exactitud de la longitud de onda, la exactitud fotométrica, la
precision fotométrica, la precisién de la linealidad fotométrica, la luz difusa o

pardsita y el ruido de fondo.

Este tipo de investigacion sera de beneficio para entidades y organismos publicos
y privados que llevan a cabo analisis cuantitativos en equipos de espectroscopia,
ya que podra servir como aporte para la aplicacién de protocolos relacionados al
tema de aseguramiento de la validez de resultados de andlisis utilizando técnicas
espectroscopicas; ademas de ser una fuente de informacion o antecedente en la

aplicacion de protocolos de calibracion.
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2.1

2.2

2.0 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Proponer la verificacion de los parametros de calibracion para un

espectrofotometro visible modelo Hach DR2700.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

224

Elaborar el protocolo para la verificacion de la calibracion del

espectrofotémetro Hach DR 2700.

Determinar los parametros: exactitud de la longitud de onda, exactitud
fotométrica, precision fotométrica, precision de la linealidad
fotométrica, Luz difusa o parésita y el ruido de fondo del equipo Hach
DR 2700.

Especificar el formato para el registro de las evaluaciones para la
verificacion periddica del equipo, en los parametros de control de: la
exactitud de la longitud de onda, la exactitud fotométrica, la precision
fotométrica, la linealidad fotométrica, Luz difusa o parasita y la

determinacion del ruido de fondo.

Redactar un informe de los resultados de las verificaciones de la

calibracion realizadas al espectrofotometro Hach DR 2700.
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3.0MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES

La calibracién en el analisis instrumental estd presente en distintas areas del
desarrollo profesional del quimico farmaceéutico, como, por ejemplo: la industria
farmacéutica, la agricultura, la fabricacién de alimentos, el tratamiento de agua,

el control de la calidad y en otras areas.

La calibracién se deberia realizar, por la conviccién de que su ejecucion aporta
valor al sistema de calidad, aunque la principal motivacién de realizar una
calibracion suele ser por un requerimiento normativo o legal, como un requisito
de un sistema de gestion, por ejemplo, la norma ISO 17025. En ambos casos
debe ser una operacion planificada y sus resultados deben ser verificables

conformes a un criterio de aceptacion/rechazo preestablecido.

Cada laboratorio debe tener personal competente para ser capaz de superar los

alcances para calibrar equipos de medicion. o

El personal del laboratorio puede realizar la calibracion de estos instrumentos
emitiendo un certificado, lo cual consiste en la comparacion del equipo con
materiales de referencia certificados y de preferencia utilizando métodos

validados. ¢

A. FINALIDAD DE LA CALIBRACION DEL INSTRUMENTO g

La calibracion se refiere al acto de evaluar y ajustar la precision y la exactitud de
los equipos de medicion y por lo tanto esta destinada a eliminar o reducir el sesgo

en las lecturas de un instrumento en un rango para todos los valores continuos.

(11)
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La precision es el grado en que las mediciones repetidas en condiciones sin
cambios muestran el mismo resultado mientras que la exactitud es el grado de

cercania de las mediciones de una cantidad a su valor real. ay

Para este proposito, los estandares de referencia con valores conocidos para
puntos seleccionados que cubren el rango de interés se miden con el
instrumento. Luego se establece una relacion funcional entre los valores de los
estandares y las medidas correspondientes, presentando dos situaciones

basicas: @2

- Instrumentos que requieren correccion por sesgo: el instrumento lee en
las mismas unidades que los estandares de referencia. El propdésito de la
calibracion es identificar y eliminar cualquier sesgo en el instrumento en
relacion con la unidad de medida definida. No obstante, estos instrumentos
deben calibrarse a los valores de los estdndares de referencia para que las

mediciones coincidan entre si.

- Instrumentos cuyas medidas actian como sustitutos de otras
mediciones: el instrumento lee en unidades diferentes a las normas de
referencia. El proposito de la calibracion es convertir las lecturas del

instrumento a las unidades de interés.

B. ¢CUANDO ES NECESARIO CALIBRAR LOS INSTRUMENTOS?

- En el momento de su instalacion inicial

- Antes de las principales medidas criticas.

- Antes de realizar cualquier medicién que requiera datos altamente precisos:
los instrumentos deben prepararse para su calibracion y no utilizarse antes de

la prueba.



34

- Después de importantes mediciones criticas: se puede preparar el
instrumento para la calibracién después de que la prueba ayude al analista a
decidir si los datos obtenidos fueron confiables o no.

- Cuando se utiliza un instrumento durante mucho tiempo, las condiciones del
instrumento cambiaran.

- Después de un evento: entendiéndose aqui que se refiere a cualquier evento
gue suceda con el instrumento. Por ejemplo, cuando algo golpea el
instrumento o cualquier tipo de accidente que pueda afectar la precision del
instrumento.

- Cuando las mediciones parecen cuestionables.

- Cuando se sospeche que la precision de los datos se debe a errores
instrumentales.

- Por requerimientos del sistema de gestion de calidad implementado: algunos
métodos requieren certificados de calibracidbn por lo que es importante
verificar los requisitos antes de comenzar el experimento.

- Por indicacion del fabricante: cada instrumento debera calibrarse
periddicamente para asegurarse de que pueda funcionar correctamente y de
manera segura por lo que los fabricantes indican con qué frecuencia debera

calibrarse el instrumento.

3.2 CALIBRACION DEL INSTRUMENTO

Los equipos de medicién deben calibrarse debido a que sus respuestas no son
estables con el paso del tiempo. Estas respuestas a patrones establecidos varian
por diversas causas como: el envejecimiento, el deterioro, limpieza inadecuada

o falta de ella, asi como de un mantenimiento ineficiente.

La variacion, como consecuencia, genera una deriva que debe ser verificada
periodicamente para controlar la desviacion lenta de una caracteristica

metroldgica del instrumento de medicién.
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La calibracion de un equipo para el analisis quimico implica el proceso de evaluar
y ajustar la precision de los equipos de medicion y permite al analista tener un

entorno de trabajo seguro y producir datos validos para futuras referencias. ¢

El Organismo Salvadorefio de Acreditacion (OSA) reconoce que la calidad de los
productos y servicios se demuestra a través de las mediciones realizadas por los
laboratorios las cuales deben ser confiables y trazables al Sistema Internacional
de Unidades (SI). s

La Politica de Trazabilidad para calibracion del Organismo Salvadorefio de
Acreditacidén establece que para equipos y patrones de referencia que deben
calibrarse, la politica de OSA establece que deberan ser calibrados por: s

I.  Un Instituto Nacional de Metrologia cuyo servicio es adecuado para la
necesidad prevista y esta cubierto por el MRA del CIPM.

II.  Un Instituto Nacional de Metrologia o un laboratorio acreditado cuyo servicio
es adecuado para la necesidad prevista (es decir, el alcance de acreditacion
especificamente cubre la calibracion apropiada) y el Organismo de
Acreditacion esta cubierto por el Arreglo de ILAC o por uno de los acuerdos
regionales reconocidos por ILAC.

lll. Institutos Nacionales de Metrologia y Laboratorios de calibracion
acreditados por un Organismo de Acreditacibn que tenga acuerdos de
reconocimiento mutuo con el OSA.

IV. Un Instituto Nacional de Metrologia cuyo servicio es adecuado para la

necesidad prevista, pero no esta cubierto por el CIPM MRA.

Es por ello que ningan laboratorio (aunque presente competencia técnica para
realizar sus propias calibraciones), puede encargarse de esta actividad
internamente por lo que el concepto de calibracion debe considerarse como

verificaciéon de la calibraciéon internamente.
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3.3 PARAMETROS DE LA CALIBRACION / VERIFICACION DE UN
ESPECTROFOTOMETRO VISIBLE

a. Control de la exactitud de la longitud de onda: se utiliza para verificar el
grado de concordancia entre la longitud de onda seleccionada para la

maxima absorbancia y la longitud de onda de referencia.

b. Control de la exactitud fotométrica: se determina comparando la
absorbancia de una soluciéon de referencia con la lectura de ésta, obtenida

en el espectrofotdbmetro.

c. Control de la precision fotométrica: determina la dispersion de una serie

de mediciones de absorbancia alrededor de la media con referencia.

d. Control de la linealidad fotométrica: permite establecer el rango de
absorbancia en el que el instrumento tiene respuesta proporcional a los
cambios de concentracion, realizando lecturas de absorbancia de la serie

de soluciones de referencia certificadas.

e. Control de Luz difusa o parésita: es toda radiacion electromagnética de
longitud de onda distinta a la seleccionada por el monocromador, que

alcanza el detector y por lo tanto queda registrada por el instrumento.

3.4 EVALUACION DE LA LINEALIDAD FOTOMETRICA ¢

Para fines de establecer el alcance del control de la linealidad fotométrica se
utiliza la norma ISO 11843 la cual especifica métodos basicos para:
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- Disefiar experimentos para la estimacion del valor critico de la variable de
estado neto, el valor critico de la variable de respuesta y el valor minimo
detectable de la variable de estado neto,

- Estimar estas caracteristicas a partir de datos experimentales para los
casos en los que la funcién de calibracion es lineal y la desviacién estandar

es constante o linealmente relacionada con la variable de estado neto.

La norma ISO 11843 es aplicable a cantidades medidas en escalas que son
fundamentalmente continuas, a los procesos y los tipos de equipos de medicién
en los que la relacion funcional entre el valor esperado de la variable de respuesta
y el valor de la variable de estado se describe mediante una funcién de
calibracion. Si la variable de respuesta o la variable de estado es una cantidad
vectorial, los métodos de la norma ISO 11843 son aplicables por separado a los

componentes de los vectores o funciones de los componentes.

3.5 DISENO EXPERIMENTAL PARA LA EVALUACION DE LA LINEALIDAD

A. Generalidades e

El procedimiento para determinar los valores de un estado real desconocido
incluye el muestreo, la preparacion y la medicion en si. Como cada paso de este
procedimiento puede producir distorsion, es esencial aplicar el mismo
procedimiento para: la caracterizacion, uso en la preparacion y determinacién de
los valores del estado real desconocido, para todos los estados de referencia y

para el estado basico utilizado en la calibracion. o

Con el fin de determinar las diferencias entre los valores que caracterizan uno o
mas estados reales desconocidos y el estado basico, es necesario elegir un

disefio experimental adecuado para la comparacion. Las unidades
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experimentales de tal procedimiento analitico se obtienen a partir de los estados

reales a medir y todos los estados de referencia utilizados para la calibracion. .

Un disefio ideal mantendria constantes todos los factores conocidos que influyen
en el resultado y el control de factores desconocidos al proporcionar un orden

aleatorio para preparar y realizar las mediciones.

En realidad, puede ser dificil proceder de esta manera, ya que los preparativos y
la determinacion de los valores de los estados involucrados se realizan de
manera consecutiva durante un periodo de tiempo. Sin embargo, para detectar
cambios importantes en el tiempo, se recomienda realizar la mitad de la
calibracion antes y la mitad después de la medicion de los estados desconocidos

(muestras).

Sin embargo, esto solo es posible si el tamafio de la serie de medicion se conoce
de antemano y si hay tiempo suficiente para seguir este enfoque. Si no es posible
controlar todos los factores que influyen, se presentardn las declaraciones

condicionales que contienen todos los supuestos no comprobados. ()

Muchos métodos de medicion requieren un tratamiento quimico o fisico de la
muestra antes de la medicion en si. Ambos pasos del procedimiento de medicion
agregan una variacion a los resultados de la medicion. Si se requiere repetir las
mediciones, esto consistiria en una repeticibn completa de la preparacion y la

medicion.

Sin embargo, en muchas situaciones el procedimiento de medicién no se repite
completamente, en particular, no se repiten todos los pasos de preparacion para

cada medicion. a7
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B. Elecciéon de los estados de referencia s, 2

El rango de valores de la variable de estado neto abarcado por los estados de

referencia debe incluir:

- el valor cero de la variable de estado neto, en quimica analitica se refiere una
muestra del material en blanco, y

- al menos un valor cercano al sugerido por una informacién a priori sobre el
valor minimo detectable; Si este requisito no se cumple, el experimento de
calibracion debe repetirse con otros valores de la variable de estado neto,

segun corresponda.

Los estados de referencia deben elegirse de modo que los valores de la variable
de estado neto (incluidos los valores de escala de registro) estén
aproximadamente equidistantes en el rango entre el valor mas pequefo y el mas

grande.

En los casos en que los estados de referencia estdn representados por
preparaciones de materiales de referencia, su composicion debe ser lo mas

cercana posible a la composicion del material a medir.

C. Eleccion del numero de estados de referencia, I, y (numero de)
repeticiones del procedimiento, J, Ky L (s 2

La eleccion de los estados de referencia, el nimero de preparaciones y las

mediciones repetidas sera la siguiente:

- el nimero de estados de referencia que se utilice en el experimento de
calibracion sera de al menos 3; sin embargo, se recomienda | = 5;

- el numero de preparaciones para cada estado de referencia J (incluido el
estado basico) debe ser idéntico; se recomiendan al menos dos

preparaciones (J = 2);
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- el nimero de preparaciones para el estado real K debe ser idéntico al nimero
J de preparaciones para cada estado de referencia;

- el namero de mediciones repetidas realizadas por preparacion L sera idéntico;
Se recomiendan al menos dos mediciones repetidas (L = 2).

NOTA:

Las formulas para los valores criticos y el valor minimo detectable en la
clausula 5 solo son validos bajo el supuesto de que el niumero de mediciones
repetidas por preparacion es idéntico para todas las mediciones de estados de

referencia y estados reales.

Como las variaciones y el costo debido a la preparacion generalmente seran
mucho mas altos que los debidos a la medicidén, la eleccién éptima de J, Ky L
puede derivarse de una optimizacion de las restricciones con respecto a la

variacion y los costos.

3.6LOS VALORES CRITICOS yc Y xc DE UNA SERIE DE MEDICIONES s, 29)
3.6.1 Supuestos bésicos.

Los siguientes procedimientos para el calculo de los valores criticos y el valor
minimo detectable se basan en los supuestos de la norma ISO 11095, los cuales

se utilizan con una generalizacion.

Las suposiciones basicas de ISO 11095 son que:

- La funcién de calibracién es lineal,

- Se supone que las mediciones de la variable de respuesta de todas las
preparaciones y estados de referencia son independientes y distribuidos
normalmente con la desviacion estandar denominada "desviacion

estandar residual,
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- La desviacion estandar residual es una constante, es decir, no depende
de los valores de la variable de estado neto [caso 1], o forma una funcién

lineal de los valores de la variable de estado neto [caso 2].

La decision con respecto a la aplicabilidad de esta parte de la norma ISO 11843
junto con la eleccion de uno de estos dos casos debe basarse en el conocimiento

previo y en un examen visual de los datos.

3.6.2 Caso 1 - Desviacion estandar constante (s, 2
A. Modelo: basandose en los supuestos de: linealidad de la funcion de
calibracion y de desviacion estdndar constante, la variable respuesta yj esta
dado por:
Yii=a+bx; + ¢;
Donde:
x;= es el simbolo de la variable de estado neto en el estado i;

g;j= son variables aleatorias que describen el componente aleatorio del error

de muestreo, preparacion y medicion.

Esto asumiendo que el error ¢;; es independiente y se distribuye normalmente

con la expectativa cero y la desviacion estandar residual teérica o: £;;~N(0; 0%).

Por lo tanto, los valores Y;; de la variable de respuesta son variables aleatorias.

Con la expectativa E(Y;;) = a + bx; y la varianza V(Y;;) = 62, no depende de x;.

NOTA: En los casos en que las J muestras son preparadas para la medicion y
cada una de ellas se mide L veces para que las mediciones de JxL se realicen
en conjunto para el estado de referencia i, entonces Yjj se refiere al promedio de

las L mediciones obtenidas en la muestra preparada.
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B. Estimacion de la funcion de calibracion y la desviacion estandar
residual s, 20

De acuerdo con la norma ISO 11095, las estimaciones para a, b y 2 vienen

dadas por:
5o Yi-1 Z§=1(xi — ) (7~ 7)
Sxx
a=7y-—bx
1 . ~ N2
6° =1*]—zZZ(y” a - bx)
i=1j=1

Los simbolos matematicos utilizados de la norma ISO 11843 se definen en el
Anexo N°1.

NOTA Las estimaciones se indican mediante un simbolo " para diferenciarlas de

los pardmetros que son desconocidos.

C. Calculo de valores criticos. @s, 29

El valor critico de la variable de respuesta viene dado por:

1
Ye=a+ to.95(V)0\/E+m+$

El valor critico de la variable de estado neto esta dado por:

Dénde:
to.os(V) es el cuantil al 95% de la distribucién t con V = [ «] — 2 grados de
libertad.
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3.6.3 Caso 2: desviacion estandar que depende linealmente de la variable

de estado neto (s, 29

A. Modelo: basandose en los supuestos de que la funcién de calibracion es
lineal y que la desviacion estandar depende linealmente de la variable de
estado neto y viene dada por:

Yii=a+bx; + ¢
Donde:
Xi, @, b y Yjjson como se definen en 5.2.1y ¢;; son independientes y normalmente
se distribuyen con la expectativa E(¢;;) = 0 y la varianza:
V(ei) = 02(x;) = (¢ + dx;)?
es decir, la desviacion estandar residual es linealmente dependiente de x

o(x;) =c+dx;

B. Estimacion delarelacién lineal entre la desviaciéon estandar residual y

la variable de estado neta gs, 29

Los parametros c y d se estiman mediante un analisis de regresion lineal con las

desviaciones estandar:

]
1
Si = jZ(yij_yi)z
=14

Como valores de la variable dependiente S y con la variable de estado neto x

como variable independiente.

Dado que la varianza V(S) es proporcional a 2, se debe realizar un analisis de

regresion ponderada con los aportes:

_ 1 _ 1
B o2 (x;) T (c+ dx;)?

Wi



44

Sin embargo, las variaciones a2 (x;) dependen de los parametros desconocidos

c y d que aun no se han estimado.

Por lo tanto, el siguiente procedimiento de iteracion con ponderacion:

1

Wei=—"13
(641)

Esta propuesto. En la primera iteracién, (g = 0), 6,; = s;, donde los valores s; son

las desviaciones estdndar empiricas. Para iteraciones sucesivas q = 1,2,...

O'qi = Cq + dqxi

Calcular con los valores auxiliares:

Y

I
Tq+1,1 = § Wyis
i=1
1
Tq+1,2 = E Wqi Xi;
i=1
1
— ot 2.
Tq+1,3 - Z quxi ’
i=1
I
Tq+1,4 = § Wqi Sis
i=1
1
Tq+1,5 = E Wqi XiSi;
i=1

¢ _ (Tq41,3)(Tgr1,4)—(Tq412)(Tg41,5)
a+1 (Tq+1,1)(Tq+1,3)—Tq+1,22

d" _ (Tq+1,1)(Tq+1,5)_(Tq+1,2)(Tq+1,4)
a+1 (Tq+1,1)(Tq+1,3)—Tq+1,22

Este procedimiento converge rapidamente de modo que el resultado para q = 3;

63 = 63 + d3x;

Se puede considerar, con 6; = 6(x),é; = 6, Y d3 = d, como resultado final:

G(x) = 6, + dx
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C. Estimacién de lafuncién de calibracion gs, 2

Los pardmetros a y b se estiman mediante un andlisis de regresion lineal
ponderada con los valores yj como valores de la variable dependiente, x; como

valores de la variable independiente y su aporte:
1

ICECDK

Dénde: 62(x;) es el valor predicho de la varianza en x; con:

1
Ty=] ) wi
i=1

Wi

i=1j=1
1]
Ts =]zzwixiyl];
i=1j=1
Las estimaciones para a'y b son:

. I3T, = T,T;

a = >
T3 =Ty

~ T1T5 - T2T4

T - T

D. Calculo de valores criticos (s, 29

El valor critico de la variable de respuesta viene dado por:

A 2 = 2
R 0o 1 x R
Ve = @+ tyo5(V) 7+<T—1+ 4 )az

Sxxw



46

y el valor critico de la variable de estado neto esta dado por:

A2 _ 2
=t0'9i(v) UL+<1+XW )62
T

X
¢ b K SXXW
Doénde:
_ T.
Xy = Z/T1
T 2
Sxxw = T3 — 2 T,
1 1
~ _ ~ N2
2 =I*]—ZZZWi (¥;j —a— bx;)
=1 j=1

Y toos (W)t es el cuantil 95% de la distribuciéon t con V = [*J-2 grados de libertad;

3.6.4 Valores criticos (s 29

Para las decisiones relacionadas con la investigacion de estados reales, solo se
aplicara el valor critico de la variable de estado neto o de la variable de respuesta.
Estos valores derivados de una calibracion del proceso de medicion son limites
de decision que deben utilizarse para evaluar los estados desconocidos de los
sistemas incluidos en esta serie. Al observar calibraciones consecutivas del
mismo proceso de medicion, los valores criticos pueden variar de una calibracién

a otra.

Sin embargo, dado que cada uno de los valores criticos es un limite de decision
gue pertenece a una serie de medicidén en particular, no tiene sentido calcular los
valores criticos generales en todas las calibraciones y es légicamente
inadecuado utilizarlos como valores criticos.

Si un valor de la variable de estado neto o de la variable de respuesta no es
mayor que el valor critico, se puede afirmar que no se puede mostrar ninguna

diferencia entre el estado real observado y el estado basico. Sin embargo, debido
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a la posibilidad de cometer un error del tipo Il, este valor no debe interpretarse
como una demostracion de que el sistema observado definitivamente se

encuentra en su estado basico.

Por lo tanto, no se permite reportar un resultado como "cero" o como "mas
pequefio que el valor minimo detectable”. El valor (y su incertidumbre) siempre
debe ser informado; si no supera el valor critico, por lo que se debe agregar el

comentario "no detectado".

3.7 GENERALIDADES DE LA ESPECTROFOTOMETRIA ()

Los espectrofotometros UV-VIS son instrumentos de laboratorio utilizados para
analisis cualitativos y cuantitativos de compuestos quimicos, estas técnicas de
analisis tienen gran importancia para los diferentes sectores de la industria, estas

industrias son: quimica, farmacéutica, entre muchas otras.

Una de las principales utilidades del espectrofotometro es que tiene la capacidad
de proyectar un haz de luz monocromatica (de una longitud de onda particular) a
través de una muestra y medir la cantidad de luz que es absorbida por dicha
muestra. Como también la relacién de la intensidad del color en una muestra y

su relacion a la cantidad de soluto dentro de la misma.

3.7.1 Espectrofotometria UV-Visible @y

La espectrofotometria UV-Visible se basa en la medicion de propiedades épticas
gue derivan de la interaccién de la radiacion electromagnética con la materia
como la absorcién y emision de luz (asi como la luminiscencia), entendiéndose
como luz aquella porcion del espectro electromagnético que se maneja con

espejos y lentes, es decir las regiones ultravioleta y visible.
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Estos métodos se desarrollaron rapidamente a partir de la segunda mitad del
siglo 20 debido a la imperiosa necesidad de incrementar caracteristicas como
sensibilidad, selectividad, limite de deteccién, asi como la rapidez y a capacidad
de automatizacion para el andlisis de gran cantidad de muestras en tiempo

razonable.

Un ejemplo lo da el control del ambiente que ha forzado a niveles extremos el
desarrollo de nuevas técnicas y métodos capaces de analizar nuevos analitos
gue estan presentes en diversas matrices en muy pequefias cantidades con

pocos o ningun problema de interferencia en el analisis.

Estos métodos son de una relativa facilidad de aplicacion y ejecucion sin embargo
requieren de cuidados especiales en la forma de operar para garantizar la

precision y exactitud deseada.

3.7.2 Absorcién de luz por las moléculas ¢

Toda molécula, tanto en fase gaseosa como en solucién, posee una energia
cuantica interna compuesta por las energias electrénica, vibracional y rotacional
y la misma se puede representar como:

Eint = Ee- + Evib + Erot
Segun la teoria cuantica, en una molécula estas energias son independientes
entre si y estdn cuantizadas, es decir que pueden tomar solo ciertos y

determinados valores “permitidos” por los perfiles energéticos de las mismas.

Por otro lado, la misma teoria cuantica considera a la “/uz” como un fenémeno de
naturaleza dual (materia-onda), es decir que esta luz esta compuesta por unas
particulas llamadas fotones que poseen energia definida por la frecuencia v (o

longitud de onda A) de la onda asociada al foton segun la ley de Planck.
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E=hv="hxc/A
De la expresion anterior se deduce que la energia del foton varia inversamente
proporcional con la longitud de onda. Esta cantidad de energia que posee el foton
es la que determinara si una especie quimica adsorbera la radiacién de esa

longitud de onda.

La regién Visible del espectro (400 a 800nm) interactia con los electrones de
valencia de las moléculas modificando la energia electronica y el contenido
definido de energia de los fotones sienta las bases para la selectividad en el

proceso de absorcion.

3.7.3 Espectrofotometria de absorcién molecular ultravioleta-visible

La espectrofotometria visible se basa en la absorcién selectiva de radiacion
electromagnética en la region visible del espectro electromagnético por algunos
medios quimicos, de esta manera, a través de la medicién de una propiedad
llamada Absorbancia, a determinada longitud de onda, es posible determinar la
concentracion de un analito dado si se compara con las absorbancias de

soluciones patrén conocidas.

Con una apropiada preparacion quimica se pueden analizar una gran variedad
de analitos en diversas matrices. De esta manera, la absorbancia de las especies
que poseen grupos “absorbentes” en sus moléculas, se pueden medir
directamente y las que no son absorbentes, pueden hacerse reaccionar con un
reactivo apropiado para formar una especie absorbente como por ejemplo un

complejo coloreado.

3.7.4 Ley de Lambert y Beer
La ley que rige los espectros cuantitativos de la absorcion de luz es la ley de

Lambert y Beer, la cual establece que, bajo ciertas condiciones experimentales
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fijlas como longitud de onda de la radiacion, camino Optico, temperatura entre
otras, la Absorbancia de la especie quimica varia directamente con la

concentracion segun la relacion:
A=logP°/P=e,1*b*C
Donde Po y P son las potencias luminicas incidente y emergente del medio

quimico, g es el coeficiente de extincion molar, o absortividad molar, b es el

trayecto éptico (cm) y C la concentracién molar (M).

El coeficiente de extincion molar es una caracteristica de la sustancia que
depende en mayor grado de las posibilidades cuanticas de transicion electrénica
de la especie, de la seccion transversal de la molécula, asi como de la longitud
de la onda y en menor grado de la concentracion, solvente utilizado y de la

temperatura.

Para una seccion transversal molecular promedio de 10'®> cm?y una transicion
electrénica de alta probabilidad, el valor de gn) puede alcanzar un valor maximo
del orden de 10°.
Siendo g una caracteristica propia de la especie quimica que bajo ciertas
condiciones experimentales permanece constante, al igual que el trayecto 6ptico,
que por lo general es 1 cm, entonces la expresion de la ley se transforma en:
A=K=x*C

Esta ecuacion indica que, bajo condiciones experimentales controladas y
determinadas por K; la cual representa la pendiente de la recta, la absorbancia
se incrementa de manera proporcional con la concentracion. Sin embargo, en las
mediciones espectrofotométricas se requiere el uso de blancos (absorbancias de
reactivos y solventes, otras interacciones) que se reflejan en un corte “a” del eje
de la absorbancia, y, con lo que la ecuacion se transforma en:

A=a+ (K*C)
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Esta ecuacion representa la recta de calibracion realizada a partir de patrones de
concentracion conocida y la misma debe ser calculada a partir del método de los
minimos cuadrados con el que se obtiene la ecuacién de la recta mas probable
que pasa por los puntos determinados. De la misma se obtiene la concentracion

del analito por la expresion:

C = (A- a)/K
3.7.5 Limitaciones de la ley de Lambert y Beer 2
La ley de Lambert y Beer es una ley limite la cual exige condiciones casi ideales,
particularmente en lo que concierne a la monocromaticidad de la radiaciéon
utilizada, los niveles de concentracion inferiores a 0.01M y donde no debe haber
ningan fendémeno distinto al fendbmeno de absorcion de luz con la sustancia a

medir, en la figura N° 1 se ejemplifican estas desviaciones.

Desviacién
Positiva

Ideal

Desviacion
Negativa

Absorbancia

Concentracién

Figura N° 1. Desviaciones a la
ley de Beer,

Esta ley se ve alterada cuando ocurren algunos errores en el analisis al utilizar
esta técnica, esto se conoce como desviaciones de la ley de Lambert — Beer y

estas desviaciones pueden ocurrir debido a:
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Limitaciones fundamentales:

Es una ley limitante solo para concentraciones bajas de analitos menores
de 0.01M. A concentraciones muy altas las especies absorbentes pierden
su independencia, esto es al aproximarse demasiado las moléculas

interaccionan entre si provocando que cambien sus propiedades eléctricas.

Interferencias quimicas:

La cuales se producen como consecuencia de la asociacion, disociacién o
reaccion de las especies de interés, estas presentan una dependencia
fundamentalmente del pH de la solucion, de la cantidad de concentracion
del complejante y del Buffer, en fin, todos los factores que pudieran afectar

el equilibrio de la reaccion.

Interferencias espectrales:
La cual es debido a la radiacion no monocromatica, es decir no se emite
una sola longitud de onda, para que se cumpla debe existir un solo

coeficiente de absortividad en el intervalo de A + AA.

Interferencias instrumentales:

Provocado por errores de lectura que siempre se producen, pero se hacen
mas graves a valores pequefios o muy grandes de absorbancias. También
es provocada por la radiacién parasita la cual es aquella que llega al
detector y no procede de la muestra, esta se agrava mas a valores altos de
absorbancias y es provocada por polvos, por reflexiones o por defectos del

sistema optico.
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g Peérdidas por dispesion
en la solucién
—_—

Haz incidente P 0

Haz Incidente

Haz emergente,

Po P > " Haz emergente P

Pérdidas por
refexion en

las interfases Pérdidas por reflexion

il
\ en las interfases

Figura N° 2: Ejemplos de interferencias instrumentales en la ley de Beer debido
a los efectos de la muestra y las celdas.

La presencia de cualquiera de estas interferencias provocaria automaticamente
un error en el analisis que se realice, de ahi la importancia de minimizar cualquier

tipo de interferencia.

La condicién de monocromaticidad es dificil de realizar experimentalmente y lo
gue se logra es aislar un rango de longitudes de onda, el cual debe ser entonces
lo mas estrecho posible y las mejores condiciones de mediciébn se obtienen

cuando esta se realiza en el maximo de la curva A = f(A).

Fuera de estas condiciones exigidas por la ley de Beer se producen desviaciones

de la linealidad las cuales pueden ser positivas 0 negativas.

3.7.6 Instrumentacion utilizada en la espectrofotometria UV-visible ¢

Los instrumentos utilizados en la espectrofotometria uv-visible son los fotometros
y espectrofotometros, los cuales estan formados por distintos componentes: una
fuente de radiacion (fuente fotonica), un sistema optico de lentes y espejos para

la colimacion y direccion del haz luminoso, un dispositivo seleccionador de la
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longitud de onda (monocromador), un porta muestra (celda), el detector de la
radiacion (detector fotonico) y procesador de la sefial.

Finalmente, la sefal procesada se puede presentar de manera digital en una
pantalla o display. En la figura N° 3 se muestra un esquema general de un

sistema espectrofotométrico.

A. Lafuente foténica continta e

La fuente de radiacion debe proporcionar una salida luminosa potente, constante
y uniforme sobre una amplia regién espectral. Las lamparas incandescentes
como el filamento de wolframio-halégeno se usan para el caso del rango visible
(A > 350 nm) mientras que para el rango ultravioleta (190 nm < A <400 nm) se
utiliza una lampara de deuterio o de hidrogeno. Muchos espectrofotémetros estan
dotados de ambos tipos de lamparas a fin de cubrir todo el rango util de la porcién

ultravioleta y visible del espectro.

B. El monocromador @

El monocromador es parte fundamental de un espectrofotometro, su tarea es la
de seleccionar un haz de radiacion con un ancho de banda y potencia definidos.
Este contiene diversos componentes como rendijas de entrada y salida
(regulables o fijas), espejos colimadores y focalizadores, ademas de un elemento
dispersor, que puede ser un prisma o una red de difraccion plana. El prisma como
elemento dispersor fue sustituido ya hace mucho tiempo por las redes de
difraccion planas ya que para obtener buen poder de resolucién se requiere de

prismas grandes, ademas de otros inconvenientes.

C. Celdasy porta muestras ¢
Las celdas en el porta muestras son en general de base cuadrada de 1 cm de
lado y paredes perfectamente paralelas y perpendiculares entre si. Dos paredes

funcionan como “las ventanas” y las mismas deben ser transparentes en el rango
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espectral de trabajo, para el rango visible son confeccionadas de vidrio o plastico
y de cuarzo para el rango ultravioleta, pero existen celdas cilindricas de 1 a varios

centimetros de espesor.

Las celdas de medicion pueden ser la causa de algunas interferencias fisicas
como dispersion de luz por ralladuras o absorcion parcial del haz de luz por grasa
0 sucio en las paredes. Igualmente, el mal posicionamiento de las mismas impide
gue el haz de luz incida realmente perpendicular a la ventana de la celda, lo que
hace b # 1 cm. Algunos fotometros estan equipados con celdas redondas las
cuales tienen la desventaja de que pueden quedar mal posicionadas con
respecto al haz de luz y el camino éptico disminuye, con lo que la absorbancia

medida también serd menor.

Se pueden encontrar en el mercado gran diversidad de celdas para distintas
aplicaciones como técnicas de flujo continuo, termostatizadas, celdas

desmontables, celdas para gases, entre otras.

D. El detector fotdénico y procesamiento de la sefial ¢

El detector fotdnica es un traductor éptico electrénico que convierte el impulso
luminico en un impulso eléctrico, cuya intensidad debe ser proporcional a la
intensidad luminosa que incide sobre él, el mismo debe poseer alta sensibilidad,
debe tener una respuesta lineal en un amplio rango espectral, producir una sefial

que se pueda amplificar y tener bajo nivel de ruido.

El detector fotdnico mas utilizado en los espectrofotbmetros modernos es el tubo
fotomultiplicador, aunque algunos estan provistos con arreglo de diodos, sin
embargo, el primero presenta mejores caracteristicas de sensibilidad y rango

lineal.
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Descripcién de los componentes

1 Lampara de (filamento de)
tungsteno

2 Ranura de entrada

3 Vidrio de proteccidn contra el calor
4 Reticula

5 Ranura de salida

6 Lente

7 Rueda de filtro

8 Espejo divisor

9 Elemento de referencia

10 Compartimento para celdas 2
11 Lente

12 Elemento de medicion

13 Compartimento para celdas 1
14 Diodo LED

!

Figura N° 3: Esquema de un fotometro de haz simple Hach DR2700. «

La ventaja del espectrofotometro multicanal, radica en la velocidad con que se
pueden obtener los espectros en todo dominio espectral con respecto a los

instrumentos secuenciales clasicos.

Por ultimo, la sefal saliente del detector debe ser trabajada. El sistema de medida
y procesamiento de los datos depende del tipo de instrumento, modo de
operacion, detector y la forma final que deberia tomar la sefial procesada.

El procesamiento puede comprender diferentes transformaciones como
amplificacion, division de tension, conversiones corriente-tension o analdgico-

digital, operaciones matematicas como integracion, logaritmacion, diferenciacion.

3.7.7 Aplicaciones de la espectrofotometria UV-visible ¢

La espectrofotometria UV-visible es una de las metodologias analiticas
cuantitativas mas utilizadas para la determinacién de especies quimicas, a nivel

de trazas. Esto se debe a que muchas de estas especies, tanto organicas como
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inorganicas, poseen caracteristicas espectrales de absorcion en esta region del

espectro electromagnético.

Las aplicaciones de esta metodologia se encuentran en muchos campos y
dominios de la actividad social y econdmica, procesos industriales, agricultura,
medicina y ciencias de la salud, ingenieria ambiental, ciencia de los alimentos,

ciencia de suelos, investigacion basica y aplicada, entre otros.

Su uso permite la determinacién cuantitativa de muchas sustancias quimicas que
pueden ir desde metales hasta farmacos y sustancias organicas de interés
biolégico, la realizacion de estudios cinéticos de reacciones lentas en solucién,
la determinacion de curvas de titulacion, por otro lado, la recopilacion de
espectros de absorcion en bases de datos permite la identificacion de sustancias

y la determinacion de su grado de pureza.

El andlisis espectrofotométrico uv-visible es aplicable al analisis de trazas que se
encuentran a niveles de concentracion entre 10y 10-° M, pudiéndose determinar
inclusive trazas a niveles de hasta 10" M. Para determinaciones cuantitativas de
calidad se requiere de instrumentos de calidad y mucha rigurosidad en el

tratamiento de la muestra y los patrones.

3.7.8 El espectrofotometro Visible Hach DR 2700
Es un espectrofotdmetro del rango visible, abarcando la longitud de onda de 400

a 900 nm, para analisis de laboratorio y de campo.

El instrumento incluye un completo juego de programas de aplicaciones e interfaz
en varios idiomas, se puede utilizar para mas de 130 métodos analiticos
preprogramados y puede almacenar hasta 10 programas de usuario y 200 datos,

junto con la capacidad de definir la identificacién de la muestra y del operador.
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Figura N° 4: Espectrofotometro Hach DR 2700,

El espectrofotometro DR 2700 contiene los siguientes modos de aplicacion:
programas almacenados (ensayos previamente instalados), programas del
usuario, programas favoritos, modo Longitud de onda Unica, modo Longitud de
onda multiple y modo Intervalo de tiempo, ofreciendo lecturas de salida digitales

en unidades de concentracién directas, absorbancia o transmitancia (%).

Al seleccionar un método programado o creado por el usuario, los menus y

mensajes dirigen al usuario a través del ensayo.

Este sistema de menus también puede crear informes, evaluaciones estadisticas
de curvas de calibracibn generadas y documentar comprobaciones de
diagndstico de instrumento. Las especificaciones técnicas pueden verificarse en

el anexo N° 2.

3.8 RIESGOS ASEGURANDO ANALISIS CONFIABLES g
Los valores de medicion precisos y precisos son absolutamente esenciales en el

analisis. Sin embargo, hay una gran cantidad de factores que pueden afectar
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tanto la precisidbn como la exactitud. Los errores son un verdadero inconveniente

cuando se observan demasiado tarde.

La garantia de calidad analitica se asegura de que los resultados de analisis sean

confiables y reproducibles.

Son muchas las causas de errores en un laboratorio analitico. Podria ser un
instrumento defectuoso, un reactivo contaminado o un acondicionamiento

incorrecto de la muestra.

El problema radica en que a menudo no son tan faciles de detectar vy,
ocasionalmente, pueden inutilizar una serie de mediciones tomadas durante

muchos meses.

Se debe de asegurar de que esto no suceda: implementando un sistema que
establezca una forma rapida de verificar el equipo y sus métodos. Abarcando los

factores que incrementan la duda en los resultados como: s

A. Exactitud de longitud de onda (espectral). o

Es definida como la desviacion de la longitud de onda leida a una banda de
absorcion o emision de una banda de longitud de onda conocida. Esta desviacién
puede ser causas de errores significantes en las medidas de los analisis

cualitativos y cuantitativos.

B. Exactitud y precision g
El error de exactitud debe verificarse continuamente y depende basicamente de
la calidad del blanco y los patrones de calibracion, igualmente particulas soélidas

en suspension, causan dispersion en la radiacion.
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La presencia de interferentes que pueden reaccionar con el analito y/o los
reactivos pueden causar un error sistematico que puede ser positivo o negativo,

en caso de que las especies formadas sean absorbentes.

Igualmente, el interferente puede impedir que el analito reaccione, por lo que el

error sistematico producido sera negativo.

La precision esta determinada por los errores aleatorios, los cuales pueden
provenir de la resolucién de la lectura de la Transmitancia, el ruido del detector,
las fluctuaciones de la intensidad de la fuente luminosa, la preparacion de los

patrones y de la colocacién de la celda en el portamuestra del instrumento.

Existen varias pruebas para verificar la calibracion en un espectrofotometro UV-
visible, estas incluyen la exactitud, reproducibilidad de la longitud de onda, y la

exactitud y la reproducibilidad fotométrica.

En esta investigacion se lograra comprobar la exactitud y presion del equipo, se

comprobara de dos formas: @

- El uso de un material certificado para la verificacion a distintas longitudes de
onday

- Con la preparaciéon de una solucion de sulfato de cobre en acido sulfurico.

El kit Spectroquant PhotoCheck sera utilizado para probar la precision de la
longitud de onda de espectrofotometros. Puede utilizarse como patron
secundario para probar instrumentos de acuerdo con DIN/ISO 9000 e ISO 14000.
Las soluciones de color estable pueden utilizarse para probar los
espectrofotometros y su configuracion a las longitudes de onda: 445 nm, 525 nm,
y 690 nm. @
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La precision de la configuracion de la longitud de onda y la linealidad de la

medicion de extincidn se comprueba con 4 soluciones por longitud de onda.

La trazabilidad de estas soluciones de prueba segun los estandares
internacionales se garantiza examinandolas en un espectrofotdmetro de

referencia comprobado segun el patron principal (NIST). @

Estos valores estan correctamente documentados y se suministran como parte

del kit para verificacion de espectrofotometros (ver anexo N° 3).

-
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Figura N° 5. Set de soluciones de verificacion
Spectroquant PhotoChecks

Y con la preparacion de la solucion de sulfato de cobre en acido sulfarico con

reactivos de alta pureza para obtener resultados confiables.

C. Sensibilidad ¢

La sensibilidad del analisis por la absorcion de la radiacién visible se puede
verificar por la pendiente de la recta de calibracion, como factor influyente en el
analisis de regresion de la calibracion del equipo a diferentes longitudes de onda

en el rango de trabajo.
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3.9 CONTROLES EN EL ASEGURAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Con el fin de asegurar la validez de los resultados en los ensayos realizados en

el equipo Hach DR 2700 se realizaran los siguientes:

A.

Control de la exactitud de la longitud de onda: para verificar el grado de
concordancia entre la longitud de onda seleccionada para la maxima
absorbancia y la longitud de onda, se utiliza como referencia un filtro de
oxido de holmio, esto es una delgada pelicula de 6xido de holmio distribuida
sobre un soporte rigido de cuarzo, este debe exhibir sus maximos de
absorbancia en un barrido en el rango visible a: 418, 453, 460, 484, 536 y
648 nm.

Control de la exactitud fotométrica: se realiza comparando los resultados
de absorbancia de una solucion de referencia de sulfato de cobre 20g/L en
H2SO4 0.005 Molar, obtenida en el espectrofotémetro, cubriendo las
longitudes de onda de: 600, 650, 700 y 750 nm, esta solucion debe registrar
en cada longitud de onda los siguientes resultados de absorbancia: 0.068,
0.224, 0.537, 0.817 respectivamente, realizando 6 lecturas consecutivas de

la solucién, utilizando una solucién de H2S04 0.005 M como blanco.

Control de la precision fotométrica: se obtiene la medida de la dispersion
de una serie de mediciones de absorbancia, medidas en las longitudes de
onda de: 600, 650, 700 y 750 nm durante 6 dias continuos. El resultado se
expresa como coeficiente de variacion porcentual con la solucion de sulfato
de cobre 20g/L en H2SO4 0.005 Molar usado en la verificacion de la
exactitud fotométrica utilizando una solucion de H2SO4 0.005 M como

blanco.

Control de la linealidad fotométrica: el rango de absorbancia en el que el

instrumento tiene respuesta proporcional a los cambios de concentracion se
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puede realizar determinando la respuesta del espectrofotometro a
diferentes concentraciones de un material de referencia certificado, el set
Spectroquant FotoCheck, utilizando la solucién proporcionada por el
fabricante para realizar el ajuste a 0O de absorbancia del equipo. Las
longitudes de onda a que se realizaran las lecturas son: 445, 525 y 690 nm.
Control de Luz difusa o parasita:s es la medida del porcentaje de
transmitancia de la luz a través de un filtro éptico, el ajuste del equipo a 0
de transmitancia se realiza con aire, luego se mide la transmitancia de la luz
a través del filtro a una longitud de onda de 500 nm, realizando las lecturas

por triplicado durante 5 dias.

100

oo [

% Transmitancia

T
400 7OoO0 200

soo | SO0
Longitud de onda (hm)

Figura N° 6: Filtro de paso largo de transmitancia
interna, 3 mm de espesor. ¢
La transmitancia resultante a 500 nm debe ser igual a cero, y toda

transmitancia detectada corresponde a luz parasita.

Ruido: los equipos modernos estan usualmente equipados con una funcion
gue estima el ruido. Se calcula la raiz cuadrada del promedio del ruido la
cual es una medida de la desviacidn estandar de la sefial de ruido de fondo.
En los espectrofotometros antiguos la raiz cuadrada del promedio puede
ser estimada multiplicando el ruido mas alto por un factor de 0.7.
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Para la evaluacion del ruido se realiza un barrido a modo de absorbancia
durante 10 minutos tomando como muestra el aire y se registra el valor de
absorbancia cada treinta segundos (como el ruido de pico a pico) a una
longitud de onda de 500 nm, en la figura N° 7 se representa el ruido

fotométrico de un espectrofotometro.

0.0004 -
0.0003 =
0.0002 -
0.0001 -
00000 -
=0.0001
=0.0002 —

~0.0003 T T T T 1
0.0 2 4 & a8 100

Tiempo de analisis (minutos)

Ruido (pico a pico)

Absorbancia

Figura N° 7: Representacion del ruido fotomeétrico ¢,

3.10 DOCUMENTACION EN EL LABORATORIO

El producto de un laboratorio de analisis es el informe de los resultados,
principalmente en forma de informe de analisis. Por lo que la gestién de la
informacion (los datos) se debe vigilar para garantizar su exactitud vy
confidencialidad, asi como su accesibilidad para el personal del laboratorio.

Es necesario contar con documentacion en el laboratorio para tener informacion
sobre cdmo se deben hacer las cosas, y los laboratorios siempre tienen mucha
documentacion. Los registros se deben mantener de forma meticulosa para que

puedan ser exactos y accesibles.
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La finalidad de la documentacion en el laboratorio es asegurar el adecuado
manejo y disponibilidad de los documentos requeridos por el sistema de calidad,
para la generacién, actualizacion, revision, aprobacion, distribucién y control de
los documentos de acuerdo a lo especificado. Asi mismo, asegura la
identificacion, almacenamiento, proteccion, recuperacion, retencion y disposicion

de los registros generados segun los sistemas de gestion.

El protocolo para la verificacion de los parametros de calibracion de un
espectrofotometro visible tiene como estructura el esquema para la elaboracién
de protocolos (ver anexo N° 4) del Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la
Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, el cual es de
aplicacion a todos los documentos requeridos por el sistema de calidad, ademas
de a todos los registros generados por los sistemas de gestion como ISO 9001 y
ISO/IEC 17025. @

3.11 ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD POR MEDIO DE CARTAS DE
CONTROL (2

La metodologia de la carta de control, aplica al laboratorio de quimica analitica.
Los gréficos de control son utilizados por el analista para lograr y mantener el

control estadistico de los sistemas de medicion.

Cuando se detecta una condicion fuera de control, el analista debe buscar la
causa y rectificar la situacion antes de volver a realizar algunas de las mediciones
anteriores y continuar con otros analisis. El analista decide cuando el sistema de
medicion esta fuera de control por referencia a los limites de control en la carta
de control que se colocan de acuerdo con la variabilidad de medicion normal y
con una probabilidad de error Tipo | preestablecida (o riesgo de juzgar el sistema

esté fuera de control cuando esta realmente en control). Sin embargo, cuando los
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datos estan correlacionados, como suele ser el caso para los analisis
instrumentales, estimar la varianza de la manera habitual es deficiente y puede
hacer que el grafico de control sea un pasivo en lugar de un activo. s

Los métodos de andlisis instrumental suelen ser de naturaleza comparativa y los
instrumentos analiticos utilizados para la medicion requieren una recalibracion
periodica para compensar los efectos de factores ambientales incontrolables y

cambios graduales en el rendimiento del instrumento.

Estos efectos son una realidad para todos los métodos de analisis en los que la
cuantificacion se basa en la comparacion de una propiedad fisica con un estandar

con la misma propiedad en un analito. uo

Con respecto a la calibracion, deben hacerse dos preguntas: ¢coémo sabe el
analista que el proceso de calibracidn estuvo libre de errores sistematicos y coémo
sabe que la calibracion sera vélida para todas las determinaciones realizadas
dentro de un conjunto analitico particular (es decir, antes de recalibrar) para estar
seguro de los resultados de la prueba, el analista debe tener sistemas para
monitorear y controlar la exactitud y precision del método de prueba. Si el sistema
de medicién no se encuentra en un estado de control estadistico, la capacidad

para controlar un método analitico se vera afectado.

El control del proceso de medicidn es una herramienta estadistica que se utiliza
para el control y la mejora de una determinacién analitica. El grafico de control,
como la pieza clave, es una herramienta grafica que rastrea el rendimiento del

proceso a lo largo del tiempo.

La variabilidad natural en un proceso de medicidén surge de un sistema de causa

comun, que podria incluir errores de muestreo y fluctuaciones en la fuente de
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alimentacion o la temperatura. Si una observacion cae fuera de los limites de

control, es probable que exista una causa de variacion asignable.

Una causa asignable de variacion podria originarse de un error del analista, un

error en el dispositivo de medicion o un error en el método de analisis.

El objetivo es identificar y eliminar las causas asignables de variacion,
manteniendo asi el proceso de medicién en el objetivo y conteniendo la

variabilidad de la medicion.

Los principios del control de la mediciébn son los mismos que los del control
estadistico del proceso, excepto que lo que se esté controlando es la calidad de
las mediciones, no el producto. Para establecer las guias de aplicacion para la
elaboracion de cartas control se utilizara la serie de la norma ISO 11843
capacidad de deteccién, (ver anexo N° 5) para aplicar una guia para el analisis
de varianza y elaboracion de cartas de control.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

El estudio realizado fue de tipo Experimental y Exploratorio

Experimental:

El estudio se realizar4 en el Laboratorio de Andlisis Fisicoquimico de
Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador; donde se realizaron las pruebas de verificacion de la calibraciéon
del espectrofotometro Hach DR2700

Exploratorio:

Porque se indago y se recopilé informacién sobre un tema poco estudiado,

y asi definirlo concretamente para su estudio.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

La investigacion bibliografica se realizé en las siguientes bibliotecas:

“Dr. Benjamin Orozco” de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

Central de la Universidad de El Salvador.

“P. Florentino Idoate, S.J.” de la Universidad Centroamericana José Simeodn
Cafas.

Internet

4.3 PARTE EXPERIMENTAL

La presente investigacion se propuso el desarrollo de un protocolo elaborado

previamente, que describe los procedimientos para llevar a cabo las

verificaciones para un equipo de espectrofotometria visible HACH DR-2700.

Estableciendo los parametros especificos, que actuaran como controles que

permitiran asegurar la validez de los resultados obtenidos por él, en las

actividades en las cuales se utilice.
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4.3.1 Protocolo para laverificacion de la calibracion del espectrofotometro
Hach DR-2700.

Cuadro N° 1 Procedimiento de verificacion instrumental

Cadigo: PROCAL-01
Fecha: 11-03-2019
Edicién la

Cambio # 0

Pagina N° 1 de 11
Facultad de Quimica y Farmacia. Universidad de El Salvador

PROCEDIMIENTO DE VERIFICACION
DE LA CALIBRACION DEL
ESPECTROFOTOMETRO HACH DR-
2700

Fecha/Nombre FIRMA
ELABORADO POR: 11 de marzo de 2019
Br. Alejandra Astrid Guzman Valle
REVISADO POR: 12 de marzo de 2019
Br. Roberto Luis Rivera Aguirre
AUTORIZADO POR;: 13 de marzo de 2019

Lic. Henry Alfredo Hernandez Contreras

1. PROPOSITO
Implementar un procedimiento en el que se establezcan los pasos a seguir para la calibracion
del espectrofotometro visible Hach DR-2700

2. ALCANCE
Este procedimiento tiene aplicaciéon para las areas de Quimica Agricola Aplicada, para
garantizar el buen funcionamiento del instrumento de medicion.

3. RESPONSABLES

Analista titular: Br. Alejandra Astrid Guzman Valle

Analista suplente: Br. Roberto Luis Rivera Aguirre

Gerente de calidad: Lic. Henry Alfredo Hernandez Contreras

4. PARAMETROS A ESTUDIAR

Con el fin de realizar la verificacion del desempefio del espectrofotometro visible Hach DR
2700, se proponen los siguientes controles:

- Control de la exactitud de la longitud de onda

- Control de la exactitud fotométrica

- Control de la precision fotométrica

- Control de la linealidad fotométrica

- Control de Luz difusa o parasita

- Determinacion del ruido de fondo

5. MUESTRAS

Las matrices de muestras aplicables para analisis utilizando el espectrofotometro visible Hach
son diversos y no limitindose a muestras solidas (en solucion) y liquidas: agua (varias
matrices), suelos, etc.

6. EQUIPOS INVOLUCRADOS

El espectrofotometro DR 2700 es un espectrofotdmetro del espectro visible, con un rango de
longitud de onda de 400 a 900 nm, para andlisis de laboratorio y de campo. Se suministra con
un juego completo de programas de aplicacion y un soporte en multiples idiomas.
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El espectrofotometro DR 2700 contiene los modos de aplicacién siguientes: Programas
almacenados (tests preinstalados), Programas del usuario, Programas favoritos, Modo
Longitud de onda Unica y Modo Longitud de onda mdltiple.
El espectrofotometro DR 2700 suministra lecturas digitales en unidades directas de
concentracion, absorbancia o porcentaje de transmitancia.

7. DESCRIPCION DEL METODO ANALITICO

Los instrumentos de medicion son calibrados por el Laboratorio de Andlisis instrumental quien
anualmente entrega un certificado de calibracion y es anexado en la carpeta de formatos de
controles del equipo.

7.1. REACTIVOS
- Agua ultra pura

7.2. ESTANDARES

- Solucién de sulfato de cobre en acido sulfarico:

- Solucién de acido sulfarico 0.005 mol L

- Patrones para fotobmetro Spectroquant PhotoCheck

El kit de ensayos PhotoCheck esta disefiado para evaluar la exactitud de longitud de onda de
sistemas fotométricos. Puede emplearse como patrén secundario para la evaluacion de
instrumentos segun las normas DIN/ISO 9000 e ISO 14000. Son soluciones de color estables
y se utilizan para analizar los siguientes filtros y ajustes de longitud de onda de
espectrofotometros: 445y 446 nm, 520 y 525 nm y 690 nm. La exactitud del ajuste de longitud
de onda y la linealidad de la medicion de la extincién se verifica con 4 soluciones por cada
longitud de onda.

La trazabilidad de estas soluciones de ensayo con respecto a los patrones internacionales
gueda garantizada dado que son analizados en un fotdmetro de referencia que ha sido
verificado frente al patrén primario (patron del NIST). Estos valores se encuentran
documentados en el certificado del producto.

7.2.1 Especificaciones de calidad de reactivos

Tabla N° 1: Especificaciones de los reactivos a utilizar en las
verificaciones del equipo Hach DR 2700

Reactivo Peso molecular (g/mol) | Pureza (%)

Acido Sulfarico 98.0 95-99

Sulfato de cobre Pentahidratado 249.68 98.21

Nitrito de sodio 69 99

7.3. MATERIALES
El listado de materiales a utilizar y las especificaciones del equipo y la cristaleria a utilizar se
describe a continuacion:

Tabla N° 2: Descripcion de la cristaleria a utilizar

Descripciéon del material | Clase | Tolerancia | Descripcion del material
Pipetas Volumétricas de: Eg?ﬁ:fers;
5.0 mL Clase A +/- 0.02 100 mL
10.0 mL +/- 0.03 500 mL
Balones Volumétricos de: Probetas:
50.0 mL Clase A +/- 0.5 25 mL
100.0 mL +/- 0.5 100 mL
1000.0 mL +/- 0.5

Pagina N2 2 de 11
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7.4. INSTRUMENTACION
Espectrofotdmetro Visible Hach DR 2700

Tabla N° 3: Especificaciones de los equipos a utilizar en la investigacion

Equipo Marca | Modelo Especificaciones

Espectrofotometro | Hach DR 2700 Rango visible: 400 — 800 nm

Precision de longitud de onda: + 1.5 nm
Reproducibilidad de longitud de onda: < 0.1 nm
Resolucién de longitud de onda: 1 nm

Ancho de banda espectral: < 8 nm

Rango de medida fotométrico: + 3.0 Abs en el
rango de longitud de onda 400—-900 nm
Precision fotométrica: 5 mAbs a 0.0-0.5 Abs,
1% a 0.50-2.0 Abs

Balanza analitica | Ohaus | Adventurer | Maxima capacidad: 210g

Resolucién de la lectura: 0.0001g

Estufa Lab 3512 de +30 °C a +300 °C

Line

7.5. CONDICIONES AMBIENTALES
No requiere condiciones especiales, se realiza a temperatura normal controlada en el
laboratorio 21 + 3 °C.

7.6. MEDIDAS DE SEGURIDAD PARA EL USO DE REACTIVOS

- Se debe conocer la reactividad de los productos o la reaccion.

- Siempre se debe utilizar una cantidad minima de reactivos.

- La apertura de los frascos que contienen sustancias quimicas debe realizarse lenta y
cuidadosamente.

- Cuando un liquido se vierte desde el frasco al vaso ha de hacerse de manera cuidadosa,
evitando las salpicaduras.

- En la manipulacion de sustancias téxicas o nocivas, se debera evitar el contacto con la piel,
la inhalacién de los posibles vapores y la ingestion. (para tomar las sustancias sélidas se
emplearan cucharas o espatulas y con liquidos se utilizaran pipetas de seguridad).

- Los trasvases han de realizarse de la siguiente forma:

- En pequefias cantidades o en zonas especificas.

- Las sustancias inflamables se trasvasaran lejos de un foco de calor.

- Utilizar equipo de proteccion individual adecuado a la sustancia que se manipula,
especialmente con sustancias téxicas, irritantes y corrosivas.

- Emplear la ayuda de embudos, dosificadores o sifones.

7.7. PREPARACION DEL ESTANDAR

- Solucién de sulfato de cobre en acido sulfdrico: disolver en un vaso de precipitados
20,0 g de sulfato de cobre pentahidratado, en suficiente agua destilada. Adicionar, con
cuidado, 10 ml de acido sulftrico (d = 1,84 g cm-®), y trasvasar cuantitativamente la solucion
a un matraz aforado de 1 litro. Llevar a volumen con agua destilada y homogeneizar.

- Solucién de acido sulfarico 0.005 mol L™ pesar en un beacker 0.49 g de &cido sulfirico
(d = 1,84 g*cm-3), diluir con agua destilada y trasvasar cuantitativamente a un matraz de 1
litro. Llevar a volumen con agua destilada y homogenizar.

Pagina N2 3 de 11
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7.8. PREPARACION DE LA MUESTRA
No aplica

7.9. PROCEDIMIENTO DE LECTURA EN EL EQUIPO
a. Conectar el espectrofotémetro Visible HACH DR2700 a la fuente de alimentacion de
energia eléctrica.
b. Pulsar el interruptor trasero del equipo durante dos segundo aproximadamente para
encender el equipo.
Permitir estabilizar el equipo durante 15 minutos.
Seleccionar en la parte superior derecha de la pantalla del equipo el simbolo A, se
despliega una pantalla para digitar la longitud de onda deseada (XXX nm), presionar la
palabra OK para establecer la longitud de onda a la cual se realizaran las mediciones.
e. Abrir el compartimiento de celdas.
f. Seleccionar el compartimiento para celda adecuado:
- cilindrico para tubos de vidrio ensayos de 1 cm de espesor,
- cilindrico para celdas de vidrio de 5 cm de espesor 0
- rectangular para celdas de vidrio o plastico de 1 cm de espesor.

oo

g. Limpiar la celda seleccionada con solucion para calibrar el cero de absorbancia o 100 de
transmision, con un pafio limpio y suave.
h. Introducir en el compartimiento para celda.
i. Presionar en la parte inferior de la pantalla la palabra ZERO y esperar unos segundos a
gue el equipo mantenga estable la calibracién a 0.000 Abs.
j- Retirar la celda del compartimiento la celda cilindrica o rectangular con la solucién para
calibrar cero de absorbancia o 100 de transmision.
k. Limpiar la celda con la solucién patron o muestra a medir con un pafio limpio y suave
(puede utilizarse pafiuelo Kleenex)
Nota: cada tubo con solucion control se debe limpiar antes de introducir al compartimiento
cilindrico.
I.  Presionar el comando MEDICION en la parte inferior de la pantalla y esperar unos
segundos a que aparezca el valor de absorbancia o transmitancia medida.
. Anotar en valor obtenido.
Este procedimiento se puede realizar por duplicado.
Si se desea cambiar de longitud de onda, se repite el procedimiento segun 7.9 literal d.
Si ya no se van a realizar mas mediciones se presiona por 3 seg. el control trasero para
apagar el equipo.

T o553

7.10. CALCULOS
Cada proceso matemético es expuesto en los parametros de calibracién a evaluar

8. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LOS PARAMETROS A EVALUAR

A. Control de la exactitud de la longitud de onda:

a. Verificar el grado de concordancia entre la longitud de onda seleccionada y la maxima
absorbancia, se utilizara como referencia un filtro de 6xido de holmio.

b. Realizar lecturas para un barrido espectral de +1 nm para cada longitud de onda, utilizando
el aire como blanco. Es decir lecturas individuales para un barrido espectral de cada longitud
de onda, en rangos de 1 nm haciendo lecturas puntuales para cada una.

c. Seleccionar la longitud de onda a evaluar calibrando a cero de absorbancia con aire.

d. Colocar el filtro de Holmio en el compartimiento de celda rectangular de 1 cm en el paso
optico. .
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e. Realizar la verificacion espectral 6 veces cada dia, durante 6 dias consecutivos.
f. Los resultados se registran en la tabla N° 4, para cada longitud de onda esperada.

Tabla N° 4:

Formato de registro de resultados para el control de exactitud de la longitud de

onda a 640 nm por 6 dias.

Replicas

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

Dia 6

1

2
3
4
5

6

Promedio

Desviacion
estandar

g. Realiza la prueba de Bartlett

criterio: un valor del parametro de Bartlett menor que el valor tabulado de Chi cuadrada
(x?) (M =valor de tabla < x%.0s =valor obtenido)

Para de evaluar si existen o no diferencias significativas entre los promedios de los 6 dias
se realiza un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor, los resultados obtenidos se
registran como sigue en la tabla N° 5.

Tabla N° 5:  Formato del analisis de varianza para los promedios de 6 dias consecutivos a
una longitud de onda de 640 nm.
. Suma de Grados de . .
Origen cuadrados libertad Varianza Razon (F)
Entre dias

Dentro de los dias

Total

Verificar el valor de “F” calculado es menor que el valor tabulado de Fo.0s, entonces se
puede concluir con un nivel de confianza del 95% que no existen diferencias significativas
entre los promedios de los 6 dias (ver anexo N° 7).

Evaluar el sesgo espectral a cada longitud de onda, utilizando los promedios de las
lecturas de longitud de onda de cada dia, los cuales se registran en la tabla N° 7.

Tabla N° 6: Formato para sesgo en cada promedio de longitudes de onda

Promedio de valores
experimentales obtenidos
(nm)

Valor de referencia(nm) Sesgo (nm)

418

453

460

484

535

648
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Para el promedio de cada dia se evalla el sesgo y luego se grafica, en una carta de control
para cada longitud de onda.

B. Control de la exactitud fotométrica:

a. Se realizara comparando los resultados de absorbancia de una solucién de referencia de
sulfato de cobre 20 g/L en H2SO4 0.005 Molar, obtenida en el espectrofotometro,
cubriendo las longitudes de onda de: 600, 650, 700 y 750 nm, esta solucion debe registrar
en cada longitud de onda los siguientes resultados de absorbancia: 0.068, 0.224, 0.537,
0.817 respectivamente, realizando 6 lecturas consecutivas de la solucion, utilizando una
solucién de H2SOs4 0.005 M como blanco. El ensayo se realiza durante 6 dias
consecutivos.

Los resultados se registran en la tabla N° 7, para cada longitud de onda esperada.
Tabla N° 7:  Formato para el registro de resultados para el control de exactitud fotométrica a
750 nm por 6 dias.
Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1
2
3
4
5
6
Promedio
Desviacion
estandar

b. Realizar el test de Bartlett,

Criterio: un valor del pardmetro de Bartlett menor que el valor tabulado de Chi cuadrada
(x?) (M =valor de tabla < x%0.0s =valor obtenido)

c. Con el proposito de evaluar si existen o no diferencias significativas entre los promedios
de los 6 dias se realiza un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor, los resultados
obtenidos se registran como sigue en la tabla N° 8.

Tabla N° 8: Formato para el analisis de varianza para los promedios de 6 dias consecutivos

a una longitud de onda de 750 nm.
. Suma de Grados de . .

Origen cuadrados libertad Varianza Razén (F)
Entre dias
Dentro de los dias

Total
d. Verificar el valor de “F” calculado es menor que el valor tabulado de Fo.os
e. Evaluar el sesgo fotométrico a cada longitud de onda, utilizando los promedios de las

lecturas de longitud de onda de cada dia, los cuales se registran en la tabla N° 9.
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Tabla N° 9: Formato para sesgo de cada promedio de absorbancia

Longitud de onda Absorbancia de Promedio de Absorbancia
. - . Sesgo
(nm) referencia experimentales obtenidos
600 0.068
650 0.224
700 0.527
750 0.817

f. Estos valores de referencia se les encontraran: su limite superior e inferior, segun el
procedimiento de la ISO 11095 para la elaboracion de cartas de control ver anexo N° 6.

El sesgo fotométrico se calcula utilizando la siguiente ecuacion:

Sesgo = (X — Arer)
Ddnde:
Aref = Es el valor de referencia reportado por el NIST a cada A en nm.
X= Es el promedio de Absorbancia para cada dia.

Los resultados se registran en la tabla N° 10.

Tabla N° 10:  Formato de sesgo entre los promedios experimentales de absorbancia con el
valor de referencia del NIST.

Promedio diario
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 | Dia6

Absorbancia

Promedio experimental
Valor de referencia esperado
Sesgo

Se registran estos limites de referencia y el promedio para cada promedio de cada dia y
luego se grafica, en una carta de control para cada longitud de onda. Para verificar que
todos los puntos se encuentren dentro del rango de valores permitidos. Por lo que se
puede afirmar que no existen diferencias significativas entre los valores experimentales y
de referencia.

g. Como criterio para la exactitud fotométrica el sesgo no debe ser mayor de + 0.005 para
cada longitud de onda

C. Control delaprecisién fotométrica: Se obtendra la medida de la dispersion de una serie
de mediciones de absorbancia de una solucidn de sulfato de cobre 20 g/L en H2S0O4 0.005
Molar, medidas en las longitudes de onda de: 600, 650, 700 y 750 nm durante 6 dias
continuos, en cada dia se llevaran a cabo 6 lecturas para cada longitud de onda.

El resultado se expresa como coeficiente de variacion porcentual con la solucién de sulfato
de cobre 20 g/L en H2S04 0.005 Molar usado en la verificacion de la exactitud fotométrica
utilizando una solucién de H2S0O4 0.005 M como blanco y se anotan los resultados en la
tabla N° 11.

Pagina N2 7 de 11




77

Tabla N° 11:  Formato de registro de resultados de absorbancia para el control de precision
fotométrica a 750 nm por 6 dias.

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1

2
3
4
5

6
Promedio(k)
DS
CV%

Como criterio de aceptacion se valorara el resultado segun el resultado del coeficiente
de variacion porcentual como sigue:

- CV%<0.5% Precision fotométrica optima

- CV%<1.0% Precisién fotométrica aceptable

D. Control de la linealidad fotométrica: el rango de absorbancia en el que el instrumento
tiene respuesta proporcional a los cambios de concentracion se realizara determinando
la respuesta del espectrofotometro a diferentes concentraciones de un material de
referencia certificado, el set Spectroquant FotoCheck, utilizando la solucién
proporcionada por el fabricante para realizar el ajuste a cero de absorbancia del equipo.
Las longitudes de onda a que se realizaran las lecturas son: 445, 525 y 690 nm. Los
resultados se registran en un formato recomendado por el fabricante segun el anexo N°
8, luego se registrara en la tabla N° 12 y calculara el promedio de los 6 dias
Obteniendo asi los valores resultantes de regresion lineal para la pendiente y el
intercepto (bo, b1), el error asociado para cada uno (Sa, Sv),

Y el coeficiente de determinacion (r) para cada dia.

Tabla N° 12: Formato de registro de resultados de absorbancia para el control de linealidad

fotométrica a por 6 dias.

Solucién de Absorbancia experimental obtenida Promedio
control Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 (%)
445-1
445-2
445-3
445-4
525-1
525-2
525-3
525-4
690-1
690-2
690-3
690-4
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Tabla N° 13:  Formato de registro de resultados de absorbancia para el control de linealidad
fotométrica a por 6 dias.

Parametros
/Dias
bo
b1
Sa
Sp
R

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia s Dia 6

- Estos datos se grafican verificando que exista una relacion lineal entre los valores obtenidos
experimentalmente y los valores de referencia (r =2 0.98), y que los valores del intercepto y
la pendiente son proximos a cero y a uno respectivamente, evidenciando que no existen
errores sisteméaticos en las mediciones.

- Para confirmar la existencia o no de errores sistematicos se realizara la prueba de t-student
para el intercepto y para la pendiente y se comparara con el valor de tabla a un nivel de
confianza del 95%, el criterio de esta prueba es un valor texperimentat menor que el tabla,
confirmando que el intercepto es cero y la pendiente es uno y no existan errores
sistematicos, asi a cada longitud de onda evaluada (ver anexo N° 7).

E. Control de Luz difusa o parasita: la medida del porcentaje de transmitancia de un filtro
Optico OG570 de 3 mm de espesor, el ajuste del equipo a 0 de transmitancia se realiza
con aire. La transmitancia (T) de esta solucién a 500 nm debe estar cercano a cero, y toda
transmitancia detectada corresponde a luz parasita.

- Se mide la transmitancia del filtro 6ptico OG570 de 3 mm de espesor a una longitud de onda
de 500 nm.

- Realizar las lecturas por triplicado durante 6 dias, los resultados se registran en la tabla N°
14,

Tabla N° 14: Formato para el registro de absorbancia en la prueba de luz difusa

Replica Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1
2
3

- Se calcula el promedio de las transmitancias (T) del filtro 6ptico OG570 de 3 mm de espesor
a 500 nm.
- Criterio de aceptacion: T < 0.01 6 A >2

F. Determinacién del ruido de fondo: se realiza un barrido en modo de absorbancia
utilizando el aire como blanco con el compartimiento de celdas vacio por 10 minutos.

- Se registra la absorbancia (como el ruido) cada 30 segundos durante 10 minutos a 500 nm.
- Los resultados de las absorbancia en funcién del tiempo se presentan en la siguiente tabla
N° 15.
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Tabla N° 15: Formato de la absorbancia en funcién del tiempo a 500 nm

Tiempo (min) 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 45 | 5.0
Absorbancia
Tiempo (min) 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 |10.0
Absorbancia

- Se calcula el promedio y la raiz cuadrada del promedio de los resultados.
- Criterio de aceptacion: La raiz cuadrada del promedio de los resultados debe ser
tipicamente menor que 0.001 UA.

9. CRITERIOS DE ACEPTACION
Resumen de los criterios del estudio y una declaracion de aplicabilidad
Los criterios de aceptacion de la parte experimental se establecen en la siguiente tabla.

Tabla N° 16: Calculos, evaluacion de resultados de verificacién y criterios de aceptacién para
la calibracion de un espectrofotometro

fotométrica

réplicas por 6 dias

Parametro de . Criterios de
Proceso/medir Calcular -/
control aceptacion
= 3 nm rango
. Mediciones visible
Exagtltud de la puntuales, 6 E=1y— e 3 lecturas de pico
longitud de onda D . f
réplicas por 6 dias deben estar entre
+ 0.5 nm.
Mediciones 2 2 Error entre + 2%
Exactitud puntuales, 6 %Error = - el 1gg | OPIMa
fotométrica L . ref Error entre + 3%
réplicas por 6 dias
Aceptable
Precision Mediciones ) CV%<0,5% optima
puntuales, 6 CV% = —100 CV%< 1%
X

aceptable

Linealidad
fotométrica

Graficar Am vs Arer.

Regresioén lineal
y=ax+b
Y el coeficiente de
regresion (r).
r = +/R?

Reportar ay b con
sus errores tipicos
y r 20,98

Luz difusa o Mediciones Promedio de lecturas 7 <0016
arasita puntuales, 3 X = LX A>2

P réplicas por 6 dias *=N

Ruido de fondo Medicion puntual. Ruido = \/Xpeaiciones <0.001 UA
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4.3.2 Parametros de verificacion de la calibracion del equipog
Con el fin de realizar la verificacion del desempefio del espectrofotometro visible
Hach DR 2700, se desarrollaron los siguientes controles:

- Control de la exactitud de la longitud de onda

- Control de la exactitud fotométrica

- Control de la precisién fotométrica

- Control de la linealidad fotométrica

- Control de Luz difusa o parasita

- Determinacioén del ruido de fondo

4.3.3 EQUIPO, MATERIALES Y REACTIVOS (1,
La preparacién de reactivos y las especificaciones para la calidad de los reactivos
equipos y cristaleria a utilizar en la verificacion del espectrofotometro visible Hach

DR 2700 se establecen en el Anexo N° 6.

4.3.4 Procedimiento para la lectura en el espectrofotometro Visible HACH
DR2700 (el anexo N° 9 muestra los controles del equipo). ¢
a) Conectar el espectrofotometro Visible HACH DR2700 a la fuente de

alimentacion de energia eléctrica.



b)

c)
d)

e)

f)

9)

h)

)

K)
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Pulsar el interruptor trasero del equipo durante dos segundos
aproximadamente para encender el equipo.

Permitir estabilizar el equipo durante 15 minutos.

Seleccionar en la parte superior derecha de la pantalla del equipo el
simbolo A, se despliega una pantalla para digitar la longitud de onda
deseada (XXX nm), presionar la palabra OK para establecer la longitud de
onda a la cual se realizaran las mediciones.

Abrir el compartimiento de celdas.

Seleccionar el compartimiento para celda adecuado:

- cilindrico para tubos de vidrio ensayos de 1 cm de espesor,

- cilindrico para celdas de vidrio de 5 cm de espesor 0

- rectangular para celdas de vidrio o plastico de 1 cm de espesor.
Limpiar la celda seleccionada con solucion para calibrar el cero de
absorbancia o 100 de transmision, con un pafio limpio y suave.

Introducir en el compartimiento para celda.

Presionar en la parte inferior de la pantalla la palabra ZERO y esperar unos
segundos a que el equipo mantenga estable la calibracion a 0.000 Abs.
Retirar la celda del compartimiento la celda cilindrica o rectangular con la
solucién para calibrar cero de absorbancia o 100 de transmision.

Limpiar la celda con la solucion patrén o muestra a medir con un pafio
limpio y suave (puede utilizarse pafiuelo Kleenex)

Nota: cada tubo con solucion control se debe limpiar antes de introducir al
compartimiento cilindrico.

Presionar el comando MEDICION en la parte inferior de la pantalla y
esperar unos segundos a que aparezca el valor de absorbancia o

transmitancia medida.

m) Anotar en valor obtenido.

n)

Este procedimiento se puede realizar por duplicado.
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0) Sise desea cambiar de longitud de onda, se repite el procedimiento segun
2.3.4 literal d).
p) Siyano se van a realizar mas mediciones se presiona por 3 seg. el control

trasero para apagar el equipo.

4.3.5 Controles para el aseguramiento analitico de los resultados g

A. Control de la exactitud de la longitud de onda: para verificar el grado de
concordancia entre la longitud de onda seleccionada de maxima absorbancia
y la longitud de onda se utilizara como referencia un filtro de 6xido de holmio,
el cual es una delgada pelicula de 6xido de holmio distribuida sobre un
soporte rigido de cuarzo, este debe exhibir maximos de absorbancia en un

barrido en el rango visible seguin se establece en la tabla N° 17.

Tabla N° 17: Longitudes de onda de maxima absorcion esperadas en una
pelicula de 6xido de holmio en el rango visible.

Ancho de banda Longitud de onda esperada (hm)
1 nm 418 | 453 460 | 484 | 536 | 648
Rango + 1 nm en cada longitud de onda seleccionada

Se realizan lecturas para un barrido espectral de +1 nm para cada longitud de
onda, utilizando el aire como blanco. Es decir, lecturas individuales para un
barrido espectral de cada longitud de onda, en rangos de 1 nm haciendo lecturas

puntuales para cada una.

- Se selecciona la longitud de onda a evaluar y se calibra a cero de
absorbancia.

- Se coloca el filtro de Holmio en el compartimiento de celda rectangular de 1
cm en el paso optico, la figura N° 8 representa el espectro de la pelicula de

oxido de holmio con los picos obtenidos y los resultados esperados de
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absorbancia en un espectrofotometro de referencia de trabajo (para fines

comparativos).
2.408 n ;
No. | Longitud de onda | Absorbancia No. | Longitud de onda | Absorbancia
i 1 416.00 0.157 16 483.00 0.134
‘ 2 417.00 0.204 17 484.00 0.148
B ‘ 3 418.00 0.270 18 485.00 0.142 -
| | 4 420.00 0.217 19 486.00 0.135
5 451.00 0.752 20 533.00 0.203
‘ | 6 452.00 0.946 21 534.00 0.285
w | 7 453.00 1.108 22 535.00 0.366
=TI ‘ 8 454.00 1.046 23 536.00 0.410 1
, 9 455.00 0.823 24 537.00 0.405
0.859 ‘ l, |“ 10 459.00 1.080 25 538.00 0.367
(1 11 460.00 1.227 26 646.00 0.141
L 12 461.00 1.062 27 647.00 0.143
B [ 13 462.00 0.830 28 648.00 0.147 -
Ak
1Y ||| | 14 463.00 0.684 29 649.00 0.148
0 15 482.00 0.116 30 650.00 0.141
‘ |
| \ A
" ! | I 4
I | \ [
/ Y / o / \_\ L
_/ N Y. - - ~ -
-0.174 L L
400.00 560.00 nm. 800.00

Figura N° 8: Espectro visible del barrido de una pelicula de 6xido de holmio
obtenido con un espectrofotometro de referencia de trabajo
(Shimadzu UV-1800 del Laboratorio Fisicoquimico de Aguas).

- Se realiza la verificacidn espectral 6 veces cada dia, durante 6 dias

consecutivos.

- Los resultados se registran en la tabla N° 18, para cada longitud de onda

esperada.

Tabla N° 18: Formato de registro de resultados para el control de exactitud de la
longitud de onda a 640 nm por 6 dias.

Replicas

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

Dia 6

1

2
3
4
5

6

Promedio

Desviacion
estandar
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A los resultados obtenidos se les realiza la prueba de Bartlett con el objetivo
de evaluar homocedasticidad de las varianzas, criterio: un valor del
parametro de Bartlett menor que el valor tabulado de Chi cuadrada (x?) (M
=valor de tabla < x%0.05 =valor obtenido), permite concluir con un nivel de
confianza al 95%, que no existen diferencias significativas entre las varianzas

obtenidas durante los 6 dias (ver anexo N° 7).

La prueba de Batrtlett se utiliza para probar la hipétesis nula, Ho que todas las
varianzas de una poblacion k son iguales, frente a la hipotesis alternativa de
gue al menos dos son diferentes.
Si hay k muestras con tamafio n y varianzas de las muestras Si2 entonces
estadistico de prueba de Bartlett es:(24)

[1 252 (" ) — S InS%(n— 1)

XBartlett K+1
s -1

Donde:

X2gartlett = Valor estadistico de esta prueba.

In = Logaritmo natural.

S? = Varianza.

n = Tamafo de la muestra del grupo.

K = NUumero de grupos patrticipantes.

N = Tamario total (sumatoria de las muestras).
La estadistica de prueba tiene aproximadamente una distribucion X2c.1 Asi,
la hipotesis nula se rechaza si X2> X%.1,a (donde X?.1,a es el valor critico de

la cola superior para la distribucién X2.1).

Para de evaluar si existen o no diferencias significativas entre los promedios
de los 6 dias se realiza un analisis de varianza (ANOVA) de un factor (ver

anexo N° 7), los resultados obtenidos se registran en la tabla N° 19.
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Tabla N° 19: Formato del analisis de varianza para los promedios de 6 dias
consecutivos a una longitud de onda de 640 nm.

. Suma de Grados de . p
Origen cuadrados libertad Varianza Razon (F)
Entre dias
Dentro de los dias
Total

- Verificar el valor de “F” calculado es menor que el valor tabulado de Fo.os,
entonces se puede concluir con un nivel de confianza del 95% que no existen
diferencias significativas entre los promedios de los 6 dias (ver anexo N° 8).

- Evaluar el sesgo espectral a cada longitud de onda, utilizando los promedios
de las lecturas de longitud de onda de cada dia, los cuales se registran en la
tabla N° 20.

Tabla N° 20: Formato para sesgo en cada promedio de longitudes de onda

Promedio de valores
Valor de referencia(nm) experimentales obtenidos Sesgo (nm)
(nm)

418
453
460
484
535
648

- El sesgo espectral se calcula utilizando la siguiente ecuacion:
Sesgo = (X - p),
Donde:
M = Es el valor de referencia reportado por el NIST a cada A en nm.

X= Es el promedio de longitud de onda para cada dia.

- Para cada promedio de cada dia se evalla el sesgo y luego se grafica, en

una carta de control para cada longitud de onda preparada segun el
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procedimiento de la ISO 11095 para la elaboracion de cartas de control ver

anexo N° 5.

Control de la exactitud fotométrica: se realiza comparando los resultados
de absorbancia de una solucion de referencia de sulfato de cobre 20 g/L en
acido sulfarico (H2SO4) 0.005 Molar, obtenida en el espectrofotometro,
cubriendo las longitudes de onda de: 600, 650, 700 y 750 nm, esta solucion
debe registrar en cada longitud de onda los siguientes resultados de
absorbancia: 0.068, 0.224, 0.537, 0.817 respectivamente, realizando 6
lecturas consecutivas de la solucion, utilizando una solucion de H2SO4 0.005
M como blanco. El ensayo se realiza durante 6 dias consecutivos.

Los resultados se registran en la tabla N° 21, para cada longitud de onda

esperada.

Tabla N° 21: Formato para el registro de resultados para el control de exactitud

fotométrica a 750 nm por 6 dias.

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

1

2
3
4
5

6

Promedio

Desviacion
estandar

A los resultados obtenidos se les realiza el test de Bartlett con el objetivo de
evaluar homocedasticidad de las varianzas, criterio: un valor del parametro
de Bartlett menor que el valor tabulado de Chi cuadrada (x?) (M =valor de
tabla < x®0.0s =valor obtenido), lo cual permite concluir con un nivel de
confianza al 95%, que no existen diferencias significativas entre las varianzas

obtenidas durante los 6 dias.
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- Con el propdsito de evaluar si existen o no diferencias significativas entre los

promedios de los 6 dias se realiza un analisis de varianza (ANOVA) de un

factor, los resultados obtenidos se registran en la tabla N° 22.

Tabla N° 22: Formato para el analisis de varianza para los promedios de 6 dias
consecutivos a una longitud de onda de 750 nm.

. Suma de Grados de . p
Origen cuadrados libertad Varianza Razon (F)
Entre dias
Dentro de los dias
Total

- Se verifica el valor de “F” calculado es menor que el valor tabulado de Fo.os,

entonces se puede concluir con un nivel de confianza del 95% que no existen

diferencias significativas entre los promedios de los 6 dias, las tablas

estadisticas se observan en el anexo N° 8.

- También se evalla el sesgo fotométrico a cada longitud de onda, utilizando

los promedios de las lecturas de longitud de onda de cada dia, los cuales se

registran en la tabla N° 23.

Tabla N° 23: Formato para sesgo de cada promedio de absorbancia

Longitud de onda

Absorbancia de

Promedio de Absorbancia

(nm) referencia experimentales obtenidos Sesgo
600 0.068
650 0.224
700 0.527
750 0.817

- Estos valores de referencia se les encuentra: su limite superior e inferior,

segun el procedimiento de la ISO 11095 para la elaboracion de cartas de

control.

- El sesgo fotométrico se calcula utilizando la siguiente ecuacion:

Sesgo = (X — Arer)
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Donde:
Aref = Es el valor de referencia reportado por el NIST a cada A en nm.
X= Es el promedio de Absorbancia para cada dia.

Los resultados se registran en la tabla N° 24.

Tabla N° 24: Formato de sesgo entre los promedios experimentales de
absorbancia con el valor de referencia del NIST.

Promedio diario

Absorbancia Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6

Promedio experimental

Valor de referencia esperado

Sesgo

- Se registran estos limites de referencia y el promedio para cada promedio de
cada dia y luego se grafica, en una carta de control para cada longitud de
onda. Para verificar que todos los puntos se encuentren dentro del rango de

valores permitidos.

Por lo que se puede afirmar que no existen diferencias significativas entre los

valores experimentales y de referencia.

- Como criterio para la exactitud fotométrica el sesgo no debe ser mayor de +

0.005 para cada longitud de onda

C. Control de la precision fotométrica: Se obtiene la medida de la dispersion
de una serie de mediciones de absorbancia de una solucion de sulfato de
cobre 20 g/L en H2SO4 0.005 Molar, medidas en las longitudes de onda de:
600, 650, 700 y 750 nm durante 6 dias continuos, en cada dia se llevaran a
cabo 6 lecturas para cada longitud de onda.

El resultado se expresa como coeficiente de variacion porcentual con la

solucién de sulfato de cobre 20 g/L en H2SO4 0.005 Molar usado en la
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verificacion de la exactitud fotométrica utilizando una solucion de H2SO4

0.005 M como blanco.

La Precision fotométrica con CV% se calcula con la formula

SD
CV% = 7* 100

Doénde:
SD = Desviacion estandar
X = Promedio de las replicas

Los resultados se registran en la tabla N° 25, para cada longitud de onda

esperada.

Tabla N° 25: Formato de registro de resultados de absorbancia para el control de
precision fotométrica a 750 nm por 6 dias.

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1

2
3
4
5

6
Promedio(x)
DS
CV%

Como criterio de aceptacion se valora el resultado segun el resultado del

coeficiente de variacion porcentual como sigue:

- CV%<0.5% Precision fotométrica optima

- CV%<1.0% Precision fotométrica aceptable
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D. Control de lalinealidad fotométrica:
El rango de absorbancia en el que el instrumento tiene respuesta
proporcional a los cambios de concentracion se realiza determinando la
respuesta del espectrofotdmetro a diferentes concentraciones de un material
de referencia certificado, el set Spectroquant FotoCheck, utilizando la
solucion proporcionada por el fabricante para realizar el ajuste a cero de

absorbancia del equipo.

Las longitudes de onda a que se realizan las lecturas son: 445, 525 y 690
nm. Los resultados se registran en un formato recomendado por el fabricante
segun el anexo N° 5, luego se registra y calcula el promedio de los 6 dias en
la tabla N° 26, para cada longitud de onda.

Tabla N° 26: Formato de registro de resultados de absorbancia para el control de
linealidad fotométrica a por 6 dias.

Solucién de Absorbancia experimental obtenida Promedio
control Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 (%)
445-1
445-2
445-3
445-4
525-1
525-2
525-3
525-4
690-1
690-2
690-3
690-4

Obteniendo asi los valores resultantes de regresion lineal para la pendiente
y el intercepto (bo, bi), el error asociado para cada uno (Sa, Sb), y el
coeficiente de determinacion (r) para cada dia, registrando los resultados en
la tabla N° 27.
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Tabla N° 27: Formato de registro de resultados de regresion lineal para el control
de linealidad fotométrica a por 6 dias.

Parametros
/Dias
bo
b1
Sa
Sp
r

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

- Estos datos se grafican verificando que exista una relacion lineal entre los
valores obtenidos experimentalmente y los valores de referencia (r 2 0.98), y
gue los valores del intercepto y la pendiente son proXimos a cero y a uno
respectivamente, evidenciando que no existen errores sistematicos en las
mediciones.

- Para confirmar la existencia o no de errores sistematicos se realiza la prueba
de t-student para el intercepto y para la pendiente y se compara con el valor
de tabla a un nivel de confianza del 95%, el criterio de esta prueba es un valor
texperimenta Menor que el tabla, confirmando que el intercepto es cero y la
pendiente es uno y no existan errores sistematicos, asi a cada longitud de

onda evaluada (ver anexo N° 8).

E. Control de Luz difusa o parasita:
la medida del porcentaje de transmitancia de un filtro 6ptico OG570 de 3 mm
de espesor, el ajuste del equipo a 0 de transmitancia se realiza con aire.
La transmitancia (T) de esta solucién a 500 nm debe estar cercano a cero, y

toda transmitancia detectada corresponde a luz parasita.

- Se mide la transmitancia del filtro 6ptico OG570 de 3 mm de espesor a una
longitud de onda de 500 nm.
- Se realizan las lecturas por triplicado durante 6 dias, los resultados se

registran en la tabla N° 28.
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Tabla N° 28: Formato para el registro de absorbancia en la prueba de luz difusa

Replica

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

Dia 6

1

2

3

- Se calcula el promedio de las transmitancias (T) obtenidas en las mediciones

del filtro éptico OG570 de 3 mm de espesor a 500 nm.

- Criterio de aceptacion: T < 0.01 6 A >2

F. Determinaciéon del ruido de fondo: Se realiza un barrido en modo de

absorbancia utilizando el aire como blanco con el compartimiento de celdas

vacio por 10 minutos.

- Se registra la absorbancia (como el ruido) cada 30 segundos durante 10

minutos a 500 nm.

- Los resultados de las absorbancias en funcion del tiempo se presentan en la
tabla N° 29.

Tabla N° 29: Formato de la absorbancia en funcion del tiempo a 500 nm

Tiempo (min) 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 45 5.0
Absorbancia
Tiempo (min) 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 | 10.0
Absorbancia

- Se calcula el promedio y la raiz cuadrada del promedio de los resultados.

- Criterio de aceptacion: La raiz cuadrada del promedio de los resultados debe

ser tipicamente menor que 0.001 UA

4.4 CRITERIOS DE ACEPTACION g

Los criterios de aceptacion de la parte experimental se establecen en la tabla

N° 30.
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Tabla N° 30: Célculos, evaluacion de resultados de verificacion y criterios de
aceptacion para la calibracién de un espectrofotometro

Parametro de . Criterios de
Proceso/medir Calcular >
control aceptacion
*= 3 nm rango visible
Exactitud de la Mediciones puntuales, 6 E=1. —2 gelzgtrln”easst;reeﬂtcr g +05
longitud de onda | réplicas por 6 dias m - fref am -
Error entre + 2%
. - %Error i
Exactitud Mediciones puntuales, 6 OA iy Optima
o P . _Am ref Error entre £ 3%
fotométrica réplicas por 6 dias =——=x100
Arer Aceptable
L - CV%<0,5% optima
Precision Mediciones puntuales, 6 SD e 10
fotométrica réplicas por 6 dias V% = 7 100 CV%< 1% aceptable
Regresion lineal
y=ax+b
Linealidad Graficar A ve A Y el coeficiente de Reportatr,a_ y b con sus
fotométrica raficar Am vs Aret. regresion (r). S(r)r%rgs ipicosy r
r =+/R? o
Promedio de
Luz difusa o Mediciones puntuales, 3 | lecturas T<0.016
parasita réplicas por 6 dias DX A>2
X=—
N
. s Ruido
Ruido de fondo Medicién puntual. — <0.001 UA
= v Xmediciones

4.5 INFORME DE CALIBRACION

Este documento contiene los resultados obtenidos a través de la verificacion de

la calibracién de un instrumento. Los informes de calibracién son utilizados para

ser presentados como evidencia del cumplimiento en la implementacion de un

sistema de la gestion de la calidad, pero ademas contienen datos que pueden

ser Utiles para el control de la gestiobn metrologica.

Como producto de las verificaciones realizadas el informe de verificacion del

espectrofotometro Hach DR 2700 tiene la siguiente estructura ver cuadro N° 2:
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Cuadro N° 2: Formato de informe de verificacion instrumental

INFORME DE VERIFICACION DE LA CALIBRACION DEL
ESPECTROFOTOMETRO HACH DR-2700

Facultad de Quimica y Farmacia. Universidad de El Salvador

Cddigo: INFCAL-01

PaginaN° _ de

Fecha de Calibracién:

Objeto de calibracion:

Fabricante:

Serie:

Modelo:

Alcance: de 200 nm a 900 nm (en la escala de
longitud de onda de -3 a +3 en la escala fotométrica.
Resolucion: 1 nm (escala longitud de onda), 0.001
(escala de absorbancia).

Solicitante:

Solicitud N°:

Direccidn solicitante:

Numero de péginas:

Lugar de la calibracién:

El usuario esta en la obligacion de recalibrar el
instrumento a intervalos adecuados, los cuales
deben ser elegidos con base en las
caracteristicas del trabajo realizado y el tiempo
de uso del instrumento.

Los resultados del certificado se refieren al
momento y condiciones en que se realizaron
las mediciones.

El laboratorio no se responsabiliza de los
perjuicios que pueda ocasionar el uso
inadecuado de este instrumento, ni de una
incorrecta interpretacion de los resultados de
la calibracién aqui declarados.

Este informe de calibracion es trazable a
patrones nacionales o internacionales, los
cuales realizan las unidades de acuerdo con el
Sistema Internacional de Unidades (Sl)

Este certificado de calibracién no podra ser
reproducido  parcialmente, excepto con
autorizacion previa por escrito del Laboratorio.
El certificado de calibracién no es vélido sin
firmas o sin el sello del Laboratorio

Condiciones ambientales: Reportar

Método utilizado: Se utiliz6 como base para la verificacion de la calibracion del
espectrofotémetro el documento: PROCAL-01 - Procedimiento de verificacion de la calibracion

del espectrofotometro HACH DR-2700.

Declaracion de los patrones y de la trazabilidad:

Material d_e Tipo Material Serie Trazabilidad

Referencia
Para la Patrén Espectrofotémetro
verificacion de la de Filtro de Oxido | Shimadzu UV-1800 del
escala de trabaio de Holmio Laboratorio Fisicoquimico
longitud de onda ! de Aguas
Para la .

S . Dicromato de
verificacion de la | Patron otasio v 114693
escala de de P y 1146930001

- . Spectroquant
Exactitud trabajo
f . PhotoCheck
otométrica
Para la .
verificacion de la Patron
o de Sulfato de cobre | ---—-- |  ceemeee

Precision .
f e trabajo
otométrica
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\Ij:rrigclgcién de la Material de 114693 Espectrofotometro
Linealidad referencia Spectroquant 1146930001 | Varian Cary 500
f ‘o PhotoCheck Lote EL96073498
otométrica
Para la Filtro optico
verlflgamon de la Patro'n de 0OG570 de 3 mm 46061 | e
Luz difusa o trabajo d
ey e espesor
parasita
Para la
verificacion del N.A. N.A. N.A. N.A.
Ruido de fondo

RESULTADOS DE PARAMETROS DE VERIFICACION
Resultados de verificacion y criterios de aceptacién para la calibracién de un espectrofotémetro

Parametro
/Verificacion

Resultado

Criterios de aceptacion

Declaracién de
conformidad

Exactitud de la

+ 3 nm rango visible

longitud de 3 lecturas de pico deben
onda estar entre £ 0.5 nm.

+ 20 i
Exactitud Error entre = 2% Optima

fotométrica

Error entre + 3%
Aceptable

Precisiéon CV%<0,5% optima
fotométrica CV%< 1% aceptable
Linealidad Reportar ay b con sus
fotométrica errores tipicos y r 20,98
Luz difusa o T<0.010

parasita A>2

Ruido de fondo < 0.001 UA

Notas y aclaraciones:

a. El periodo de validez de este informe de verificacion de la calibracién dependera del uso

y cuidado que se dé al instrumento.

b. Los resultados declarados son Gnicamente validos para el objeto calibrado.
c. Las condiciones ambientales al momento de la calibracién fueron; Temperatura ambiente:

( + )°C,Humedad: (__* ) %.

Br. Alejandra Astrid Guzman Valle

Br. Roberto Luis Rivera Aguirre

Realiz6 la calibracién
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4.6 CARTAS CONTROL
Las lecturas realizadas fueron Utiles para la elaboracion de las cartas control
para:
- Control de la exactitud de la longitud de onda
- Control de la exactitud fotométrica
- La verificacion de la linealidad fotométrica
Las mismas sirven como historico inicial en el levantamiento del registro de cartas

control.

Con el uso de las cartas de control se pueden identificar las principales fuentes
de variacion del proceso, que aparece de manera natural y las que son originadas

por circunstancias o situaciones especiales ajenas al proceso.

La idea basica de una carta de control es que, mediante el calculo de limites de
control, se verifique la variacion del proceso a través del tiempo, graficando un

estadistico, el cual mide la caracteristica de interés en la medicion.

4.6.1 Interpretacion del control del proceso.qs
El objeto de analizar una grafica de control es identificar cuél es la variacion del
proceso, las causas comunes y causas especiales de dicha variacion y en funcién

de esto tomar alguna accion apropiada cuando se requiera.

Se sugiere un conjunto de reglas de decision para detectar patrones no aleatorios

en las cartas de control.

Al detectar alguno de los patrones mostrados en la figura N° 9, se puede decidir
sobre tomar alguna accion para corregir el problema ya que el proceso puede

estar fuera de control.
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Prueba 3: Seis puntos seguidos con
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Prueba 4: Catorce puntos seguidos con
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Prueba 7: Quince puntos seguidos en la
zona C (arriba y debajo de la recta
central)

Prueba 8: Ocho puntos seguidos en ambos
lados de la recta central

Figura N° 9: Reglas de decision para la deteccion de patrones no aleatorios en

las cartas de control.qz




CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La propuesta de verificacion de los parametros de calibracion para un
espectrofotometro visible se aplic6 como sigue, realizando los controles
respectivos con base a un protocolo establecido, obteniendo como resultado el
informe respectivo y el establecimiento de un formato de control frecuente del

mismo.

51 PROTOCOLO PARA LA VERIFICACION DE LA CALIBRACION DEL
ESPECTROFOTOMETRO HACH DR 2700.

Se llevé a cabo la implementacion del protocolo (ver Cuadro N° 1 en el numeral
4.3.1 de la parte experimental), para verificar la calibracion del espectrofotometro
visible Hach DR 2700 en las instalaciones del Laboratorio Fisicoquimico de
Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador a
condiciones normales de temperatura ambiente y humedad relativa, los cual ha

permitido determinar su estado de calibracién actual.

5.2 RESULTADOS DEL PROCEDIMIENTO DE VERIFICACION DE LA
CALIBRACION DEL ESPECTROFOTOMETRO HACH DR 2700.

Se evaluaron los parametros de: Verificacion de la escala de longitud de onda y
control de exactitud de la longitud de onda, Exactitud fotométrica, Precision
fotométrica, precision de la linealidad fotométrica, Luz difusa o parésita y El ruido
de fondo.

Los resultados obtenidos en el equipo de espectrofotometria visible marca Hach,
modelo DR 2700, para asegurar la validez de los resultados al utilizarlo. A

continuacion se presentan los resultados para cada parametro de evaluado.
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5.2.1 Verificacion de la escala de longitud de onda
En la verificacion de la escala de longitud de onda se obtuvieron maximos de
absorbancia en la region visible con el espectrofotometro Hach DR 2700, en las

longitudes de onda segun especificadas en la tabla N° 31.

Tabla N° 31: Longitudes de onda de méxima absorcidbn esperadas en una
pelicula de 6xido de holmio en el rango visible.

Ancho de banda Longitud de onda esperada (nm)
1 nm 418 | 453 460 | 484 | 536 | 648
Rango + 1 nm en cada longitud de onda seleccionada

Esta referencia produce un espectro con picos afilados estables en el intervalo

de 219 nm a 650 nm.
Las longitudes especificadas obedecen a que la resolucién del espectrofotometro

visible no permite la seleccion en decimales de longitud de onda.

Una representacion grafica de los maximos obtenidos a las longitudes de onda

esperadas se puede observar en la figura N° 10.

1.40
Referencia 1.20 453 460

©
kel 4534 100
S =0.80
2 536.4 -80 60
S ' 8375 | g 536
ftg £0.40 | 418

0 T T T 0.00

ST 35E8EEERREHENY

Longitud de Onda Longitud de Onda

Figura N° 10: Comparacion del espectro visible del filtro de 6xido de holmio con
un grafico en Excel obtenido de los datos utilizando el
espectrofotometro Hach DR 2700.
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La comparacion de los resultados obtenidos con un espectrofotometro de trabajo
Shimadzu UV-1800 ubicado en el Laboratorio Fisicoquimico de Aguas se

registran en la tabla N° 32.

Tabla N° 32: Resultados de la medicion de absorbancia utilizando el
espectrofotometro de trabajo Shimadzu UV-1800 del Laboratorio
Fisicoquimico de Aguas vrs. HACH DR 2700

No. Longitud de onda Tolerancia _Absorbanua Absorbancia
Shimadzu UV-1800 HACH DR 2700
1 418 +1nm 0.270 0.205
2 453 +1nm 1.108 0.818
3 460 +1nm 1.227 0.804
4 484 +1nm 0.148 0.132
5 536 +1nm 0.410 0.320
6 648 +1nm 0.147 0.141

El Control de la exactitud de longitud de onda produjo los siguientes resultados
(ver tabla N° 33).

Tabla N° 33: Resultados de absorbancia para el control de exactitud de la
longitud de onda durante seis dias.

Longitud de onda a 418 nm

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1 0,202 0,201 0,201 0,202 0,202 0,202
2 0,202 0,201 0,201 0,202 0,202 0,202
3 0,202 0,201 0,201 0,202 0,202 0,202
4 0,202 0,201 0,201 0,202 0,202 0,202
5 0,202 0,201 0,201 0,202 0,202 0,202
6 0,202 0,201 0,201 0,202 0,202 0,202

Longitud de onda a 453 nm

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1 0,823 0,821 0,821 0,820 0,821 0,819
2 0,823 0,822 0,821 0,821 0,820 0,820
3 0,824 0,822 0,821 0,821 0,820 0,818
4 0,824 0,822 0,820 0,821 0,820 0,818
5 0,824 0,822 0,820 0,821 0,820 0,818
6 0,824 0,822 0,820 0,821 0,820 0,818




Tabla N° 33: Continuacion.

102

Longitud de onda a 460 nm

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

1 0,819 0,819 0,815 0,811 0,820 0,811

2 0,818 0,820 0,814 0,810 0,819 0,812

3 0,818 0,820 0,814 0,810 0,819 0,812

4 0,819 0,820 0,814 0,810 0,818 0,811

5 0,819 0,820 0,814 0,810 0,818 0,810

6 0,819 0,820 0,814 0,810 0,818 0,810
Longitud de onda a 484 nm

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

1 0,126 0,126 0,127 0,127 0,127 0,127

2 0,126 0,126 0,127 0,128 0,128 0,128

3 0,126 0,126 0,127 0,128 0,128 0,128

4 0,126 0,126 0,127 0,128 0,128 0,128

5 0,126 0,126 0,127 0,128 0,128 0,128

6 0,127 0,127 0,128 0,128 0,128 0,128
Longitud de onda a 536 nm

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

1 0,313 0,313 0,315 0,316 0,315 0,316

2 0,314 0,312 0,314 0,317 0,314 0,315

3 0,314 0,312 0,314 0,317 0,314 0,315

4 0,314 0,312 0,314 0,317 0,314 0,315

5 0,314 0,312 0,314 0,317 0,314 0,315

6 0,314 0,312 0,314 0,317 0,314 0,315
Longitud de onda a 648 nm

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

1 0,137 0,137 0,137 0,136 0,136 0,136

2 0,136 0,136 0,136 0,137 0,137 0,137

3 0,136 0,136 0,136 0,137 0,137 0,137

4 0,136 0,136 0,136 0,137 0,137 0,137

5 0,136 0,136 0,136 0,137 0,137 0,137

6 0,136 0,136 0,136 0,137 0,137 0,137




5.2.2 Control de la exactitud fotométrica
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Los resultados obtenidos de las absorbancias a cuatro distintas longitudes

de onda para el control de exactitud fotométrica son los siguientes (ver
tabla N° 34).

Tabla N° 34: Resultados para el control de exactitud fotométrica en 6 dias.

Longitud de onda a 600 nm

Absorbancia

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
esperada
1 0,104 0,102 0,101 0,100 0,099 0,099
2 0,104 0,102 0,102 0,099 0,100 0,100
3 0068 0,102 0,102 0,102 0,099 0,100 0,100
4 ’ 0,100 0,099 0,102 0,100 0,099 0,098
5 0,099 0,098 0,102 0,100 0,099 0,099
6 0,099 0,099 0,102 0,100 0,100 0,099
Longitud de onda a 650 nm
Replicas | Absorbancia | oy | pia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6
esperada
1 0,322 0,320 0,320 0,310 0,311 0,312
2 0,319 0,320 0,321 0,311 0,314 0,313
3 0224 0,314 0,320 0,322 0,312 0,312 0,313
4 ' 0,316 0,320 0,322 0,311 0,313 0,313
5 0,315 0,319 0,321 0,311 0,313 0,313
6 0,317 0,319 0,321 0,311 0,316 0,313
Longitud de onda a 700 nm
Replicas Absorbancia Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
esperada
1 0,724 0,722 0,727 0,719 0,721 0,715
2 0,718 0,722 0,727 0,718 0,722 0,715
3 0537 0,715 0,723 0,727 0,719 0,722 0,715
4 ’ 0,717 0,717 0,728 0,719 0,722 0,715
5 0,716 0,717 0,729 0,719 0,722 0,717
6 0,714 0,716 0,730 0,719 0,723 0,717
Longitud de onda a 750 nm
Replicas Absorbancia Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
esperada
1 1,120 1,117 1,132 1,132 1,131 1,132
2 1,117 1,116 1,132 1,133 1,133 1,133
3 0.817 1,115 1,116 1,133 1,133 1,133 1,133
4 ’ 1,115 1,116 1,133 1,133 1,133 1,133
5 1,114 1,117 1,134 1,133 1,133 1,134
6 1,115 1,117 1,134 1,134 1,133 1,133
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5.2.3 Control de la precision fotométrica
Los resultados obtenidos de las absorbancias a cuatro distintas longitudes
de onda para el control de la precision fotométrica son los siguientes (ver
tabla N° 35).

Tabla N° 35: Resultados de absorbancia para el control de precisién fotométrica
a cada longitud de onda en nm por 6 dias.

Longitud de onda a 600 nm

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1 0,104 0,102 0,101 0,100 0,099 0,099
2 0,104 0,102 0,102 0,099 0,100 0,100
3 0,102 0,102 0,102 0,099 0,100 0,100
4 0,100 0,099 0,102 0,100 0,099 0,098
5 0,099 0,098 0,102 0,100 0,099 0,099
6 0,099 0,099 0,102 0,100 0,100 0,099

Longitud de onda a 650 nm

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1 0,322 0,320 0,320 0,310 0,311 0,312
2 0,319 0,320 0,321 0,311 0,314 0,313
3 0,314 0,320 0,322 0,312 0,312 0,313
4 0,316 0,320 0,322 0,311 0,313 0,313
5 0,315 0,319 0,321 0,311 0,313 0,313
6 0,317 0,319 0,321 0,311 0,316 0,313

Longitud de onda a 700 nm

Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1 0,724 0,722 0,727 0,719 0,721 0,715
2 0,718 0,722 0,727 0,718 0,722 0,715
3 0,715 0,723 0,727 0,719 0,722 0,715
4 0,717 0,717 0,728 0,719 0,722 0,715
5 0,716 0,717 0,729 0,719 0,722 0,717
6 0,714 0,716 0,730 0,719 0,723 0,717
Longitud de onda a 750 nm
Replicas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1 1,120 1,117 1,132 1,132 1,131 1,132
2 1,117 1,116 1,132 1,133 1,133 1,133
3 1,115 1,116 1,133 1,133 1,133 1,133
4 1,115 1,116 1,133 1,133 1,133 1,133
5 1,114 1,117 1,134 1,133 1,133 1,134
6 1,115 1,117 1,134 1,134 1,133 1,133
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5.2.4 Control de lalinealidad fotométrica
Los resultados obtenidos de las absorbancias a tres distintas longitudes
de onda para el control de la linealidad fotométrica son los siguientes (ver
tabla N° 36).

Tabla N° 36: Resultados de absorbancia para el control de linealidad fotométrica

por 6 dias.
Solucién de Absorbancia experimental obtenida
control Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
445-1 0,199 0,201 0,205 0,201 0,201 0,203
445-2 0,503 0,505 0,510 0,507 0,507 0,508
445-3 0,996 1,001 1,004 1,001 1,002 1,001
445-4 1,500 1,504 1,507 1,503 1,502 1,504
525-1 0,193 0,198 0,205 0,202 0,199 0,201
525-2 0,488 0,492 0,499 0,493 0,492 0,495
525-3 0,982 0,985 0,992 0,986 0,987 0,989
525-4 1,461 1,465 1,469 1,465 1,465 1,468
690-1 0,196 0,199 0,204 0,200 0,200 0,199
690-2 0,501 0,505 0,512 0,504 0,508 0,505
690-3 0,986 0,990 0,996 0,990 0,992 0,990
690-4 1,493 1,496 1,503 1,497 1,498 1,496

5.2.5 Control de Luz difusa o parasita
Los resultados obtenidos de las absorbancias para el control de la luz
difusa son los siguientes (ver tabla N° 37).

Tabla N° 37: Resultados de absorbancia a 500 nm para la prueba de luz difusa

Replica Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1 3.230 3.276 3.263 3.261 3.266 3.270
2 3.259 3.258 3.262 3.256 3.265 3.267
3 3.320 3.265 3.259 3.259 3.263 3.266

5.2.6 Control de ruido
Los resultados obtenidos de las absorbancias para el control del ruido de

fondo son los siguientes (ver tabla N° 38).
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Tabla N° 38: Resultados de absorbancia en funcién del tiempo a 500 nm

Tiempo 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0
(min)
Absorbancia | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
Tiempo 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0
(min)
Absorbancia | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

5.3 ANALISIS DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES

Para un adecuado analisis de los resultados la discusion de los mismos se dirigira
con base a los resultados obtenidos, pruebas estadisticas realizadas, aplicando
una interpretacion de resultados y proponiendo un programa de calidad en cada
verificacion. El programa recomendado para el control de las distintas

propiedades fotométricas se establece en la tabla N° 39.

Tabla N° 39: Programa recomendado para el control de las propiedades
fotométricas ¢

Parametro /
Frecuencia
Precision X
Linealidad X
Exactitud X
Longitud de onda X
Luz parasita X

Mensual Trimestral Semestral

Debido a que es la primera vez que se realiza la verificacién de la calibracién del
espectrofotometro visible Hach DR 2700, desde que fue instalado, se tomé6 en
cuanta como el tiempo inicial para cada verificacion para recomendar la

planificacion del mismo.

5.3.1 Escalade longitud de onda
A. Verificacion de la escala de longitud de onda
El filtro de Oxido de Holmio se ha utilizado como una referencia de longitud de

onda desde hace muchos afos; o que le permite verificar la escala de longitud
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de onda en el rango electromagnético del espectrofotometro utilizado, abarcando
el ultravioleta y el visible.

El filtro de Oxido de Holmio presenta una amplia gama de picos nitidos resolubles
que se utilizan para correlacionar el indicador de longitud de onda en el
espectrofotometro. En el procedimiento general se escanea la referencia en el
rango utilizable para asegurar que todos los picos se puedan resolver y
comprobar cada pico, para asegurar que la lectura en el espectrofotdmetro esta
dentro de las tolerancias del fabricante para la longitud de onda.

Si el resultado no es conforme a lo esperado, se debe proceder a consultar a un

técnico de servicio para revisar el equipo, y si es necesario, ajustar el instrumento.

La comprobacion periodica del espectro de la referencia de 6xido de Holmio
permite generar un registro de exactitud de longitud de onda del instrumento que
se puede utilizar con la certificacion del mismo, en caso de que la correlacion

cambie con el tiempo.

N | 416 417 418 419 420 1,40 260
A | 0,187 | 0,197 | 0,202 | 0,195 | 0,182 1,20 453
A | 451 452 453 454 455 1,00
A 0862 | 0,842 | 0,821 | 0,798 | 0,781 | gz
A | 458 459 460 461 462 | 8060
A | 0807 | 0,827 | 0,815 | 0,760 | 0,656 | § 536
8040 (418

N | 482 483 484 485 486 | £

0,20 484 648
A | 0,113 | 0,121 | 0,127 | 0,130 | 0,129 000
AN | 534 535 536 537 538 G oM Mo O~ hm oo~
A | 0,269 | 0,303 | 0,314 | 0,310 | 0,292 YIS INALRIII
A

0,137 | 0,137 | 0,137 | 0,134 | 0,128

Figura N° 11: Longitudes de onda de maxima absorbancia esperadas para un
patron de oxido de holmio en el rango visible.
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- Diagnostico de Resultados.
Al comparar la aparicion de los picos del 6xido de holmio a longitudes de
onda especificas del instrumento con el criterio establecido para el estandar
de referencia de trabajo. Se encontr6 que las lecturas estan dentro del rango
establecido para el instrumento, esto indica que la escala de longitud de
onda es correcta.

- Programa de Calidad.
Cada vez que se repita el andlisis se pueden comparar los nuevos
resultados con los resultados anteriores para comprobar si hay cambios que
excedan el rango esperado para un pico determinado. Asi, si el instrumento
necesita servicio debido a un cambio en la resolucion, los datos histéricos
seran de gran ayuda al servicio técnico.

B. Control de la exactitud de la longitud de onda

Con este control es posible determinar el grado de concordancia entre la longitud
de onda que indica el seleccionador y la longitud de onda de referencia requerida

expresada en nm.

Los calculos estadisticos resultantes del control de exactitud de la longitud de
onda se registrar en el anexo N° 10, incluyendo: calculo de Sesgo espectral para
promedios diarios de los resultados, resultado del analisis de varianza (ANOVA)
en la medicién, resumen estadistico del sesgo y curtosis estandarizada de la
medicion, resultados de la prueba de rangos mdultiples para las mediciones de
Absorbancia, prueba de contraste de los resultados de promedios de
absorbancia, prueba de verificacion de Varianza - prueba de Levene’s y prueba
de Kruskal-Wallis para los resultados de absorbancia en cada longitud de onda

en nm para cada uno de los seis dias de las pruebas.
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I. Resultados de la prueba de Bartlett
Los resultados de la prueba de Bartlett se utilizan para probar si los resultados
observados provienen de poblaciones con la misma varianza, indicando
homocedasticidad u homogeneidad de varianzas. Es de hacer notar que esta
prueba es sensible a la falta de tendencias a la normalidad en los resultados.

Los resultados obtenidos se han registrado en la tabla N° 40.

Tabla N° 40: Resultados de la prueba de Bartlett para el control de longitud de

onda
Longitud de onda Estadistico

418 nm X24180m= 6,28

453 nm X24530m= 1,26 X2
460 nm X24600m= 1,24 Tabla
484 nm X2484nm= 1,29

536 nm X2536nm= 1,29 11,07
648 nm X2648nm= 1,29

El supuesto de homogeneidad de varianzas, también conocido como supuesto
de homocedasticidad, considera que la varianza es constante (no varia) en los
diferentes niveles de un factor estudiado, en este caso los resultados de
absorbancia a una determinada longitud de onda, es decir, entre los seis dias de

estudio realizado.

Por lo tanto, segun el criterio, todos los valores obtenidos son menores que el
tabulado, lo cual permite concluir con un nivel de confianza al 95%, que existen
diferencias significativas entre las varianzas obtenidas durante los 6 dias,
rechazando la hipoétesis nula. Para esto se realiza el analisis de varianza simple

de un solo factor.

Il. Sesgo espectral:
Se realiz6 el célculo del sesgo espectral (ver Tabla N° 63), los resultados

generales obtenidos se registran en la tabla N° 41.
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Tabla N° 41: Sesgo espectral para promedios totales de los resultados de
absorbancia a cada longitud de onda.

Promedio de valores
Valor de referencia(nm) experimentales obtenidos Sesgo (hm)
(nm)
418 0,2017 0,0680
453 0,8209 0,2871
460 0,8154 0,4116
484 0,1272 0,0208
535 0,3144 0,0960
648 0,1365 0,0105

Por tanto el sesgo de cada longitud de onda es inferior a 0,5 lo cual confirma que
los valores de exactitud se encuentran por debajo del valor maximo permitido que

es: +/- 0.5 nm.

Il. ANOVA Simple - Absorbancia de cada longitud de onda en nm durante
seis Dias (ver Tabla N° 64)

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para las

Absorbancias registradas a cada longitud de onda en nm (418, 453, 460, 484,

535y 648 nm), para comparar los valores promedios de Absorbancia para los 6

diferentes dias.

- Variable dependiente: Absorbancia a cada longitud de onda en nm
- Factor: Dias
- Numero de observaciones: 36

- NuUmero de niveles: 6

La prueba-F en la tabla ANOVA determina si hay diferencias significativas entre
los promedios. Si las hay, las pruebas de rangos multiples predicen cuales son

significativamente diferentes de otros.
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En este tipo de estudios importa mucho la tendencia normal de los resultados,
por ello, si estan presentes valores atipicos, la Prueba de Kruskal-Wallis compara

las medianas en lugar de los promedios.

El andlisis del sesgo estandarizado y/o la curtosis estandarizada: La cual es una
medida estadistica que determina el grado de concentracién que presentan los
valores de una variable alrededor de la zona central de la distribucion de

frecuencias.

Asi, para cada longitud de onda:

A. A 418 nm se encuentra fuera del rango de -2 a +2 para 3 de los Dias,

B. A 453 nm no se encuentra fuera del rango de -2 a +2 para 3 de los Dias,

C. A 460 nm se encuentra fuera del rango de -2 a +2 para 3 de los Dias,

D. A 484 nm, 536nm y 648 nm; todos se encuentra fuera del rango de -2 a +2

para los Dias.

Lo cual indica tendencia a la “no normalidad” significativa en los datos, lo cual no
estd de acuerdo al supuesto de que los datos provienen de distribuciones

normales o que existen datos anémalos que afectan la distribucion.

En este caso se puede proceder a transformar los datos, o a utilizar la prueba de

Kruskal-Wallis para comparar las medianas en lugar de las medias.

V. Pruebas de Multiple Rangos, Método: diferencia minima significativa
95,0% (LSD) ver Tabla N° 66.

En las pruebas de rangos mudltiples, estos intervalos se usan para determinar

cuales promedios son significativamente diferentes de otras.
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Figura N° 12:Diagramas de dispersion de los resultados de absorbancia en
cada longitud de onda para los seis dias.
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Figura N° 13:Diagramas de analisis de varianza (ANOVA) de los resultados de
absorbancia en cada longitud de onda para los seis dias.
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Figura N° 14: Diagramas de los residuos de los resultados de absorbancia en
cada longitud de onda para los seis dias.

El contraste de los resultados en pares permite determinar si existe diferencia
significativa entre los promedios obtenidos entre los dias de la prueba. Los
resultados del tratamiento estadistico en cada longitud de onda en nm se
observan en el anexo N° 10, en las mismas cualquier diferencia de promedios

que sea significativa se representa con un asterisco “*”, ver Tabla N° 67.
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Las figuras N° 12, 13 y 14, permiten juzgar la significancia practica de los
resultados, asi como buscar posibles violaciones de los supuestos subyacentes
en el andlisis de varianza, es decir: los supuestos de que parte que han de
cumplirse:

a. La variable dependiente debe medirse al menos a nivel de intervalo.

b. Independencia de las observaciones.

c. Ladistribucion de los residuales debe ser normal.

d. Homocedasticidad: homogeneidad de las varianzas

- Diagnéstico de Resultados.

Con los resultados al realizar un andlisis de varianza de un factor, (ver en la
Tabla N° 64). La tabla ANOVA descompone la varianza de cada Absorbancia en
nm en dos componentes, un componente entre-grupos y un componente dentro-
de-grupos en la determinacion de la exactitud de la longitud de onda.

La razon-F es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-
de-grupos, asi, si el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05 existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de cada Absorbancia en

nm, entre un dia y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla N° 42: Interpretacion de resultados del analisis de varianza (ANOVA)
para cada longitud de onda en nm.

Prueba de analisis de varianza (ANOVA)

Criterio:

Si el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05 existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de cada Absorbancia en nm, entre un dia y otro, con un nivel del
95,0% de confianza.

Absorbancia | Resultado (los pares de dias) Interpretacion de Resultados

418 nm Razén-F = ****  Valor-P = 1,731x10%’ Ya que todos los valores — P son
453 nm Raz6n-F = 61,08 , Valor-P = 0,0000 menores a 0,05, existe una
460 nm Razén-F = 287,78 , Valor-P = 0,0000 diferencia estadisticamente
484 nm Razo6n-F = 24,00, Valor-P = 0,0000 significativa

536 nm Raz6n-F = 85,87, Valor-P = 0,0000

648 nm Razoén-F = 4,80, Valor-P = 0,0024

Para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras, se utiliza la
informacion de la Prueba de Multiples Rangos en cada absorbancia evaluada.
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Tabla N° 43: Interpretacion de resultados de rangos multiples en cada
absorbancia en nm para cada dia.

Prueba de rangos mdltiples

Es la comparacion mdltiple para determinar cuales medias son significativamente diferentes

de otras con un nivel del 95,0% de confianza.

Criterio:

El método empleado permite discriminar entre las medias, es el procedimiento de diferencia

minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que

cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Absorbancia | Resultado (los pares de dias) Interpretacién de Resultados

418 nm 1-2,1-3,2-4,2-5,2-6,3-4,3-5y 8 pares
3-6

453 nm 1-2,1-3,1-4,1-5,1-6,2-3,2-4,2 13 pares
-52-6,3-6,4-54-6y 5-6

460 nm 1-2,1-3,1-4,1-6,2-3,2-4,2-5,2 14 pares
-6,3-4,3-5,3-6,4-5,4-6y5-6

484 nm 1-3,1-4,1-5,1-6,2-3,2-4,2-5,2 11 pares
-6,3-4,3-5y3-6

536 nm 1-2,1-4,1-6,2-3,2—-4,2-5,2-6,3 12 pares
-4,3-6,4-54-6y5-6

648 nm 1-4,1-5,1-6,2-4,2-5,2-6,3-4,3 9 pares
-5y3-6

Los pares encontrados muestran diferencias estadisticamente significativas.

Tabla N° 44: Interpretacion de resultados de la prueba de varianza

Prueba de varianza (prueba de Levene’s)

El estadistico resultante en cada longitud de onda evalla la hipétesis de que la desviacion
estandar de Absorbancia dentro de cada uno de los 6 dias es la misma.

También muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras.

Criterio:
Si el valor-P es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0% de confianza.

Absorbancia | Resultado Interpretacién de Resultados
418 nm Prueba=0 ,Valor-P=1 En esta prueba los valores-P
453 nm Prueba = 0,66, Valor-P = 0,657 indican que existe una
460 nm Prueba= 1,81 , Valor-P = 0,142 diferencia  estadisticamente
484 nm Prueba= 0 , Valor-P =1 significativa

536 nm Prueba= 0 , Valor-P =1

648 nm Prueba=0 ,Valor-P=1

P-valores por debajo de 0.05, de los cuales hay O, indican una diferencia
estadisticamente significativa entre las dos sigmas al 5% de nivel de

significancia.
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Tabla N° 45: Interpretacion de resultados de la prueba de Kruskal-Wallis

Prueba de Kruskal-Wallis

Evalla la hipotesis de que las medianas de Absorbancia en cada longitud de onda dentro de
cada uno de los 6 Dias son iguales. Primero se combinan los datos de todos los niveles y se
ordenan de menor a mayor. Luego se calcula el rango promedio para los datos de cada dia.

Criterio:
Si el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las
medianas con un nivel del 95,0% de confianza.

Absorbancia | Resultado Interpretacion de Resultados
418 nm Estadistico = 35,0 , Valor-P = 0,0000015 Los resultados de valores-P,
453 nm Estadistico = 30,956, Valor-P = 0,0000095 | menores a 0,05, indican que
460 nm Estadistico = 32,246, Valor-P = 0,0000053 | existe una diferencia
484 nm Estadistico = 27,441, Valor-P = 0,000047 estadisticamente significativa
536 nm Estadistico = 32,055, Valor-P = 0,0000058

648 nm Estadistico = 15,556, Valor-P = 0,0082

Por lo que se puede concluir la falta de homocedasticidad en los resultados, la
mayoria de resultados muestran diferencias estadisticamente significativas a las
pruebas estadisticas realizadas entre los promedios y medianas de los
resultados, posiblemente por la carencia de normalidad o la aparicién de
resultados atipicos que inciden en el comportamiento. Es de acotar que en la
prueba de sesgos en la longitud de onda solo una de los datos estudiados sale

del criterio de 1 nm a la de £3 nm.

Esto podria implicar que la longitud de onda seleccionada en cada medicién no
es la que corresponde (no es exacta), solo si se asegura la trazabilidad
metrologica del patron utilizado y que la tolerancia del mismo implicara un rango
especifico de un material de referencia certificado.

Por otro lado el equipo Hach DR 2700 ha carecido desde su puesta en marcha

de algun tipo de mantenimiento o calibracion.

- Programa de Calidad.
a. Programar el mantenimiento y calibracion del espectrofotometro visible Hach
DR 2700
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b. Adquirir un set de patrones trazables de 6xido de holmio y efectuar de nuevo

la verificacion.

c. Cartas de control de los sesgos: se llevo a cabo la elaboracion de cada carta

control de sesgos para verificar la diferencia, de los resultados promedio

diarios contra el promedio general a cada longitud de onda en la evaluacion

de la exactitud de longitud de onda.
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Figura N°15:

para la prueba de exactitud de longitud de onda.

Cartas control del sesgo de absorbancias a cada longitud de onda

Se puede definir un valor de tolerancia para valores esperados de absorbancia a

cada longitud de onda, recomendando el criterio del certificado de calidad de

cada patrén empleado.
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5.3.2 Control de la exactitud fotométrica

La exactitud fotométrica es el grado de concordancia entre la absorbancia real y
la absorbancia medida.

El resumen estadistico del control de la exactitud fotométrica se puede observar

en el anexo N° 11.

Esta prueba permite determinar el grado de concordancia entre la absorbancia
real y la absorbancia medida de una sustancia de referencia de trazabilidad
comprobable. El error cometido al leer una absorbancia respecto de una de

referencia se denomina entonces “inexactitud fotométrica”.

Primero se realizé el andlisis de varianza de un solo factor (ver Tabla N° 72): al
ejecutar un analisis de varianza de un factor en los resultados de Absorbancia a
600, 650, 700 y 750 nm, para comparar los valores promedios en los 6 diferentes
niveles (de Dias consecutivos de andlisis). La prueba-F en la tabla ANOVA

determina si hay diferencias significativas entre los promedios.

Al existir diferencias, las pruebas de rangos multiples (Tabla N° 73), descubren
cuales promedios son significativamente diferentes para los seis dias de analisis,
esta prueba es susceptible a la presencia de valores atipicos, para esto, la
Prueba de Kruskal-Wallis (ver Tabla N° 76) permite comparar las medianas en

lugar de los promedios.

Lo cual es util para juzgar la significancia practica de los resultados, asi como
permitir buscar posibles violaciones de los supuestos subyacentes en el analisis
de varianza.

Luego se calculo la exactitud fotométrica relacionando los valores promedio
obtenidos de las absorbancias en cada dia de analisis para cada longitud de

onda.
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- Diagnéstico de Resultados.
En el anexo No. 11 resumen estadistico del control de la exactitud fotométrica,
se registran los resultados de los calculos realizados a los valores de absorbancia
obtenidos a cada longitud de onda (600, 650, 700 y 750 nm) para los seis dias

de anadlisis establecidos.

Segun los resultados obtenidos, se debe tomar en cuenta que existen diferencias
entre la desviacidon estandar mas pequefay la mas grande a 600, 650, 700 y 750
nm, la cual puede llegar a ser hasta tres veces mayor. Esto puede causar
inconsistencia en los resultados, puesto que el analisis de varianza asume que
las desviaciones estandar de todos los niveles son iguales. Para lo cual se hace
la verificacion de varianza para ejecutar una prueba estadistica formal para la
diferencia entre las desviaciones. Se podria considerar, transformar los valores
de los resultados de Absorbancia para eliminar cualquier dependencia de la

desviacion estandar de la media.

Ademas, el sesgo estandarizado y/o la curtosis estandarizada a 600, 650, 700 y
750 nm se encuentran fuera del rango de -2 a +2 para los resultados de
absorbancia en todas las longitudes de onda para uno de los dias de andlisis
establecidos. Lo vual indica o describe un comportamiento de “no normalidad”
significativa en los datos, violando el supuesto de que los datos provienen de

distribuciones normales.

I. Analisis de varianza (ANOVA) de un factor

Variable dependiente: Absorbancia a cada longitud de onda
Factor: Dias (6)

Numero de observaciones: 36

Numero de niveles: 6
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La tabla ANOVA descompone la varianza de los resultados de Absorbancia a
cada longitud de onda en nm en dos componentes: un componente entre-grupos
y un componente dentro-de-grupos.

La razén-F, es el cociente entre el estimado “entre grupos” y el estimado “dentro

de grupos”.

En la prueba se determina que a 600, 650, 700 y 750 nm la razén-F, valor-P de
la prueba-F es menor que 0,05 en todas las longitudes de onda
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Figura N° 16: Gréficos del andlisis de varianza ANOVA para cada longitud de
onda en la prueba de exactitud fotométrica.

Il. Pruebas de Multiple Rangos

Esta aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de los
resultados muestran las diferencias estimadas entre cada par de medias.

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este
método hay un riesgo del 5,0% al asumir que cada par de medias es

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. Los resultados indican que: para la
Absorbancia 600 nm, el asterisco (ver tabla N° 74) que se encuentra al lado de
los 6 pares y se han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de
las X's en columnas. Para la Absorbancia 650 nm son 13 pares y se han

identificado 4 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas.

La Absorbancia 700 nm, presenta 11 pares y se han identificado 4 grupos
homogéneos segun la alineacién de las X's en columnas y para la Absorbancia
750 nm son 8 pares con 2 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en
columnas. Estos resultados indican que muestran diferencias estadisticamente

significativas con un nivel del 95,0% de confianza.

Il Verificacion de Varianza (ver tabla N° 75)
El estadistico mostrado en esta tabla evalta la hipétesis de que la desviacion
estandar para los resultados de Absorbancia a cada longitud de onda en nm,

dentro de cada uno de los 6 niveles (de Dias de andlisis) es la misma.

De particular interés es el valor-P, si es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del
95,0% de confianza. Si fuese asi, viola uno de los supuestos importantes
subyacentes en el andlisis de varianza e invalidara la mayoria de las pruebas

estadisticas comunes.

La tabla N° 75 muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada
par de muestras, los resultados a cada longitud de onda de las comparaciones
realizadas es la siguiente: en las absorbancias a 600 nm: los p-valores por debajo
de 0.05, de los cuales hay 7, en las absorbancias a 650 nm: los p-valores por
debajo de 0.05, de los cuales hay 7, en las absorbancias a 700 nm: los p-valores

por debajo de 0.05, de los cuales hay 9, en las absorbancias a 750 nm: los p-
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valores por debajo de 0.05, de los cuales hay 4, indicando una diferencia

estadisticamente significativa entre las dos sigmas al 5% de nivel de significancia.

V. Prueba de Kruskal-Wallis (ver tabla N° 76)
Es un método no paramétrico para probar si un grupo de datos proviene de la
misma poblacion. Intuitivamente, es idéntico al ANOVA con los datos
reemplazados por categorias y no asume normalidad en los datos, en oposicion
al tradicional ANOVA.
Si asume, bajo la hipétesis nula, que los datos provienen de la misma distribucion.

Una forma comudn en que se viola este supuesto es con datos heterocedasticos.

Esta prueba evalta la hipoétesis de que las medianas de Absorbancia a cada
longitud de onda en nm dentro de cada uno de los Dias son iguales, combinando
los datos de todos los niveles y se ordenan de menor a mayor obteniendo el rango
promedio para los datos de cada nivel.

Si el valor-P es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas con un nivel del 95,0% de confianza: para las
absorbancia a 600 nm, el valor-P es menor que 0.05, para las absorbancia a 650
nm, el valor-P es menor que 0,05, para las absorbancia a 700 nm, el valor-P es
menor que 0,05, para las absorbancia a 750 nm, el valor-P es menor que 0,05.
Asi, en todas las longitudes de onda existe una diferencia estadisticamente

significativa entre las medianas con un nivel del 95,0% de confianza.

Para determinar cuales medianas son significativamente diferentes de otras el

grafico de Caja y Bigotes permite verificarlo
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Figura N° 17: Graficos de Caja y Bigotes para los resultados de Absorbancia a
cada longitud de onda en nm durante seis Dias

Con los valores de referencia que se detalla en los certificados de calidad del

patréon utilizado se establece el % de inexactitud fotométrica con la siguiente

formula:

% Inexactitud fotométrica = (Abs. promedio — Abs. referencia) x 100
Abs. referencia

Limites de aceptabilidad:

Exactitud fotométrica éptima: error entre +/- 2%

Exactitud fotométrica aceptable: error entre +/- 3%



Los resultados calculo de inexactitud se registran en la tabla N° 46.
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Figura N° 18:

Graficos de residuos para los resultados de Absorbancia a cada

longitud de onda en nm durante seis Dias

Tabla N° 46: Porcentaje de inexactitud de los promedios de absorbancia en la
prueba de exactitud fotométrica
Absorbancia de 0,068 0,224 0,537 0,817
referencia
Promedio diario
Dia 600 nm % 650 nm % 700 nm % 750 nm %
1 0,101 | 49,02 | 0,317 | 41,59 | 0,717 | 33558 | 1,116 | 36,60
2 0,100 | 47,55 | 0,320 | 42,71 | 0,720 | 33,99 | 1,117 | 36,66
3 0,102 | 49,75 | 0,321 | 43,38 | 0,728 | 3557 | 1,133 | 38,68
4 0,100 | 46,57 | 0,311 | 38,84 | 0,719 | 33,86 | 1,133 | 38,68
5 0,100 | 46,32 | 0,313 | 39,81 | 0,722 | 34,45 | 1,133 | 38,64
6 0,099 | 4583 | 0,313 | 39,66 | 0,716 | 33,27 | 1,133 | 38,68
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Tabla N° 47: Sesgo de los promedios de absorbancia en la prueba de exactitud

fotométrica
Absorbancia
de 0,068 0,224 0,537 0,817
referencia
Promedio diario

Dia 600 nm | sesgo | 650 nm | Sesgo | 700 nm | Sesgo | 750 nm | Sesgo
1 0,101 0,033 0,317 0,093 0,717 0,180 1,116 0,299
2 0,100 0,032 0,320 0,096 0,720 0,183 1,117 0,300
3 0,102 0,034 0,321 0,097 0,728 0,191 1,133 0,316
4 0,100 0,032 0,311 0,087 0,719 0,182 1,133 0,316
5 0,100 0,032 0,313 0,089 0,722 0,185 1,133 0,316
6 0,099 0,031 0,313 0,089 0,716 0,179 1,133 0,316

Los resultados obtenidos de la prueba de exactitud fotomeétrica reflejan que los
resultados no son homocedasticos, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los promedios al 5% de nivel de significancia, hay evidencia de
una tendencia a valores no normales y la existencia de cifras atipicas que afectan
el supuesto que la varianza de las desviaciones tipicas son idénticas a cada
longitud de onda.

En el calculo de porcentaje de inexactitud fotométrica se evidencia que la
inexactitud del instrumento se encuentra fuera de los limites aceptables.

Se debe hacer notar lo siguiente: el equipo no ha recibido ningln mantenimiento
o calibracién desde su puesta en marcha, ademas que las soluciones utilizadas
como referencias no tienen trazabilidad comprobada al National Institute of

Standards and Technology - NIST.

- Programa de Calidad.

a. Programar el mantenimiento y calibracion del espectrofotometro visible
Hach DR 2700

b. Adquirir patrones trazables al NIST y efectuar de nuevo la verificacién.

c. Cartas control de los sesgos, que sirve de testigo del comportamiento de
la solucion de referencia a cada longitud de onda evaluada.
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Figura N° 19:

5.3.3 Contro

Cartas control del sesgo de absorbancias a cada longitud de
onda para la prueba de exactitud fotométrica.

| de la precisiéon fotométrica

Los resultados de la verificacion para el control de la precision fotométrica

permiten la medida de la dispersion de una serie de mediciones de transmitancia

o absorbancia alrededor del promedio y se expresa como coeficiente de

variacion porcentual, los resultados obtenidos se encuentran registrados en el
anexo No. 12 en la Tabla N° 77.

Es de peculiar interés el calculo del coeficiente de variacién de las absorbancias

obtenidas a cada longitud de onda evaluada para los seis dias.
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- Diagnéstico de Resultados.
Los valores obtenidos se han registrado en las graficas de dispersion de los

resultados en la figura N° 20, en los cuales se aprecia el grado de dispersion de

los mismos.
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Figura N° 20: Graficos de dispersion para las absorbancias obtenidas a las
longitudes de onda de 600, 650, 700 y 750 nm durante seis dias.

Para las absorbancias a 600 nm, en tres dias el CV% obtenido supera el 0.5% y
en dos dias el CV% supera el 1%, para las absorbancias a 650 nm, en dos dias
el CV% obtenido supera el 0.5% y en ningun dia el CV% supera el 1%, para las
absorbancias a 700 nm y 750 nm, en ningun dia el CV% obtenido supera el
0.5%. Asi, en todas las longitudes de onda se puede obtener un coeficiente de
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variacion al menos aceptable pero la mayoria refleja valores Optimos como

resultado.

Al relacionar los resultados de exactitud y precision obtenidos utilizando la misma
solucion de referencia se observa que el sistema describe una baja exactitud y
alta precision, esto tiene una consecuencia en la incertidumbre de la medicion,

esto refleja una tendencia a errores sistematicos.

- Programa de Calidad.

a. Programar el mantenimiento y calibracion del espectrofotometro visible
Hach DR 2700

b. Adquirir patrones trazables al NIST y efectuar de nuevo la verificacién.

5.3.4 Control de lalinealidad fotométrica
Es la capacidad de respuesta lineal de un espectrofotometro a diferentes

concentraciones de una sustancia de modo que cumpla la ley de Beer.

Existen varias pruebas estadisticas formales para evaluar el supuesto de
linealidad de la calibraciéon. Las pruebas estadisticas intentan dirimir entre dos
hipotesis:

- Ho (Hipdtesis Nula): EI modelo lineal es adecuado para describir los datos
de calibracion

- Hi1 (Hipotesis alternativa): EI modelo lineal NO es adecuado para describir
los datos de calibracion

En las que se pueden incluir las mas utilizadas en el andlisis instrumental:

a. Prueba de carencia de ajuste (Lack of fit)es
Esta prueba esta basada en comparar dos estimadores del error aleatorio: el

error puro o experimental y el error de carencia de ajuste.
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Es decir, se obtiene un estimador del error aleatorio totalmente independiente
del error del modelo de calibracion implementado. Para estimar este error, la
prueba de carencia de ajuste exige replicados de cada uno de los materiales de
calibracion. Estos replicados deben ser “replicados verdaderos”. (No es valido
hacer mediciones varias veces el mismo estandar en el equipo, se deben

preparar independientemente).

Si los dos estimadores del error aleatorio son similares, entonces el modelo de
calibracion a de ajustar es adecuado para modelar los datos experimentales y

se prueban con una prueba-F en un analisis de varianza.

b. El coeficiente de correlacion r

El coeficiente de correlacion esta intimamente ligado con la incertidumbre de
calibracion. A > r < es la incertidumbre de calibracién, asi que, se asume que un
r cercano a 1 tiende a la linealidad, por lo que el criterio de que sea mayor a 0.98
es adecuado o se puede incrementar si los resultados lo respaldan.

Un resumen estadistico del control de la linealidad fotométrica se puede

observar en el anexo N° 13.

5.3.4.1 Calculos realizados sobre los resultados de absorbancia a 445 nm
utilizando el kit Spectroguant PhotoCheck - Andlisis de Regresion

Simple

En las tablas N° 78, N° 79 y N° 80 se encuentra el andlisis estadistico de
regresion a 445 nm. Los resultados muestran que su comportamiento se ajusta
a un modelo lineal para describir la relacién entre los resultados de absorbancia
de una serie de estandares en cada dia y la referencia establecida en el
certificado de calidad.
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El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado explica al menos un
99,999% de la variabilidad en cada dia.

El coeficiente de correlacién obtenido es igual a 0,99999 en todos los dias,
indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables, con una muy alta
tendencia.

El error estandar del estimado indica la desviacion estandar de los residuos, lo
cual se traduce en que este valor puede utilizarse para construir limites de

prediccidn para nuevas observaciones.

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA de todos los dias (ver tabla N° 81), es
menor que 0,05, existe una relacion estadisticamente significativa entre los
resultados de cada dia y los valores de referencia esperados con un nivel de
confianza del 95,0%.

Confirmando que el intercepto es cero y la pendiente es uno y no existen errores
sistematicos que afecten la linealidad del espectrofotometro visible a la longitud

de onda evaluada.

5.3.4.2 Céalculos realizados sobre los resultados de absorbancia a 525 nm
utilizando el kit Spectroguant PhotoCheck - Andlisis de Regresion

Simple

En las tablas N° 82, N° 83 y N° 84 se encuentra el analisis estadistico de
regresion a 525 nm. Los resultados muestran que su comportamiento se ajusta
a un modelo lineal para describir la relacion entre los resultados de absorbancia
de una serie de estandares en cada dia y la referencia establecida en el

certificado de calidad.

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado explica al menos un
99,99% de la variabilidad en cada dia, apoyando el sentido de respuesta lineal.
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El coeficiente de correlacion es igual a 0,9999 en todos los dias, indicando una

relacion relativamente fuerte entre las variables, con una muy alta tendencia.

El error estandar del estimado indica la desviacion estandar de los residuos, lo
cual indica que este valor puede utilizarse para construir limites de prediccion

para nuevas observaciones.

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA de los seis dias (ver tabla N° 85), es
menor que 0,05, existe una relacion estadisticamente significativa entre los
resultados de cada dia y los valores de referencia esperados con un nivel de

confianza del 95,0%.

Confirmando que el intercepto es cero y la pendiente es uno y no existen errores
sistematicos que afecten la linealidad del espectrofotometro visible a la longitud

de onda evaluada.

5.3.4.3 Calculos realizados sobre los resultados de absorbancia a 690 nm
utilizando el kit Spectroquant PhotoCheck- Anédlisis de Regresion

Simple

En las tablas N° 86, N° 87 y N° 88 se encuentra el analisis estadistico de
regresion a 525 nm. Los resultados muestran que su comportamiento se ajusta
a un modelo lineal para describir la relacion entre los resultados de absorbancia
de una serie de estandares en cada dia y la referencia establecida en el

certificado de calidad.

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado explica al menos un
99,99% de la variabilidad en cada dia.
El coeficiente de correlacion es igual a 0,9999 en los seis dias, indicando una

relacion relativamente fuerte entre las variables, con una muy alta tendencia.
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El error estandar del estimado indica la desviacion estandar de los residuos, lo
cual indica que este valor puede utilizarse para construir limites de prediccién

para nuevas observaciones.

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA de los seis dias de los seis dias (ver
tabla N° 89), es menor que 0,05, existe una relacion estadisticamente significativa
entre los resultados de cada dia y los valores de referencia esperados con un
nivel de confianza del 95,0%.

Confirmando que el intercepto es cero y la pendiente es uno y no existen errores
sistematicos que afecten la linealidad del espectrofotometro visible a la longitud
de onda evaluada.

- Diagnéstico de Resultados
Utilizando todos los resultados obtenidos para realizar un estudio de calibraciéon
con seis réplicas de cada punto (distinta concentracion) a cada longitud de onda,
se utilizé el programa Statgraphic para realizar el analisis estadistico de la

exactitud de la calibracién lineal.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla N° 48, para esto son necesarios
los valores de referencia del certificado de analisis del kit utilizado en el proceso

de verificacion.

Tabla N° 48: Resumen de prueba de exactitud para los resultados de linealidad
a 445, 525 y 690 nm para seis dias de analisis.

Partes: Resultado de las mediciones de absorbancia a 445, 525 y 690 nm
Mediciones: 4 mediciones por Dia para cada longitud de onda

Valores de referencia:

Certificado de andlisis del kit de Referencia (ver anexo N° 3)

Variacion de proceso: 6 dias

Numero total de mediciones: 24

Numero de mediciones excluidas: 0
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Estimados a 445 nm Modelo de sesgo: Y=0,0024 - 0,0066x
Rango de valores de referencia: 0.201 - 1.510
Estimado | Porcentaje | Parametro | Estimado | Error Estadistico t Valor-P
% Estandar
Bias -0,0029 0,048 Intercepto | 0,0024 0,0010 2,3533 0,0280
(Sesgo)
Linealidad | 0,0395 0,659 Pendiente | -0,0066 0,0011 -6,0318 0,0000
Estimados a 525 nm Modelo de sesgo: Y=0,00576 - 0,0191x
Rango de valores de referencia: 0.200 - 1.490
Estimado | Porcentaje | Parametro | Estimado | Error Estadistico t Valor-P
% Estandar
Bias -0,00946 | 0,158 Intercepto | 0,0058 0,00154 | 3,7361 0,0011
(sesgo)
Linealidad | 0,115 1,912 Pendiente | -0,0191 0,00165 | -11,605 0,0000
Estimados a 690 nm Modelo de sesgo: Y=0,00491 - 0,000095x
Rango de valores de referencia: 0.197 - 1.493
Estimado | Porcentaje | Parametro | Estimado | Error Estadistico t Valor-P
% Estandar
Bias 0,0048 0,081 Intercepto | 0,0049 0,0014 3,449 0,0023
(sesgo)
Linealidad | 0,00057 0,010 Pendiente | -0,0001 0,0015 -0,063 0,9507

Los graficos obtenidos muestran la distribucion en:

La tendencia lineal, la distribucién por dia de los residuos y la distribucién por

cada evaluacion de los residuos.
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Figura N° 21: Gréficos para verificacion de linealidad a 445 nm: a) Modelo de
regresion lineal, b) Distribucion de residuos por valor de A, c)
Distribucion de residuos por orden de analisis.
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Figura N° 22: Gréficos para verificacion de linealidad a 525 nm: a) Modelo de
regresion lineal, b) Distribucion de residuos por valor de A, c)
Distribucién de residuos por orden de analisis.
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Figura N° 23: Gréficos para verificacion de linealidad a 690 nm: a) Modelo de
regresion lineal, b) Distribucion de residuos por valor de A, ¢)
Distribucién de residuos por orden de analisis.
a. Estimados de la prueba de linealidad
Basado en un total de 24 mediciones en 4 partes por dia, el sesgo promedio

estimado del dispositivo es:

A 445 nm es -0,0029 unidades, que representa 0,048% de la variacion del
proceso en los seis dias. La linealidad, o cambio (sesgo) a lo largo del rango de
variacion, representa 0,66%. El valor-P de la pendiente, es menor que 0,05.

Por lo que a esta longitud de onda no hay un cambio estadisticamente
significativo en el sesgo a lo largo del rango de valores de referencia con un nivel

de significancia del 5,0%.
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A 525 nm es -0,00946 unidades, que representa 0,158% de la variacion del
proceso en los seis dias. La linealidad, o cambio a lo largo del rango de variacion,

representa 1,912%. El valor-P de la pendiente, es menor que 0,05.

Por lo que a esta longitud de onda no hay un cambio estadisticamente
significativo en el sesgo a lo largo del rango de valores de referencia con un nivel

de significancia del 5,0%.

A 690 nm es 0,0048 unidades, que representa 0,081% de la variacion del proceso
en los seis dias. La linealidad, o cambio a lo largo del rango de variacién,
representa 0,010%. El valor-P de la pendiente, aunque es mayor o igual que 0,05,
no implica un cambio estadisticamente significativo en el sesgo a lo largo del

rango de los valores de referencia a un nivel de significancia del 5,0%.

La prueba de Falta de Ajuste esta diseflada para determinar si el modelo
seleccionado es adecuado para describir los datos observados, 6 si se deberia
utilizar otro modelo.

La prueba se realiza comparando la variabilidad de los residuos del modelo actual
con la variabilidad entre observaciones hechas en valores repetidos de la variable

independiente X.

Tabla N° 49: Analisis de variancia - prueba de Falta de Ajuste para los resultados
de absorbancia para las longitudes de onda en nm.

Longitud de onda de 445 nm
Fuente Suma de cuadrados Gl | Cuadrado Medio Razo6n-F | Valor-P
Modelo 0,00026 1 | 0,000258 36,38 0,0000
Residual 0,00016 22 | 0,000007
Falta de Ajuste 0,00004 2 | 0,000022 3,85 0,0386
Error Puro 0,00011 20 | 0,000006
Total (Corr.) 0,00041 23
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Continuacion Tabla N° 49

Longitud de onda de 525 nm
Fuente Suma de cuadrados Gl | Cuadrado Medio Razo6n-F | Valor-P
Modelo 0,00212 1 | 0,002125 134,68 0,0000
Residual 0,00035 22 | 0,000016
Falta de Ajuste 0,00010 2 | 0,000049 3,97 0,0354
Error Puro 0,00025 20 | 0,000012
Total (Corr.) 0,00247 23
Longitud de onda de 690 nm
Fuente Suma de cuadrados Gl | Cuadrado Medio Razén-F | Valor-P
Modelo 5,295x108 1 | 5,295x10% 0,00 0,9507
Residual 0,00030 22 | 0,0000135
Falta de Ajuste 0,00008 2 | 0,0000425 4,00 0,0346
Error Puro 0,00021 20 | 0,0000106
Total (Corr.) 0,00030 23

Por lo tanto en las comparaciones realizadas:

Para 445 nm, puesto que el valor-P para la falta de ajuste en la tabla ANOVA es
menor que 0,05, y solo existe una carencia de ajuste estadisticamente
significativa con un 3.61x103%% de nivel de significancia.

A 525 nm el valor-P para la falta de ajuste en la tabla ANOVA es menor que 0,05,
existe una carencia de ajuste estadisticamente significativa con un 3.61x10-3%8%
de nivel de significancia.

A 690 nm, el valor-P para la falta de ajuste en la tabla ANOVA es menor que 0,05,
existe una carencia de ajuste estadisticamente significativa con un 3.604x10-3%8%

de nivel de significancia.

Por lo que, el modelo lineal implementado en la verificacion y después de las
pruebas estadisticas realizadas: es adecuado y razonable para modelar los datos
de calibracion. Se confirmo6 que el intercepto es cero y la pendiente es uno en

cada punto evaluado de cada longitud de onda y no existen errores sistematicos.

Ninguno de los valores obtenidos supero los limites se tolerancia establecidos en

el certificado de analisis del kit Spectroquant PhotoCheck utilizado.
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a. Se debe programar el mantenimiento y calibracién del espectrofotometro

visible Hach DR 2700.

b. Se establecen las cartas control de cada longitud de onda y se programa

una verificacion trimestral del equipo para evaluar su desempefio tomando

como base del histéorico de la carta control las seis determinaciones

realizadas para cada punto a cada longitud de onda
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Figura N° 24: Gréficos de control para los cuatro puntos de verificacion a 445 nm
utilizando el Kit Spectroquant PhotoCheck
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Figura N° 25: Graficos de control para los cuatro puntos de verificacion a 525 nm
utilizando el Kit Spectroquant PhotoCheck
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Figura N° 26: Gréficos de control para los cuatro puntos de verificacion a 690 nm
utilizando el Kit Spectroquant PhotoCheck
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5.3.5 Control de luz difusa o parasita

El proposito de esta prueba fue determinar toda radiacion electromagnética de
longitud de onda distinta a la seleccionada por el monocromador, que alcanza el
detector y por lo tanto queda registrada por el instrumento.

- Diagnostico de Resultados.

Este control se basé en la medida del porcentaje de transmitancia al analizar la
absorbancia de un filtro optico recomendado por el fabricante del equipo para

esta evaluacion (ver anexo N° 2).

R Longpass Glass Color Filters
1

Passband (i)

05

T

Stopband ()

0

hs  he hp
Passband Limit
Cut-Off Position
L Stopband Limit

Figura N° 27: Desempefio esperado de un filtro de paso largo ¢

En donde:
As Limite de detencién de la banda: especificado en 0.001% de
transmitancia interna
Ac Posicion de corte: especificada al 50% de transmitancia interna
Ap Limite de la banda de paso
tip Transmitancia espectral interna en Ap
Con los resultados obtenidos es posible calcular la transmitancia de la radiacion

visible a 500 nm, en la prueba de luz difusa se busca conocer si existe filtracion
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de radiacion del entorno al sistema de deteccibn en un equipo de
espectrofotometria.

Para esto el fabricante define en las especificaciones del equipo el tipo de prueba
a realizar utilizando un filtro 6ptico OG570/3, el cual es un filtro de paso largo que
tiene baja transmision en la region de onda corta (banda de detencion) y alta
transmision en la regidén de onda larga (banda de paso) su desempefio se aprecia

en la figura N° 27.

Tabla N° 50: Resultados del céalculo de porcentaje de transmitancia a 500 nm a
partir de la absorbancia obtenida para la prueba de luz difusa.

Replica Dial (%) | Dia2 (%) | Dia3(%) | Dia4 (%) | Dia5(%) | Dia6 (%)
1 0,0589 0,0530 0,0546 0,0548 0,0542 0,0537
2 0,0551 0,0552 0,0547 0,0555 0,0543 0,0541
3 0,0479 0,0543 0,0551 0,0551 0,0546 0,0542
Promedio 0,0539 0,0542 0,0548 0,0551 0,0544 0,0540
Promedio Total en seis dias | 0,0544 %

Los resultados obtenidos como % de transmitancia se grafican para observar la
dispersion de los mismos en la figura N° 28.

(X 0,001)
59 F . -

57 - —

55 (] L] ° S -
.

53 . -

51 —

% Transmitancia

49 - .

47 -
1 2 3 4 5 6 Dia

Figura N° 28: Gréfico de dispersion de los resultados de % de
transmitancia de la prueba de luz difusa a 500 nm.
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El criterio establecido por el fabricante del instrumento es:(s) el resultado obtenido:
0,0544 %T instrumental < 0,1% T.

Al aplicar un andlisis de varianza a los resultados obtenidos se obtiene los

estimados estadisticos, los cuales se registran en la tabla N° 51.

Tabla N° 51: Resultados del analisis de varianza (ANOVA) para los resultados
de % Transmitancia a 500 nm durante seis Dias.

Fuente Stuma de Gl | Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

Cuadrados
Entre grupos 0,00000330278 5 6,60556E-7 0,12 0,9851
Intra grupos 0,0000654867 12 | 0,00000545722

Total (Corr.) 0,0000687894 17

La razén-F, que en este caso es igual a 0,121042 y puesto que el valor-P de la
razén-F es mayor o igual que 0,05, indica que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los promedios de % Transmitancia entre un

Dia y otro, con un 95,0% de confianza.

Por lo tanto los resultados de la prueba de luz difusa para el espectrofotometro

visible Hach DR 2700, presenta un resultado conforme.

- Programa de Calidad.

a. Programar el mantenimiento y calibracion del espectrofotdmetro visible

Hach DR 2700.

b. Se programa una verificacion trimestral de este paradmetro en el equipo.

5.3.6 Determinacién del ruido de fondo

Los resultados de ruido de fondo no superaron la resolucion instrumental
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- Diagnostico de Resultados.
Ninguno de los resultados de la prueba de ruido de fondo para el
espectrofotometro visible Hach DR 2700, fue superior a la resolucién del equipo,

por lo que este presenta un resultado conforme.

- Programa de Calidad.
Realizar la verificacién de la prueba de ruido de fondo al menos una vez cada
seis meses, para constatar que no existen resultados de absorbancia

provenientes del entorno que afecten los resultados del equipo.

5.4 Informe de los resultados de las verificaciones de la calibracion

realizadas al espectrofotémetro Hach DR 2700.

El informe de los resultados obtenidos esta registrado en el cuadro N° 4.

- Valores de referenciags
Los valores de referencia, es el valor obtenido por observacién o medicion de un
analito o parametro en individuos de referencia, estos son una parte del programa

de garantia de calidad de un laboratorio.

Un laboratorio debiera determinar y disponer de los valores de referencia de

todas las determinaciones que realiza.
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Cuadro N° 3: Informe de resultados de la verificacion de calibracion

INFORME DE VERIFICACION DE LA CALIBRACION DEL
ESPECTROFOTOMETRO

Facultad de Quimica y Farmacia. Universidad de El Salvador

Cddigo: INFCAL-01

Fecha de Calibracién:

Objeto de calibracion: Espectrofotometro Hach
Fabricante: Hach Company

Serie: 1520390

Modelo: DR-2700

Alcance: de 200 nm a 900 nm (en la escala de
longitud de onda de -3 a +3 en la escala fotométrica.
Resolucion: 1 nm (escala longitud de onda), 0.001
(escala de absorbancia).

Solicitante: Facultad de Quimica y Farmacia,
Universidad de El Salvador

Solicitud N°: 01-2019

Direccion solicitante: Ciudad Universitaria "Dr.
Fabio Castillo Figueroa", Final de Av. Martires y
Héroes del 30 julio, San Salvador, El Salvador,
América Central.

Numero de paginas:

Lugar de la calibracién: Laboratorio de Analisis
Instrumental

El usuario esta en la obligacién de recalibra
el instrumento a intervalos adecuados, log
cuales deben ser elegidos con base en lag
caracteristicas del trabajo realizado y e
tiempo de uso del instrumento.

Los resultados del certificado se refieren a
momento y condiciones en que se realizaror
las mediciones.
El laboratorio no se responsabiliza de log
perjuicios que pueda ocasionar el usg
inadecuado de este instrumento, ni de ung
incorrecta interpretacion de los resultados dé
la calibracién aqui declarados.

Este informe de calibracion es trazable 3
patrones nacionales o internacionales, log
cuales realizan las unidades de acuerdo con
el Sistema Internacional de Unidades (SI)
Este certificado de calibracién no podra se
reproducido parcialmente, excepto cor
autorizacion  previa por escrito de
Laboratorio.

El certificado de calibracién no es valido sir)
firmas o sin el sello del Laboratorio

Condiciones ambientales: 20 °C/ 57% Humedad relativa
Método utilizado: Se utiliz6 como base para la verificacion de la calibracion del
espectrofotdmetro el documento: PROCAL-01 - Procedimiento de verificacion de la calibracion

del espectrofotometro HACH DR-2700.

Declaracion de los patrones y de la trazabilidad:

Material Qe Tipo Material Serie Trazabilidad

Referencia
Para la verificacién Patrén de Filtro de Espectrofotémetro Shimadzu
de la escala de trabaio Oxidode | ------ UV-1800 del Laboratorio
longitud de onda J Holmio Fisicoguimico de Aguas
Para la verificacion . Dicromato

Patron de .

de la escala de trabaio de potasio | ------ |  —memeee-
Exactitud fotométrica J
Para la ve_r|f_|<’:aC|0n Patron de | Sulfato de
de la Precision e N B

- trabajo cobre
fotométrica

Pagina N° 1 de 2
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\Ij:rrigclgcién de la Material de 114693 Espectrofotometro
Linealidad referencia Spectroquant 1146930001 | Varian Cary 500
o PhotoCheck Lote EL96073498
fotométrica
Para la Filtro 6ptico
verlflgamon de la Patro'n de 0G570 de 3 mm 46061 | e
Luz difusa o trabajo d
L. e espesor
parasita
Para la
verificacion del N.A. N.A. N.A. N.A.
Ruido de fondo

RESULTADOS DE PARAMETROS DE VERIFICACION

Resultados de verificacion y criterios de aceptacion para la calibracion de un espectrofotdmetro

Parametro Longitud Criterios de Declaracion
oo ., Resultado L de
/Verificacion de onda aceptacion .
conformidad
418 nm <+1nm/>+05nm 13
Escal titud 453 nm | <£3nm/>x 0.5 nm - .n.g]l ra/n390
scalay exactit 460nm | <£2nm/>x 0.5 nm VISIDIE /'S
de la longitud de lecturas de pico Conforme
484 nm <+1nm/>+05nm
onda deben estar
536 nm <*1nm/>+05nm entre + 0.5 nm
648 nm | <+*2nm/>+0.5nm - '
600 nm 45,83 a 49,75 % £
Exactitud 650 nm 38,84 a 43,38 % o timr;Oi oo No conforme
fotométrica 700nm | 33.27a8557% | pchuitiie oo
750 nm 36,60 a 38,68 % B
600 nm 1,07%
2 0,
Precision 650 nm 0.004% CVia
- Optimo <0,5% No conforme
fotométrica 700 nm 0.002 % Aceptable < 1%
750 nm 0.001 % P
. . 445 nm r=1 Reportaray b
ft'tgfnaggii 525 nm r=0,99997 con sus errores Conforme
690 nm r=0,99995 tipicos y r 20,98
Luz difusa o 500 nm | 0.0544%=0.00054T | | <00L0A> 1\ ntorme
parasita 2
Ruido de fondo 500 nm < 0,001 < 0.001 UA Conforme

Notas y aclaraciones:
1) El periodo de validez de este informe de verificacién de la calibracion dependeré del uso
y cuidado que se dé al instrumento.

2) Los resultados declarados son Unicamente validos para el objeto calibrado.
3) Las condiciones ambientales al momento de la calibracion fueron: Temperatura
ambiente: (20 £ 3) °C, Humedad: (57 £ 5) %.

Br. Alejandra Astrid Guzman Valle

Realiz6 la calibracién

Br. Roberto Luis Rivera Aguirre

Péagina N° 2 de 2
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Para lo cual es necesario contar con aspectos necesarios como:
- La distribucion estadistica de los valores de referencia.

- Limite de referencia, que es derivado de la distribucion de referencia y es
usado para propositos descriptivos. En forma simple, se define como la
fraccion establecida de los valores de referencia que debieran ser menor o

igual a un limite con una probabilidad establecida.

- Intervalo de referencia, que es el intervalo entre dos limites de referencia e

incluye esos limites y

- El Valor observado, que es un valor de un analito o parametro en patrticular,

obtenido por observacién o medicion.

Existen dos métodos para la estimacion de un intervalo de referencia:
paramétricos y no paramétricos, ambos tienen igual grado de precision.
Se han propuesto varios tipos de intervalos de referencia: fractil, también llamado

percentil, de tolerancia y de prediccion.

Para fines de optimizar el proceso de control de los resultados de las
verificaciones se adoptaron los rangos de tolerancia establecidos por el
fabricante en el certificado de calidad del material de referencia utilizado en la

verificacion de la linealidad.
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5.5 Propuesta de formato para el registro de las evaluaciones periddicas
del equipo.
Cuadro N° 4: Propuesta de formato para verificacion periddica

FORMATO DE VERIFICACION DE LA CALIBRACION DEL
ESPECTROFOTOMETRO

Facultad de Quimica y Farmacia. Universidad de El Salvador
Cédigo: FVCAL-01

Método utilizado: Se utiliz6 como base para la verificacion de la calibraciéon del
espectrofotdmetro el documento: PROCAL-01 - Procedimiento de verificacion de la calibracion
del espectrofotometro HACH DR-2700.

RESULTADOS DE PARAMETROS DE VERIFICACION
Resultados de verificacion y criterios de aceptacién para la calibracion de un espectrofotémetro

Condiciones ambientales: °C/ % Humedad relativa
Parametro Longitud
/Verificacion de onda Resultado Sesgo
418 nm
453 nm
Escala y exactitud de la 460 nm
longitud de onda 484 nm
536 nm
648 nm
Fecha
Condiciones ambientales: °C/ % Humedad relativa
Parametro Longitud
[Verificacion de onda Resultado Sesgo
600 nm
. s 650 nm
Exactitud fotométrica 200 nm
750 nm
Fecha
Condiciones ambientales: °C/ % Humedad relativa
Parametro Longitud
[Verificacion de onda Resultado
600 nm
L s 650 nm
Precision fotométrica 200 nm
750 nm

Fecha
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Condiciones ambientales: °C/ % Humedad relativa
Parametro Longitud
/Verificacion de onda R1 R2 R3 R4
Linealidad 445 nm
fotométrica 925 nm
690 nm
Fecha
Condiciones ambientales: °C/ % Humedad relativa
Paradmetro /Verificacion Longitud de Resultado
onda
Luz difusa o parésita 500 nm
Ruido de fondo 500 nm
Fecha

DICTAMEN TECNICO

Verificado por

Br. Alejandra Astrid Guzman Valle

Realiz6 la verificacion

Br. Roberto Luis Rivera Aguirre
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Verificacion de la Exactitud de Longitud de onda 418
nm
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Fecha
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Fecha
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Verificacién de la Exactitud de Longitud de onda 484
nm

Punto

Fecha

[ T T
0175 L Carta Control Para sesgo de 484 nm

Fom o o o o o oo o - o o o mm mm m— - E Limite Maximo
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48

0,135 |- —

OO WN|F

Fom o o o o - - —— 1Limite Minimo
0,125 {—, L L L L Ml




150

Verificacion de la Exactitud de Longitud de onda 536

nm
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T T
Carta Control Para sesgo de 536 nm
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Verificacion de la Exactitud de Longitud de onda 600 | Punto Fecha

nm
(x0001) ‘ ‘ 1
% Carta Control Para sesgo de 600 nm =
[ o - oo - - e o = JILimite Maximo 2
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s I
] 3
© L 4
g f ~ 4
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Verificacion de la Exactitud de Longitud de onda 650 | Punto Fecha
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Verificacion de la Exactitud de Longitud de onda 700 | Punto Fecha
nm

Carta Control Para sesgo de 700 nm
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Verificacion de la Linealidad Fotométrica tubo N° 1 Punto Fecha
0,225 " ' ' ' ' &
[m= == == = = = e e e e == =]Limite Maximo 1
0,215~ 3 2
§O,205* | 3
£ L 1 Absorbancia Esperada: 4
§0,195; 5 £0.020 5
0,185; é
Fom o o o o - —— . {Limite Minimo 6
0175 E
1 2 3 Dia 4 5 6
Verificacion de la Linealidad Fotométrica tubo N° 2 Punto Fecha
084 e o = = = == = Limite Méximo 1
053 =
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2 os1F E 3
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2 ool 1 +0.030 4
< ' £
oas E S
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Verificacién de la Linealidad Fotométrica tubo N° 3 Punto Fecha
1,05 " T T T T = 1
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H 1 +0.040
é 0,96 — — 4
[ o - - e o o e 1 Limite Minimo
0,93:— ,: 5
: ] 6
09, L L L L 1
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Verificacién de la Linealidad Fotométrica tubo N° 4 Punto Fecha
172" " " ) ) = 1
1,69 E
3 E 2
o L6E E
'gix;f________________jLl’miteMéximo 3
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duer 320,050
i:gg:_ _______________ : Limite Minimo 5
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5.6 Aplicaciéon del formato para el registro de las evaluaciones periddicas

del equipo para el control de linealidad periddico.

Cuadro N° 5: Aplicacion del formato para verificacion para la obtencion de cartas

control de linealidad a 445 nm

Verificacion de la Linealidad Fotométrica tubo N° 1 Punto Fecha
0'225?— - — - — - — - — - ::Ll'mite Méximo 1 0.199
0,215% *; 2 0201

go‘zos 7 Absorbancia Esperada: 3 0205

20,195 é +0.020 4 0201

<0ms; ] 5 0.201
R {Limite Minimo 6 0.203
0,175, L L L L i V |

1 2 3 Dia 4 5 6 espzr?ardo 0.201

Verificacion de la Linealidad Fotométrica tubo N° 2 Punto Fecha
0B e e e e e e = = = = éLimite Maximo 1 0503
% 2 0.505

é 0,51 éAbsorbancia Esperada: 3 0.510

S os” 140.030 4 0.507

= 5 0.507
0:47____-___-___-___'éLl'mitel\/ll'nimo 6 0508
0,46 E Val
' 1 2 3 Dia 4 5 6 espir(;rdo 0'506

Verificacion de la Linealidad Fotométrica tubo N° 3 Punto Fecha
W E DD = == = = = = = = = = = =] Limite Méximo 1 0.996
voo| 1 2 1.001

© F ]Absorbancia Esperada:

£ ool — {0000 P 3 1.004

B o e e e e m e mm 4 1.001

< 0% 7 Limite Minimo 5 1002
6 1.001

09t i Val
: i R ’ ’ esngdo 1.007

Verificacion de la Linealidad Fotométrica tubo N° 4 Punto Fecha
E 1 1.500
sy - : Limite Maximo 2 1.504

S i E 3 1.507

E - = Absorbancia Esperada: 4 1.503

R ] £00s0 5 1.502
usf————-———-———-———-’z Limite Minimo 6 1.504

= . - Val
1 2 3 Dia 4 5 [ espgr(;rdo 1510

No se obserba tendencia alta o baja en ninguna carta de control
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6.0 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la verificacion mediante el uso de filtro de 6xido
de holmio, difieren +/- 1.5 nm respecto de la especificacion del equipo.

Las lecturas para verificar la escala de longitud de onda estan dentro del
rango establecido (+/- 3nm), lo cual indica que la escala de longitud de onda

€s correcta.

Las variaciones en la absorbancia luego de la verificacion de la escala de la
longitud de onda; puede variar segun la experticia de los analistas y/o al no
contar con los patrones trazables adecuados al equipo con el cual se realizé
la verificacion. Tendran un comportamiento heterocedastico, es decir que el

coeficiente de variacion no se mantendra estable en el tiempo.

La variacién en la escala de la exactitud fotométrica; puede variar segun la

experiencia de los analistas y/o al uso de reactivos no adecuados

La verificacion de la precision fotométrica, puede variar por la utilizaciéon de
reactivos no certificados o cuya certificacion no haya podido ser

comprobada.

El modelo lineal implementado en la verificacion de la linealidad fotométrica
es adecuado y razonable para modelar los datos de calibracion; ya que la
gréfica obtenida es sefial de que no existen errores que lleven a los limites
de tolerancia establecidos en el certificado de analisis del kit Spectroquant
PhotoCheck.
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La verificacion de la Luz difusa o parasita, presento una transmitancia de
0.00054 T, que es menor al criterio del fabricante (de 0.01 T), no superando

el criterio establecido.

En la verificacion del ruido de fondo a 500 nm, los resultados no superaron
el 0,000 de absorbancia menor a las especificaciones del fabricante de
menos de 0.001 UA.

Los resultados obtenidos tendran un mayor grado de confiabilidad, en la
medida en que las verificaciones se realicen siguiendo de forma estricta las
recomendaciones de uso del equipo que brinda el fabricante y utilizando

reactivos debidamente certificados.

Al culminar la fase experimental cuatro de seis, de los parametros de la
verificacion de la calibracion del espectrofotometro UV visible HACH DR
2700; se obtuvo resultados conformes al certificado del material y a los
reactivos utilizados, siempre y cuando se cumpla el criterio de trazabilidad

de los mismos como material de referencia.
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7.0 RECOMENDACIONES

Al Jefe Quimico de la Facultad de Quimica y Farmacia:

Gestionar la adquisicion de patrones trazables de filtros de 6xido de holmio
en placa o en solucion, para efectuar la verificacion de precision y exactitud
de longitud de onda en espectrofotometros UV Visible, ya que es

recomendable realizarlo una vez por mes.

. Gestionar la adquisicion de patrones trazables de referencia de sulfato de
cobre de calidad espectroscoépica y acido sulfarico concentrado libre de trazas
de metales para efectuar la verificacion de exactitud y precisién fotométrica

en fotometros y espectrofotometros visibles una vez por mes.

. Gestionar la adquisicion de patrones trazables de soluciones Spectroguant
PhotoCheck para asegurar la linealidad fotométrica, ya que el utilizado en esta

investigacion vencid en 2019 y es necesario realizarlo cada tres meses.

Programar el mantenimiento y calibraciéon anual del espectrofotdmetro visible
Hach DR 2700.

Implementar el programa de verificacion de la calibracion del
espectrofotometro visible Hach DR 2700, con los formatos y cartas control
recomendadas en esta investigacién al menos una vez al afio en equipos de

espectroscopia Ultravioleta y visible.

. Segun los resultados obtenidos de parametros de la calibracion se
recomienda usar material certificado para obtener resultados trazables y

confiables.
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GLOSARIO

Adecuacion al prop6sito:qy Es el grado en que la aplicabilidad de un método
se ajusta a los criterios o requerimientos acordados entre el analista y el usuario
final (cliente) que hace uso de los informes o datos generados a través de un

meétodo de ensayo. Es decir es la adaptacion de un método para un fin previsto.

Analito: o Sustancia (quimica, fisica o bioldgica) buscada o determinada en una

muestra, que debe ser recuperada, detectada o cuantificada por el método.

Aplicabilidad: .o Los analitos, matrices y concentraciones para los cuales puede
utilizarse satisfactoriamente un método de analisis con el fin de determinar su
conformidad con una norma.

Nota: La declaracion de aplicabilidad (dmbito o campo de aplicacion), ademas de
una declaracion del margen de funcionamiento satisfactorio para cada factor,
puede incluir también advertencias acerca de la interferencia conocida de otros

analitos, o de la inaplicabilidad a determinadas matrices y situaciones.

Blanco matriz: ., Matriz que no contiene el analito de interés u objetivo para el

método seleccionado.

Calibracion:uo Operacion que, en condiciones especificadas, establece primero
una relacién entre los valores con incertidumbres de medicién proporcionados
por las normas de medicion y las indicaciones correspondientes con las
incertidumbres de medicion asociadas, y utiliza luego esta informacion para
establecer una relacién a fin de obtener un resultado de medicién a partir de una
indicacion.

Nota 1: La calibracion se puede expresar por medio de una declaracion, una

funcién, un diagrama, una curva o una tabla. En algunos casos puede consistir



en una correccion aditiva o multiplicativa de la indicacion con la incertidumbre de
medicion asociada.

Nota 2: La calibracion no debe confundirse con el ajuste de un sistema de
medicion que a menudo se denomina erroneamente “autocalibracion”, ni
tampoco con la verificacion de la calibracion.

A menudo se percibe como calibracién solamente la primera etapa mencionada
en la definicién anterior. Es decir, es un procedimiento de comparacion entre lo
que indica un instrumento y su "valor verdadero" de acuerdo a un patrén de

referencia con valor conocido.

Criterios de aceptabilidad:.y Exigencias de wuna caracteristica de
funcionamiento o comportamiento en funcion de las cuales se puede determinar
gue un método analitico es adecuado para la finalidad perseguida y ofrece

resultados confiables.

Calibracion:uo Operacion que bajo condiciones especificadas establece, en una
primera etapa, una relacién entre los valores y sus incertidumbres de medida
asociadas obtenidas a partir de los patrones de medida, y las correspondientes
indicaciones con sus incertidumbres asociadas y, en una segunda etapa, utiliza
esta informacion para establecer una relacién que permita obtener un resultado
de medida a partir de una indicacién.

NOTAS:

1. Una calibracion puede expresarse mediante una declaracién, una funcion de
calibracion, un diagrama de calibracion, una curva de calibracion o una tabla de
calibracion. En algunos casos, puede consistir en una correccién aditiva o
multiplicativa de la indicacién con su incertidumbre correspondiente.

2. Conviene no confundir la calibracién con el ajuste de un sistema de medida, a
menudo llamado incorrectamente “autocalibracion”, ni con una verificacion de la

calibracion.



3. Frecuentemente se interpreta que Unicamente la primera etapa de esta

definicion corresponde a la calibracion.

Certificado de un material de referencia:., Documento que acompafia a un
material de referencia certificado, que indica uno o mas valores de sus
propiedades y sus incertidumbres, y confirma que se han realizado los

procedimientos necesarios para asegurar su validacion y trazabilidad.

Documentacion: o Cada paso de la cadena debe ser ejecutado de acuerdo con
procedimientos documentados, generalmente reconocidos. Los resultados
deben ser registrados de tal forma que puedan ser verificados. En el caso de
laboratorios de ensayo, organismos de inspeccion y organismos de certificacion
deben tener registros identificados para evidenciar la trazabilidad de las
mediciones que realice, y para el caso de los laboratorios de calibracion, se
deben tener dichos registros y ademas estar incluidos en los informes o
certificados de calibracion.

Equipo Critico:u Aquellos que resultan necesarios para realizar una medicion
de acuerdo con el alcance de acreditacion, y que ejercen una influencia

significativa en el resultado de la medicion.

Ensayo:uy Operacion técnica realizada de acuerdo a un procedimiento
especifico, que consiste en la determinacién cualitativa y/o cuantificacion de una
0 mas caracteristicas (propiedades o analitos) en un determinado producto,

proceso o servicio.

Error aleatorio:u Es aquel error inevitable que se produce por eventos Unicos
imposibles de controlar durante el proceso de medicion. Se contrapone al

concepto de error sistematico. Las fuentes de los errores aleatorios son dificiles



de identificar o sus efectos no pueden corregirse del todo. Son numerosos y
pequefios. Este error ocurre o esta dado por el azar. Ejemplo: Errores de
apreciacion, tales como el paralaje, que depende del observador y su capacidad
en cuanto al limite separador del ojo.

Error Sistematico:qy Es aquel que se produce de igual modo en todas las
mediciones que se realizan de una magnitud. El error sistemético esta
condicionado por algun factor distinto al azar. Ejemplo: el error de las masas
patrén del laboratorio se transfiere sistematicamente al momento de calibrar la
balanza.

Componente del error de medicién que al reiterar las mediciones se mantiene

constante o bien varia de manera predecible.

Idoneidad para el fin previsto:u La medida en que los datos obtenidos en un
proceso de medicion permiten al usuario adoptar decisiones correctas, tanto
desde el punto de vista técnico como administrativo, para alcanzar un fin

establecido.

Incertidumbre:q.y Parametro asociado al resultado de una medicion que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian razonablemente ser
atribuidos al mensurando.

Incertidumbre de la medicion:w, Parametro no negativo que caracteriza la
dispersion de la cantidad de valores que se atribuyen a una mensurando,
basandose en la informacion utilizada.

Nota: La incertidumbre de medicion comprende, en general, mu
componentes. Algunos de estos pueden ser evaluados por tipo de una evaluaciun
de: la distribucion estadistica de la cantidad de valores de una serie de

mediciones y se pueden caracterizar por las desviaciones.



Intervalo de trabajo:uq Es el intervalo entre el nivel mas bajo y méas alto de
concentracion que ha sido demostrado que puede ser determinado con la

precision y exactitud requeridas para una determinada matriz.

Limite maximo permitido (LMP): w0 Nivel maximo o tolerancia establecida para

un analito en una reglamentacion.

Limite maximo Residual (LMR):u, Concentracion maxima de residuos de una
sustancia (plaguicida o medicamento) que se permite legalmente su uso en la

superficie o parte interna de un producto alimenticio.

Matriz:qo Es el tipo de sustancia compuesta (liquida, solida, gaseosa) que puede
0 no contener al analito de interés, ejemplo: matriz de alimento, matriz ambiental,

etc.

Intervalo de Calibracion:u, Las calibraciones se deberan repetir a intervalos
apropiados cuya longitud dependera de una serie de variables (por ejemplo, la
incertidumbre requerida, la frecuencia de uso, la manera o forma de uso, la

estabilidad de los equipos).

Limite de determinacién de un procedimiento analitico:uw ES la menor
concentracion de un analito que se puede determinar cuantitativamente con una

determinada probabilidad (p. ej. 99 %).

Material de Referencia Certificado (MRC)..) Material de referencia
acompafado de documentacién, emitida por un érgano autorizado, en la que se
indican uno a mas valores de propiedades especificadas, asi como la

incertidumbre y rastreabilidad asociadas, con el uso de procedimientos validos.



Es decir, es un material de referencia, al que se le ha asignado un contenido de

analito especificado en un certificado a través de un método trazable.

Material de referencia:.o, Material suficientemente homogéneo y estable con
respecto a propiedades especificadas, establecido como apto para su uso
previsto en una medicion o en un examen de propiedades cualitativas.

NOTA 1 El examen de una propiedad cualitativa comprende la asignacion de un
valor a dicha propiedad y de una incertidumbre asociada. Esta incertidumbre no
es una incertidumbre de medida.

NOTA 2 Los materiales de referencia con o sin valores asignados pueden servir
para controlar la precision de la medida, mientras que Unicamente los materiales
con valores asignados pueden utilizarse para la calibracion o control de la
veracidad de medida.

NOTA 3 Los materiales de referencia comprenden materiales que representan
tanto magnitudes como propiedades cualitativas.

NOTA 4: Material homogéneo que tiene definidas sus propiedades, a través de
un método validado que puede usarse para fines analiticas (calibracion de

equipos, comprobacién de un método, etc.).

Mensurando:uq Cantidad destinada a la medida.

Método de ensayo validado: ., Método de ensayo aceptado para el que se han
llevado a cabo estudios de validacion (desempefio) con el fin de determinar su

precision y fiabilidad para un propdésito especifico.

Método oficial:q Es el método especificado por los organismos reglamentarios
de un pais, con fines de aplicaciones de normas (ejemplo; reglamento sanitario

de alimentos) o estipulados por organizaciones comerciales.



Método 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.)

Método cualitativo:u Método que permite determinar la presencia o ausencia

de un analito en una muestra o matriz.

Método cuantitativo:.., Método que permite determinar la concentracién de un

analito presente en una muestra o matriz.

Metrologia:u Ciencia de la medicion y su aplicacion, es decir, es la ciencia de
las mediciones o campo de los conocimientos relativos a las mediciones. Incluye

cualquier tipo de medicidén del campo cientifico o tecnoldgico.

Nivel:wp Es la concentracion de una sustancia de interés en una solucion

estandar o matriz, generalmente, se habla en términos de nivel de concentracion.

Requerimiento del método:uy Corresponde a aquellas caracteristicas del
método que son esenciales para poder aplicarlo para el fin previsto. Cuando no
estan establecidas por el cliente o usuario, debe definirlas el responsable del

ensayo de manera confiable y cientifica.

Resultado de un ensayo (X):uo El valor final notificado de una cantidad mec
o calculada, tras aplicar un procedimiento de medicion, incluidos todos ...

procedimientos secundarios y las evaluaciones.

Sistema Internacional de Unidades (Sl):qo Sistema de unidades, basado en el

Internacional Sistema de cantidades, sus nombres y simbolos, incluyendo una
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serie de prefijos y sus nombres y simbolos, asi como las normas para su uso,

aprobada por la Conferencia General de Pesas y Medidas (CGPM).

Sub-muestra:uo Porcion de una muestra para andlisis.

Testigo reactivo o blanco: Es la solucion que contiene todos los reactivos usados
en los mismos volimenes y concentraciones, que son utilizados en el
procesamiento de la muestra. Este blanco debe seguir todos los pasos indicados
en la técnica y ayuda a detectar trazas de contaminacién provenientes del

material o reactivos usados.

Trazabilidad metroldgica:u, Propiedad de un resultado de medicién, mediante
el cual el resultado puede estar relacionado con una referencia a través de un
cadena continua y documentada de calibraciones, cada que contribuyen a la
incertidumbre de medicion.

Propiedad del resultado de una medicion o del valor con su incertidumbre, que
puede a través de una cadena ininterrumpida de comparacion relacionarse a una
referencia establecida, generalmente patrones de referencia nacionales o
internacionales.

Propiedad de un resultado de medida por la cual el resultado puede relacionarse
con una referencia mediante una cadena ininterrumpida y documentada de

calibraciones, cada una de las cuales contribuye a la incertidumbre de medida.

Validacion:u, Verificacion de que los requisitos especificados son adecus
para un uso previsto, verificacion de determinados parametros de un método en
la que los requisitos especificados para estos, demuestran que el método es

idéneo para un uso previsto.

Valor verdadero:uy El grado de concordancia entre la media de un numero

infinito de valores reiterados de cantidad y un valor de cantidad de referencia.
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Veracidad: El grado de concordancia entre la expectativa relativa al resultado de

un ensayo o de una medicion y el valor verdadero.

Valor de Referencia:uo Valor cuantitativo que se utiliza como base para la

comparacion con valores cuantitativos del mismo tipo.

Verificacion:u, Suministro de prueba(s) objetiva(s) de que un elemento dado
satisface el (los) requisito(s) especificado(s). Es decir, es la comprobacion
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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ANEXO N° 1
SIMBOLOGIA MATEMATICA



Tabla N° 52: Simbologia matematica s

a

D

(]

qg=0,12,..

Intercepto en la expresion y = a+ bx + ¢
Estimacion del intercepto de a

Pendiente en la expresion y = a + bx + ¢

Estimacion de la pendiente b

Intercepto en la expresion o(x) = ¢ + dx para la desviacién estandar
residual

Estimacion de la interseccién c

Pendiente en la expresion a(x) = ¢ + dx para la desviaciéon estdndar
residual

Estimacion de la pendiente d

Expectativa (de la variable aleatoria dada entre paréntesis)

Numero de estados de referencia utilizados en el experimento de
calibracion.

Variable identificadora de los estados de referencia
Numero de preparaciones para cada estado de referencia.

Identificacion de variable de preparaciones para el estado de referencia
y bésico.

Numero de preparaciones para el estado actual.

Identificando variable de preparaciones para el estado actual.

Numero de mediciones repetidas para cada preparacion.

Variable identificativa de las medidas repetidas por preparacion.
Factor multiplicador

Numero de calibraciones consecutivas

NUimero de preparaciones en el experimento de calibracion; si el
namero de preparaciones para cada estado de referencia es idéntico,
entonces N = I*J, y el nimero total de mediciones en el experimento de
calibracion es N*L

Numero de paso de iteracién

Desviacion estandar empirica




Tabla N° 52: Continuacion

/ o Suma al cuadrado de desviaciones de los valores elegidos de la
Sex =7 Z(-‘f =) variable de estado neto para los estados de referencia (con el estado
= béasico) del promedio

I L .
- IZW-(r —%, )2 Suma al cuadrado ponderada de desviaciones de los valores elegidos
R de la variable de estado neto para los estados de referencia (con el
estado basico) del promedio ponderado
T Valor auxiliar para el andlisis de regresion lineal ponderada
Varianza (de la variable aleatoria dada entre paréntesis)
Peso en X;

Peso en x; en el paso de iteracion gesima

X Variable de estado neto,
x Un valor particular de la variable de estado neto.
Ko Valores elegidos de la variable de estado neto X para los estados de

referencia, incluido el estado basico

Valor critico de la variable de estado neto.

X, ;. .
d Valor minimo detectable de la variable de estado neto
_ ! Promedio de los valores elegidos de la variable de estado neto para los
X ‘TZ{-“ estados de referencia (incluido el estado basico)

in

5,-a Valor estimado de la variable de estado neto para un estado real

s _ 24 £
=77 especifico

! ! Promedio ponderado de los valores elegidos de la variable de estado
X = 2“‘,'"'5 Z Wi neto para los estados de referencia (incluido el estado basico)

i=1 i=1
y Variable de respuesta
Ye Valor critico de la variable de respuesta.
Yijt [esima Medida de la jesima preparacion del iesme estado de referencia.
ity o Yra Valores obtenidos de la variable de respuesta para la kesma preparacién

de un estado real especifico en la serie de medicién
1 K L

Va= HZZ."RI Promedio de los valores observados para un estado actual especifico

- 1 o . L
YET T 222.\’5,‘; Promedio de los valores de medicion yi jl.

L Promedio de los valores de medicién de la Jesma preparacion del iesimo
Yij=7 z.\‘.'_,': estado de referencia




Tabla N° 52: Continuacion

J L
- 1 :
Yi= —ZZ.VU‘I Promedio de los valores de medicion del iesme estado de referencia
J-L ==

-
—

Yo Promedio de los valores de medicién K*L en x=0
Z Variable de estado

zg Valor de la variable de estado en el estado basico.
a

Probabilidad de rechazar errbneamente la hipétesis nula "el estado en
cuestion no es diferente del estado basico con respecto a la variable de
estado" para cada uno de los estados reales observados en la serie de
mediciones para los cuales esta hipétesis nula es verdadera
(probabilidad del error de primer tipo o de tipo I) en ausencia de
recomendaciones especificas, el valor a debe fijarse en a = 0,05

B Probabilidad de aceptar erréneamente la hipétesis nula "el estado en
consideracion no es diferente del estado basico con respecto a la
variable de estado” para cada uno de los estados reales observados en
la serie de mediciones para los cuales la variable de estado neto es
igual al valor minimo detectable por determinar (probabilidad del error
de segundo tipo o tipo 1) en ausencia de recomendaciones especificas,
el valor g debe fijarse en g = 0,05

S No centralidad: Pardmetro no central de la distribucion t

P Componente de la medicion de la variable de respuesta que representa
el componente aleatorio de errores de muestreo, preparacién y
medicion

v
Grados de libertad

O diff
Desviacion estandar de la diferencia entre el promedio, y, y el intercepto
estimado, a

o o . , :
Estimacion de la desviacion estandar residual.

qi

Desviacion estandar en x; en paso de la ges™a iteracion

e

Estimacion de la desviacién estandar residual, x =0




Tabla N°53 Especificaciones téc

ANEXO N° 2:
nicas del espectrofotometro Hach DR 27009)

Especificaciones de funcionamiento

Modo operativo

Transmitancia (%), absorbancia y concentracion

Fuente de luz

Lampara de (flamento de) tungsteno en atmdsfera
gaseosa (visible)

Rango de longitud de onda 400-900 nm
Precision de longitud de onda +1.5nm
Reproducibilidad de longitud de | <0.1 nm
onda

Resolucién de longitud de onda 1nm
Calibracién de longitud de onda Automatica

Seleccidn de longitud de onda

Automatica, mediante seleccion de un método

Ancho de banda espectral

<8nm

Rango de medida fotométrico

+ 3.0 Abs en el rango de longitud de onda 400—900 nm

Precision fotométrica

5 mAbs a 0.0-0.5 Abs
1% a 0.50-2.0 Abs

Linealidad fotométrica

< 0.5%—-2 Abs
<=1%a>2 Abs
con vidrio neutro a 546 nm

Luz difusa

<0,1% T a 500 nm con filtro OG570/3

Almacenamiento de datos

500 valores medidos (resultado, fecha, hora, ID de la
muestra, ID del usuario)

Programas del usuario

50

Especificaciones fisicas y ambientales

Anchura 220 mm (8.6 pulgadas)
Altura 135 mm (5.3 pulgadas)
Profundidad 330 mm (12.9 pulgadas)
Peso 4.06 kg (8.95 Ibs) sin bateria

4.38 kg (9.66 Ibs) con bateria

Condiciones de funcionamiento

10-40 °C (50-104 °F), 80% humedad relativa maxima
(sin condensacion)

Condiciones de almacenamiento

—-40-60 °C (-40-140 °F), 80% humedad relativa
méxima (sin condensacién)

Especificaciones técnicas adiciona

les

Conexién a lared

15 vVDC / 30VA
Cargador: (100—-240 V/50-60 Hz)
Bateria, recargable de litio, 11.1 V, 4.4 Ah

Interfaces

Utilice anicamente cable blindado de una longitud max.
de 3m.

1 x USB tipo A

1 x USB tipo B

Estanco al agua segun

IP 41 con la tapa cerrada
IP 42 con la cubierta protectora colocada en su sitio

Clase de proteccion

Clase de proteccién Il




ANEXO N° 3

Certificado de calidad del Kit de verificaciéon

Lot Certificate
Chargenzertifikat / Certificado del lote '

Spectroquant® PhotoCheck
Spectroquant® PhotoCheck / Spectroquant® PhotoCheck

Cat.No. / Art.Nr. / Art. Nro. 1.14693.0001

Lot no. / Charge-Nr. / Lote nro. HC691375

Expliry date / Verwendbarkeit / Fecha de caducidad 2019/06/30

Photometer / Photometer / Fotometro Reference / Referenz / Referencia
Tester / Prifer / Verificador Fr. Brandner

Date / Datum / Fecha 2016/07/20

File / Datel / Fichero 114693 _HC691375_EN

Instrument: Reference Spectrophotometer Varian Cary S500; Lot EL 96073498 checked and calibrated using NIST-grey glass filters
SRM 1930 and Holmiumoxide Solution Merck reference material Cat. No. 108166 [1].

MeRgerat: Referenzspektralphotometer Varian Cary 500; Ser. Nr. EL 96073498 gepriift und kalibriert mit Grauglasern NIST SRM
1930 sowie Holmiumoxid Lésung Merck Referenzmaterial Art. Nr. 108166 [1].

Instrumento: Espectrofotémetro de referencia Varian Cary 500; Num. serie EL 96073498 probado y calibrado con filtros de vidrio gris
NIST SRM 1930 asi como solucion de oxido de holmio de Merck material de referencia N° Art. 108166 [1].

Check Solution for / Priuflésung fir / Solucién de control para: 445 | 446 nm
Solution / | Absorbance 10-mm cell]  Result absorbance’ round cell / Tolerance / Toleranz / Minimum / Maximum /
Lésung / / Extinktion 10-mm Messwert Extinktion® Rundkivette Tolerancia Minimo Maximo
Solucién Klvette / Absorbancia | / Resultado absorbancia* cubeta
cubeta de 10 mm redonda
445/1 0,146 0,201 +0.020 0,181 0.221
445/2 0,368 0,506 + 0.030 0476 0,536
445/3 0,742 1,007 +0.040 0,967 1,047
445/4 1,117 1,510 + 0.050 1,460 1,560
Check Solution for / Prufldsung fiir / Solucién de control para: 520/ 525 nm
525/1 0,148 0,200 +0.020 0,180 0,220
525/2 0,372 0,495 + 0.030 0,465 0.525
525/3 0,741 0,998 +0.040 0,958 1,038
525/4 1,107 1.490 + 0.050 1,440 1,540
Check Solution for / Priiflésung fiir / Solucién de control para: 690 nm
690/1 0,150 0,197 + 0.020 0,177 0,217
690/2 0,372 0,498 + 0.030 0,468 0,528
690/3 0,734 0,986 +0.040 0,946 1,026
690/4 1,102 1,493 +0.050 1,443 1,543

* This value has been calculated from the absorbance of the 1 cm cell using the path length of the round cell and is entered as the desired.

* Dieser Wert wird aus der Extinktion der 1 cm Kivette (ber die Schichtdicke der Rundkiivette berechnet und ist als Sollwert Extinktion einzutragen.

* Este valor ha sido calculado sobre la base de la absorbancia de la cubeta de 1 cm a través del espesor de capa de la cubeta redonda y ha de ser
indicado como valor teérico de absorbancia.

**/ £ 0,075 allowed tolerance for / zuldssige Toleranz fur / tolerancia permisible para / Speclmquant’ NOVA 400

[1] J. C. Travis et al., J. Phys. Chem. Ref. Data (2005), 34(1), 43-56.

Merck KGaA
Quality control / Qualitétskontrolle / Head of Lab. / Laborleiter /
Control de calidad Jefe de laboratorio

Preceding indicated goods were produced within the Eurcpean Community (Germany) / Vergenannte Ware wurde innerhalb der EU produziert
(Deutschland) / Mercancia precitada fue producida en la Union Europea (Alemania)

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany, Tel.: +49 (0)6151 72-2440
EMD Millipore Corporation, 290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Tel.: +1-978-715-4321 11

Figura N° 29: Certificado de calidad del kit de verificacion



ANEXO N° 4
FORMATO PARA ELABORACION DE PROTOCOLOS EN EL
LABORATORIO



Cadigo:

Fecha:

LOGO NOMBRE DEL PROTOCOLO Edicién

Cambio #

Pagina N° ___

de

Facultad de Quimica y Farmacia. Universidad de El Salvador

EDICION
FECHA FIRMA

ELABORADO POR:

Lic. xxx
Responsable

REVISADO POR:

Lic. XXXXXX
Responsable de Control de Calidad

AUTORIZADO POR:

Lic. XXXXxX
Gestor de Calidad

1. PROPOSITO
Establecimiento de la finalidad del estudio

2. ALCANCE
La declaracion de la cobertura se efectuara en muestras y rangos declarados

3. RESPONSABLES
Analista titular:

Analista suplente:
Gerente de calidad:

4. PARAMETROS A ESTUDIAR
Descripcién de las pruebas a desarrollar en el estudio

5. MUESTRAS
Las matrices de muestras de agua aplicables

6. EQUIPOS INVOLUCRADOS
Descripcién de equipos a utilizar

7. DESCRIPCION DEL METODO ANALITICO
7.1. REACTIVOS




Listado y calidad de los reactivos a utilizar

7.2. ESTANDARES
Listado de los materiales de referencia a utilizar

7.3. MATERIALES
Listado de materiales a utilizar

7.4. INSTRUMENTACION
Listado de los equipos involucrados en el estudio

7.5. CONDICIONES AMBIENTALES
Referencia de las condiciones ambientales en que se realizara el estudio

7.6. MEDIDAS DE SEGURIDAD PARA EL USO DE REACTIVOS
Segun referencia del método

7.7. PREPARACION DEL ESTANDAR
Si aplica

7.8. PREPARACION DE LA MUESTRA
Si aplica

7.9. PROCEDIMIENTO
Seguir procedimiento descrito en referencia del método

7.10. CALCULOS

N/A
8. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LOS PARAMETROS A
EVALUAR

Descripcién detallada de las pruebas a realizar

9. CRITERIOS DE ACEPTACION
Resumen de los criterios del estudio y una declaracién de aplicabilidad

10. REFERENCIAS
Literatura de referencia utilizada




ANEXO N° 5
PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE CARTAS DE CONTROL (23



PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE CARTAS DE CONTROL (23)

Métodos de control
1.1 General

1.2
121

Cuando la funcion de calibracién se va a utilizar durante un periodo de tiempo
prolongado, es deseable implementar un método de control para verificar la validez de
la curva de calibracién, asi como para identificar y, posteriormente, eliminar las fuentes
de variacion no deseadas. El método de control monitorea regularmente el sistema de
medicion para detectar rdpidamente cuando el sistema se comporta de forma erratica o
se desplaza, lo que potencialmente hace que la funcién de calibracion sea inutil o hasta
perjudicial.

La deteccibn se logra al monitorear los valores medidos (después de las
transformaciones por la funcién de calibraciéon) de un conjunto de “m” materiales de
referencia con una técnica de graficos de control. Este enfoque es una extension de los
cuadros de control tradicionales descritos en las normas ISO 7870 e 1SO 8258.

El cuadro de control se establece primero a partir de los datos recopilados durante el
experimento de calibracién y se utiliza para decidir si la funcion de calibracién debe
volver a estimarse. También se utiliza para estimar la incertidumbre en las mediciones
después de que se hayan transformado con la funcion de calibracién.

Célculo de los limites de control superior e inferior.
Modelo con desviacion estandar residual constante
a. Calcular el limite de control superior Uq y el limite de control inferior La con las

formulas:
6
Ud = _At(l_z/z)(NK - 2)
ﬁ/\
o
Lg= _Etu—{/z)(NK —2)
Donde:
Es la raiz cuadrada de la estimacion ¢? obtenida del experimento de
calibracion

= Es el nimero de grados de libertad asociados con la estimacion de o?;
Es la estimacién de b1 obtenida del experimento de calibracién;
es el nivel de significacion seleccionado para el grafico de control,

ta-z2(NK = 2) es el (1-¢/2)-cuantil de la distribucién t con NK - 2 grados de libertad; es decir:

122

Pt>tq _ys(NK-2)] =2
es el nivel de significacion asociado con cada material de referencia individual
y con los limites Ug y Lg, de tal manera que se obtiene la significacién general
de a para todas las mediciones de “m” materiales de referencia

simultdneamente; Se ¢ obtiene (para valores pequefos de a) como:
In(1-a)
(=1- exp( m )

04

~

m
b. Graficar los limites Ua y La en la Carta de control.

Modelo con desviacion estandar residual proporcional
a. Calcule el limite de control superior Uc y el limite de control inferior Lc como

T
UC = };t(l_(/z)(NK - 2)
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A

T
LC = _§t(1_(/2)(NK - 2)

Donde:
= Es la raiz cuadrada de la estimacion t2 obtenida del experimento de calibracion
(ver 2.4.2);
NK — 2= es el nimero de grados de libertad asociados con la estimacion de t2 (ver 2.5);
y, = Es la estimacion de y; obtenida del experimento de calibracion (ver 2.4.2).

a, ta-7/2(NK - 2) y ¢ son como se definen en 3.2.1 a).
b. Graficar los limites Uc y Lc en la carta de control.

1.3 Recopilacién y Grafica de los datos.

1.3.1 Seleccionar un numero “m” materiales de referencia de modo que sus valores
aceptados cubran el rango de valores encontrados en condiciones normales de
operacion del sistema de medicién. Se necesita un minimo de dos materiales de
referencia, aunque se recomiendan tres materiales de referencia.

Es preferible, pero no obligatorio, utilizar materiales de referencia que sean diferentes
de los utilizados durante el experimento de calibracion.

1.3.2 De forma regular (por ejemplo, una vez al dia o una vez por turno), realizar una
medicion en cada uno de estos “m” materiales de referencia.

1.3.3 Obtener los valores transformados de cada uno de estos “m” materiales de referencia
(ver 6.6). Estos valores transformados se refieren a x; parai=1, ..., m.

1.3.4 Calcular las diferencias d; entre los valores transformados x;y los valores aceptados
de estos materiales de referencia, xi, como:

di = xl-* — X

1.3.5 Si el modelo de calibracion supone una desviacién estandar residual constante,
permitir que las diferencias di se designen como valores de control.

Si el modelo de calibraciéon supone una desviacion estandar residual proporcional,
normalizar las diferencias di dividiéndolas por xi. Permitir que los valores resultantes c;
sean denominados valores de control, donde:

*

X;i — X

GG =—"—
Xi

1.3.6 Grafique los valores de control apropiados (di o cj) en comparacion con el momento en

que se miden los “m” materiales de referencia en el grafico de control.

o -
5 &l e
g =
—J - = =
= &= e o & o
o
L
[ ™
Ty N
AL Il L L L
] ™ - [] ‘- Dany

Kay: x = RM watlh low wvalue, & = RR with micddia value, o = RAM wilh uppar valus
Figura 30: Diagrama esquemético de una carta de control para validar la curva
de calibracién asumiendo de una desviacién residual constante.
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1.4

Decisién sobre el estado del sistema.

Si uno o mas valores de di quedan fuera de los limites de control Uy y Ly para el modelo
con una desviacién estandar residual constante, el sistema se declara fuera de control
en ese momento. Los “m” materiales de referencia deben volver a medirse. Si al menos
una de las nuevas mediciones de los “m” materiales de referencia aun esta fuera de los
limites, se realizard una investigacion en este punto para determinar la causa del
problema.

Dependiendo de la naturaleza del problema, es posible que la funcién de calibracién
deba volver a estimarse a partir de un nuevo experimento de calibracion.

Se llega a las mismas conclusiones para el modelo con una desviacién estandar residual
proporcional, al comparar los valores ¢; con los limites U y Le.

==L
_ aeafe 18 (SR ]
~ P
<

4

_; o k- 5 ] »® o
= 5 ©
: 2 @

e g ~2022 3

Koy: x = RM with ke walue, o = BR with high valpe
Al ol 4 B £ i E

) T % . i W Day

Figura 31: Carta de control para validar la curva de calibracién para linea espaciada
asumiendo una desviacion estandar residual proporcional




Ootubre 2015

1,14693.0001

Spectroquant®
PhotoCheck
TARJETA DE CONTROL
Lote:
Fecha:
Fotémetro:
Selucidn Valor neminal de Inter'.ra_lo de Valor real de la Evaluacién
de control la ahsorbancia tolerancia d‘f‘ la absorbancia (si / no)
absorbancia
445-1 + 0,020
445-2 + 0,030
445-3 + 0,040
445-4 + 0,050
525-1 + 0,020
525-2 + 0,030
525-3 + 0,040
525-4 + 0,050
690-1 + 0,020
690-2 + 0,030
690-3 + 0,040
690-4 + 0,050

Contrelador / Firma

Figura N° 32: Formato de registro de resultados propuesto por el proveedor (1s)
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Figura N° 33: Esquema para el registro de los datos resultantes de
experimento de verificacién para el material de referencia 1

un




ANEXO N° 6
PREPARACION DE REACTIVOS, ESPECIFICACIONES DE EQUIPO Y
CRISTALERIA



PREPARACION DE REACTIVOS.

1. Preparacion de Reactivos

- Solucion de sulfato de cobre en acido sulfarico:

189

Disolver en un vaso de precipitados 20,0 g de sulfato de cobre

pentahidratado, en suficiente agua destilada. Adicionar, con cuidado, 10

ml de &cido sulfarico (d = 1,84 g cm™), y trasvasar cuantitativamente la

solucién a un matraz aforado de 1 litro. Llevar a volumen con agua

destilada y homogeneizar.

- Solucion de acido sulfurico 0.005 mol L1

Pesar en un beacker 0.49 g de acido sulfurico (d = 1,84 g*cm-3), diluir con

agua destilada y trasvasar cuantitativamente a un matraz de 1 litro. Llevar

a volumen con agua destilada y homogenizar.

2. Especificaciones de calidad de reactivos

Tabla N° 54: Especificaciones de los reactivos a utilizar en las
verificaciones del equipo Hach DR 2700

Reactivo Peso molecular (g/mol) | Pureza (%)
Acido Sulfarico 98.0 95 — 99
Sulfato de cobre Pentahidratado 249.68 98.21
Nitrito de sodio 69 99




ESPECIFICACIONES DE EQUIPO.
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Tabla N° 55: Especificaciones de los equipos a utilizar en la investigacion

Equipo

Marca | Modelo

Especificaciones

Espectrofotémetro

Hach DR 2700

Rango visible: 400 — 800 nm

Precision de longitud de onda: = 1.5 nm
Reproducibilidad de longitud de onda: < 0.1 nm
Resolucién de longitud de onda: 1 nm

Ancho de banda espectral: < 8 nm

Rango de medida fotométrico: + 3.0 Abs en el
rango de longitud de onda 400—-900 nm

Precision fotométrica: 5 mAbs a 0.0-0.5 Abs, 1%
a 0.50-2.0 Abs

Balanza analitica

Ohaus | Adventurer

Méaxima capacidad: 210g
Resolucién de la lectura: 0.0001g

Estufa

Lab 3512
Line

de +30 °C a +300 °C

CRISTALERIA

Tabla N° 56: Descripcion de la cristaleria a utilizar

Descripcién del material

Clase Tolerancia

Pipetas Volumétricas de:
5.0 mL
10.0 mL

Clase A +/- 0.02
+/- 0.03

Balones Volumétricos de:
50.0 mL
100.0 mL
1000.0 mL

+/- 0.5
+/- 0.5
+/- 0.5

Clase A

Beackers:
50 mL
100 mL
500 mL

Probetas:
25 mL
100 mL
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PROTOCOLO PARA EL ANALISIS DE VARIANZA

1. Evaluacion de la falta de ajuste de la funcién de calibracion.

1.1 General

Una comparacion entre la variabilidad debida a la falta de ajuste del modelo seleccionado y la
variabilidad del error puro que representa la incapacidad del sistema para repetir mediciones
exactamente se lleva a cabo después de utilizar una tabla de analisis de varianza (ANOVA).
Tal comparacion es posible porque las mediciones de cada material de referencia se han
replicado. La seleccion del nivel de significacién a depende de aplicaciones particulares del
usuario.

1.2 Modelo con desviacidn estandar residual constante

La tabla ANOVA que se muestra como Tabla 18 se puede obtener usando las férmulas a
continuacion o como respuesta de la mayoria de los paquetes de software de regresion lineal.
La variabilidad debida al error puro es estimada por (62). Esta variabilidad es independiente
del modelo (y = B, + f;x) ajustado a los datos. La variabilidad debida a la falta de ajuste es
estimada por (62). Una prueba de la validez del modelo definido en 6.2.1 se realiza comparando
of/oj con F (1—a) (N - 2; NK - N) donde Fa-«(N - 2; NK - N) es el cuantil (1 - ) de la distribucién
F con N -2y NK- N grados de libertad.

a. Siof/of no es mayor que Fa-o(N - 2; NK - N), entonces no hay evidencia para rechazar
el modelo lineal.

b. Siof/o; es mayor que Fa—a)(N - 2; NK - N), deben investigarse las causas potenciales de
una gran variabilidad debido a la falta de ajuste en relacién con la variabilidad del error
puro.

Una causa comun es la insuficiencia de la suposicion lineal de la funcién de calibracién. Otra
causa posible puede ser las condiciones bajo las cuales se realizé el experimento de
calibracion (por ejemplo, las repeticiones pueden no haber sido repeticiones genuinas, sino
simplemente repeticiones de la misma lectura).

Tabla N°57: Andlisis de varianza para comparar la falta de ajuste y el error puro bajo el
supuesto de desviacion estandar residual constante.

Fuente Grados de Suma de SS/GL Razén
Libertad, GL cuadrados, SS F
Funcién de calibracién: | 1 SSR = SST - SSE ., SSE
" NK -2
Residual NK-2 SSE
Falta de ajuste N-2 SSE — SSP ., _SSE—SSP | 52/52
Error puro NK-N SSP TN
., SSP
P =NK—N
Total NK-1 SST




SST = 2;=1K2£:1(ynk - 9)?

SSP =" e = 1)’

n=1k=1

1.3 Modelo con desviacion estandar residual proporcional

Si se usé el modelo con desviacidn estandar residual proporcional, entonces la tabla ANOVA
se construye como se muestra en la Tabla 36.

La misma prueba, interpretacion, conclusiones y comentarios se aplican tanto a £/, como a

6t /65

1.4 Transformacidn de futuros valores medidos con la funcion de calibracion.

Una vez que se haya realizado un experimento de calibracién, los valores medidos de nuevas
cantidades desconocidas (en oposicion a los estandares que tienen valores conocidos o
aceptados) se transformaran a través de la funcion de calibracion. Transformar estos valores
medidos dard como resultado un valor Gnico x; que estima el valor verdadero de la cantidad
desconocida.

La transformacion depende de la suposicion realizada con respecto a la varianza residual y se
implementa de la siguiente manera.

Una nueva cantidad desconocida se mide p veces, resultando en p mediciones Yo, Yoz, ..., Yop.
La media de estas p medidas se obtiene segun la ecuacion:

p
5
Yo=—, Yok
p k=1
Si p=1 entonces ¥, = yy;

a. Si se seleccion6 el modelo con una desviacion estandar residual constante,

entonces
* YO - :80
xO ="
. . B . .
b. Sise seleccion6 el modelo con desviacion estandar residual proporcional, entonces
« _Yo— Yo
xO = N
Y1

Un método de control que permite la derivacién de intervalos de confianza basados en la
variabilidad observada en el monitoreo de algunos materiales de referencia durante un periodo
de tiempo.




Tabla N°58: Andlisis de varianza para comparar la falta de ajuste y el error puro bajo el

supuesto de una desviacion estandar residual proporcional.

Fuente Grados de Suma de cuadrados, SS/GL Razon
Libertad, GL SS F
Funcion de WSSR = WSST -WSSE | ., SSE
calibracion: 1 9T NK =2
WSSE
Residual NK-2 WSSE — WSSP ., _ SSE =SSP | 52/52
Falta de ajuste N-2 TN,
WSSP
Error puro NK-N 52 = SSp
P NK-N
Total NK-1 WSST
N K
WSST = Z Z(znk py.
n=1k=1
N K
WSSP = Z Z(znk —2,)?
n=1k=1

SSE esta definido en el numeral 6.4.2
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TABLA N° 59: TABLA DE LA DISTRIBUCION t-Student

La tabla da areas 1 —a y valores ¢ = t;_g,,
donde, P[T <c] =1 — a, ydonde T tiene

distribucion t-Student con r grados de libertad. I-o h
0 :
1l —a
r 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 0.975 0.99 0.995
1 1.000 1.376 1.963 3.078 6.314 12.706 31.821 63.657
2 0.816 1.061 1.386 1.886 2.920 4.303 6.965 9.925
3 0.765 0.978 1.250 1.638 2353 3.182 4.541 5.841
4 0.741 0.941 1.190 1.533 2132 2.776 3.747 4.604
5 0.727 0.920 1.156 1.476 2.015 2.571 3.365 4.032
6 0.718 0.906 1.134 1.440 1.943 2.447 3.143 3.707
7 0.711 0.896 1.119 1.415 1.895 2.365 2.998 3.499
8 0.706 0.889 1.108 1.397 1.860 2.306 2.896 3.355
9 0.703 0.883 1.100 1.383 1.833 2.262 2.821 3.250
10 0.700 0.879 1.093 1.372 1.812 2.228 2.764 3.169
11 0.697 0.876 1.088 1.363 1.796 2.201 2.718 3.106
12 0.695 0.873 1.083 1.356 1.782 2.179 2.681 3.055
13 0.694 0.870 1.079 1.350 1.771 2.160 2.650 3.012
14 0.692 0.868 1.076 1.345 1.761 2.145 2.624 2.977
15 0.691 0.866 1.074 1.341 1.753 2.131 2.602 2.947
16 0.690 0.865 1.071 1.337 1.746 2.120 2.583 2.921
17 0.689 0.863 1.069 1.333 1.740 2.110 2.567 2.898
18 0.688 0.862 1.067 1.330 1.734 2.101 2.552 2.878
19 0.688 0.861 1.066 1.328 1.729 2.093 2.539 2.861
20 0.687 0.860 1.064 1.325 1.725 2.086 2.528 2.845
21 0.686 0.859 1.063 1.323 1.721 2.080 2518 2.831
22 0.686 0.858 1.061 1.321 1.717 2.074 2.508 2.819
23 0.685 0.858 1.060 1.319 1.714 2.069 2.500 2.807
24 0.685 0.857 1.059 1.318 1.711 2.064 2.492 2.797
25 0.684 0.856 1.058 1.316 1.708 2.060 2.485 2.787
26 0.684 0.856 1.058 1.315 1.706 2.056 2.479 2.779
27 0.684 0.855 1.057 1.314 1.703 2.052 2.473 2.771
28 0.683 0.855 1.056 1.313 1.701 2.048 2.467 2.763
29 0.683 0.854 1.055 1311 1.699 2.045 2.462 2.756
30 0.683 0.854 1.055 1.310 1.697 2.042 2.457 2.750
40 0.681 0.851 1.050 1.303 1.684 2.021 2.423 2.704
60 0.679 0.848 1.046 1.296 1.671 2.000 2.390 2.660
120 0.677 0.845 1.041 1.289 1.658 1.980 2.358 2.617
= 0.674 0.842 1.036 1.282 1.645 1.960 2.326 2.576




TABLA N° 60: TABLA DE DISTRIBUCION CHI-CUADRADO

En el margen superior se lee P(x? < x) para

los valores de x que figuran en el cuerpo de la
tabla y en el margen izquierdo los grados de

0,100
0,075
0,050
0,025

Chi cuadrado(12): p(evento)=0,0504

libertad (). 00001 . .

0/ 8,75 17,50 26,25 35,00

df X,2995 X ,2990 X .2975 X.2950 X ,2900 X.an X.2050 X,2025 X?mn X.2005
1 0.000 0.000 0.001 0.004 0.016 2.706 3.841 5.024 6.635 7.879
2 0.010 0.020 0.051 0.103 0.211 4.605 5.991 7.378 9.210 10.597
3 0.072 0.115 0.216 0.352 0.584 6.251 7.815 0.348 11.345 | 12.838
4 0.207 0.297 0.484 0.711 1.064 7.779 9.488 11.143 | 13.277 | 14.860
5 0.412 0.554 0.831 1.145 1.610 9.236 11.070 | 12.833 | 15.086 | 16.750
6 0.676 0.872 1.237 1.635 2.204 10.645 | 12.592 | 14.449 | 16.812 | 18.548
7 0.989 1.239 1.690 2.167 2.833 12.017 | 14.067 | 16.013 | 18.475 | 20.278
8 1.344 1.646 2.180 2.733 3.490 13.362 | 15.507 | 17.535 | 20.090 | 21.955
9 1.735 2.088 2.700 3.325 4.168 14.684 | 16.919 | 19.023 | 21.666 | 23.589
10 2.156 2.558 3.247 3.940 4.865 15.987 | 18307 | 20483 | 23.209 | 25.188
11 2.603 3.053 3.816 4.575 5.578 17.275 | 19.675 | 21.920 | 24.725 | 26.757
12 3.074 3.571 4.404 5.226 6.304 18.549 | 21.026 | 23.337 | 26.217 | 28.300
13 3.565 4.107 5.009 5.892 7.042 19.812 | 22362 | 24.736 | 27.688 | 29.819
14 4.075 4.660 5.629 6.571 7.790 21.064 | 23.685 | 26.119 | 29.141 | 31.319
15 4.601 5.229 6.262 7.261 8.547 22307 | 24996 | 27.488 | 30.578 | 32.801
16 5.142 5.812 6.908 7.962 9.312 23.542 | 26296 | 28.845 | 32.000 | 34.267
17 5.697 6.408 7.564 8.672 10.085 | 24.769 | 27.587 | 30.191 | 33.409 | 35.718
18 6.265 7.015 8.231 9.390 10.865 | 25.989 | 28.869 | 31.526 | 34.805 | 37.156
19 6.844 7.633 8.907 10.117 | 11.651 | 27.204 | 30.144 | 32.852 | 36.191 | 38.582
20 7.434 8.260 9.591 10.851 | 12.443 | 28.412 | 31410 | 34.170 | 37.566 | 39.997
21 8.034 8.897 10.283 | 11.591 | 13.240 | 29.615 | 32.671 | 35479 | 38.932 | 41.401
22 8.643 9.542 10.982 | 12338 | 14.041 | 30.813 | 33.924 | 36.781 | 40.289 | 42.796
23 9.260 10.196 | 11.689 | 13.091 | 14.848 | 32.007 | 35.172 | 38.076 | 41.638 | 44.181
24 9.886 10.856 | 12.401 | 13.848 | 15.659 | 33.196 | 36.415 | 39.364 | 42.980 | 45.559
25 | 10.520 | 11.524 | 13.120 | 14.611 16.473 | 34.382 | 37.652 | 40.646 | 44.314 | 46.928
26 | 11.160 | 12.198 | 13.844 | 15.379 | 17.292 | 35.563 | 38.885 | 41.923 | 45.642 | 48.290
27 | 11.808 | 12.879 | 14.573 | 16.151 | 18.114 | 36.741 | 40.113 | 43.195 | 46.963 | 49.645
28 | 12.461 13.565 | 15308 | 16.928 | 18.939 | 37.916 | 41.337 | 44.461 | 48.278 | 50.993
29 | 13.121 14.256 | 16.047 | 17.708 | 19.768 | 39.087 | 42.557 | 45.722 | 49.588 | 52.336
30 | 13.787 | 14.953 | 16.791 18493 | 20.599 | 40.256 | 43.773 | 46.979 | 50.892 | 53.672
40 | 20.707 | 22.164 | 24.433 | 26.509 | 29.051 | 51.805 | 55.758 | 59.342 | 63.691 | 66.766
50 | 27991 | 29.707 | 32.357 | 34.764 | 37.689 | 63.167 | 67.505 | T1.420 | 76.154 | 79.490
60 | 35.534 | 37.485 | 40.482 | 43.188 | 46.459 | 74.397 | 79.082 | 83.298 | 88.379 | 91.952
70 | 43.275 | 45.442 | 48758 | 51.739 | 55329 | 85.527 | 90.531 | 95.023 | 100.425 | 104.215
80 | 51.172 | 53.540 | 57.153 | 60.391 | 64.278 | 96.578 | 101.879 | 106.629 | 112.329 | 116.321
90 | 59.196 | 61.754 | 65.647 | 69.126 | 73.291 | 107.565 | 113.145 | 118.136 | 124.116 | 128.299
100 | 67.328 | 70.065 | 74.222 | 77.929 | 82.358 | 118.498 | 124.342 | 129.561 | 135.807 | 140.169




TABLA N° 61: TABLAS DE LA DISTRIBUCION F DE FISHERay

Fowo (2)
m 1 2 3 | 5 6 7 8 9 10 12 15 20 30 40 60| 120 o]
n
1]39.86 | 49.50 | 53.59 | 55.83 | 57.24 | 58.20 | 58.91 | 59.44 | 59.86 | 60.19 | 60.71 | 61.22 | G1.74 | 62.26 | 62.53 | 62.79 | 63.06 | 63.33
2| 853 | 9.00| 916 | 924 929 933 935| 937 | 938 | 939 941 | 942 | 944 | 946| 947| 947 | 9.48| 949
3| 554 546 539 534 531 528| 527 | 525 524 | 523| 522| 520 5.18| 517| 516| 515| 514 | 5.13
41 454 432 419 | 411 405| 401 398 | 395| 394 | 392| 390| 387 | 384 382| 380 379 3.78| 3.76
5| 406 3.78| 3.62| 352| 345| 340 337| 3.34| 332 | 3.30| 3.27| 3.24| 321| 3.17| 316 314 | 3.12| 3.10
G| 378 | 346 329 318 311 | 305| 3.00| 298| 296 | 294| 290 | 2.87| 2.84| 280 278 | 276 | 2.74| 2.72
7| 359| 326| 3.07| 296| 283 | 2.83| 2.78| 2.75| 2.92 | 270 267 | 2.63| 250 | 256 254 | 2.51| 2.40| 247
8| 346 311 292 281 273 267 | 2.62| 259 | 256 | 254 | 250 | 246 | 242| 238 236 234| 232 2.29
9] 336| 3.01| 281 | 269 261 | 255| 251 | 247 | 244 | 242 238 234 | 230 225 223 221 218 216
10 329 292| 273 | 261 252| 246 | 241 | 238| 235 | 232 228 2.24| 220 2.16| 213| 2.11| 2.08| 2.06
11| 323 | 2.86| 266 | 254 | 245| 239 234| 230 227 | 225 221 | 217 | 212 2.08| 205 203 | 200 1.97
12| 318 281 261 248| 239 233 | 228| 224| 221 | 219| 215| 210 2.06| 2.01| 1.99| 1.96| 1.93| 1..90
13 3.14| 276 256 | 243 235 228 223 | 220 216 | 214| 210| 2.05| 201 | 1.96| 193| 1.90| 1.88| 1.85
141 310 273 | 252 239 231| 224 219 215| 212 | 210| 2.05| 2.01| 1.96| 191 189 | 1.86| 1.83| 1.80
15| 307 270 249 | 236| 227 221| 216| 212| 209 | 2.06| 202| 197 1.92| 1.87| 1.85| 1.82| L.79| L.76
16 3050 267| 246 233 224 218| 213 | 2.09| 206 | 2.03| 199| 1.94| 1.80| 1.84| 181 | 1.78| 1.75| 1.72
17| 3.03| 264 | 244 | 231 | 222 215 210| 206| 203 | 2.00| 1.96| 191 | 1.86| 1.81| 1.78| 175 | L72| 1.69
18| 301 262 242 229| 220 213 | 2.08| 2.04| 200 | 198 193| 18| 1.84| 1.78| 1.75| 1.72| 1.69| 1.66
191 299 2.61| 240 227 218| 211 2.06| 2.02| 1.98 | 196| 1.91| 1.8 | 181 | 1.76| 1.73| 170 | 1.67| 1.63
201 297 259 238 225 216 209 204 | 200 196 | 1.94| 1.89| 184 | 1.79| 1.74| 171| 1.68| 1.64| 1.61
21 296 | 257 236 223 214 208| 2.02| 1.98| 195 | 192| 187 | 1.83| 1.78| 1.72| 169| 166| 1.62| 1.59
22| 295 256 235 222 213 | 206| 201 1.97| 193 | 190| 186, 1.81| 1.76| 1.70 167 | 1.64| 1.60| 1.57
23| 294 255 234 221 211 205 199 195| 192 | 189 | 184 | 18| 1.74| 1.69| 166 | 1.62| 1.59| 1.55
24| 293 254 233 219( 210 204 | 1.98| 1.94| 191 | 188| 1.83| 1.78| 1.73| 1.67| 1.64| 1.61| 157 | 1.53
20 292 253 232 218 200 202| 197| 1.93| 189 | 187 | 182 1.77| 1.72| 1.66| 1.63| 159| 156| 1.52
26 291 252 231 217 208 201 196| 192 | 188 | 1.86| 1.81| 176 | 1.71| 1.65| 161 | 1.58| 154 | 1.50
27| 290 251 230 217( 207 200| 1.95| 1.91| 187 | 185| 180 | 1.75| 1.70| 1.64| 160 | 157| 1.53| 149
28| 289 250 229 216( 206| 200| 194 | 1.90| 187 | 1.84| 1.79| 1.74| 1.69| 1.63| 159 156 | 1.52| 148
201 289 250 228 | 215 206 199 193 | 1.89| 1.86 | 183 | 1.78| 173 | 1.68| 1.62| 158 | 155 | 151 | 147
30| 288 | 249 228 214 203 | 198 | 193 | 1.88| 1.85 | 182 | 177 | 1.72| 1.67| 161 | 157 154| 150 | 146
40 284 244 223 209( 200 1.93| 187 | 1.83| 179 | 1.76| 171 | 1.66| 1.61| 154 151 | 147| 142 1.38
60 279 239 218 | 204 195 187 182 | 177 | L7 | 171| 1.66| 160 | 1.54| 1.48| 144 140 1.35| 1.29
1200 275 235 213 199 190 1.82| L77| 1.72| 168 | 165| 160 | 1.55| 148| 141| 1.37| 132| 1.26| 1.19
oo | 271| 230 208 | 194 185| L77| L72| 1.67| 163 | 1.60| 1.55| 149 | 1.42| 1.34| 130 1.24| 1.17| 1.00




TABLA N° 61: Continuacion

m

(33

Foos (2)

10

12

20

30

40

60

120

e Lo B

w3 oo -3 S U

11
12
13
14

15
16
17
18
19

2
21
2
23
pAi

2
26
27
2
29

30
40
60
120

1614
18.51
10.13

7.1

6.61
599
5.50
532
512

4.96
484
475
467
4.60

454
449
445
441
4.38

4.35
4.32
4.30
4.28
4.26

44
423
421
4.20
418

417
4.08
4.00
3.92
3.84

199.5
19.00
9.55
6.94

570
514
474
4.46
4.26

4.10
3.08
3.80
381
3

3.68
3.63
3.59
3.55
3.52

349
347
344
342
340

3.30
337
3.35
334
3.33

3.32
3.23
315
3.07
3.00

2157
19.16
0.28
6.59

a4l
476
43
4.07
3.86

371
3.59
349
341
RRY

3.29
3.4
3.20
3.16
313

3.10
3.07
3.05
3.03
3.01

2.99
298
296
295
293

292
284
276
2.68
2.60

2246
19.25
9.12
6.39

al9
4.33
412
3.84
3.63

348
3.36
3.26
3.18
31

3.06
3.0
2.96
293
290

287
284
2.82
2.80
278

2.76
274
27
am
270

2.69
2.61
253
245
237

230.2
19.30
9.01
6.26

3.05
439
397
3.69
348

333
320
311
3.03
296

2.90
285
2.81
21
274

2n
2.68
2.66
2.64
2.62

2.60
259
257
2.56
2.55

253
245
237
229
221

2340
19.33

8.94
6.16

495
428
387
3.58
337

3.22
3.09
3.00
292
2.8

279
214
279
2.66
2.63

2.60
257
2.55
253
251

249
247
246
245
243

242
2.34
225
217
210

236.8
19.35
8.89
6.09

4.88
421
3.79
3.50
3.29

314
3.01
291
283
276

271
2.66
2.61
2.58
2.4

251
249
246
244
242

240
2.39
2.37
2.36
2.3

233
2.2
217
2.09
2.01

2389
19.37
8.8
6.04

482
4.15
373
344
3.3

3.07
295
285
27
2.70

2.64
259
2.55
251
248

245
242
240
237
236

234
232
231
229
228

227
218
210
2.02
1.04

2405
19.38
8.61
6.00

47
4.10
3.68
3.39
3.18

3.02
290
280
21
2.65

2.59
254
249
246
242

239
237
234
232
230

228
227
225
224
222

22
212
204
1.96
1.8

2419
19.40
8.79
5.96

4.74
4.06
3.64
335
3.4

298
285
275
267
2.60

2.54
249
245
241
2.38

235
232
230
2
225

24
2.22
2.20
219
218

216
2.08
1.99
1.91
1.3

439
19.41
8.74
591

4.68
4.00
357
3.28
3.07

291
2719
2.69
2.60
2.53

248
242
2.38
2.4
231

228
22
223
220
218

2.16
2.15
213
212
2.10

209
2.00
1.92
1.33
175

2459
19.43
8.70
5.86

4,62
3.9
3.5
3.22
3.01

2.85
212
2.62
2.53
246

240
2.35
231
277
2233

220
218
215
213
21

2.09
207
2.06
204
2.03

201
1.92
1.3
1.75
167

2480
10.45
8.66
5.80

4.56
387
344
3.15
2.04

277
2.65
2.54
246
239

233
228
223
219
216

212
210
207
205
203

20
1.99
1.97
1.96
1.94

1.93
1.34
175
1.66
1.57

250.1
19.46
8.62
5.75

4.50
3.81
3.38
3.08
2.86

270
257
247
238
231

225
219
2.15
211
207

2.04
201
1.98
1.96
1.94

1.92
1.90
1.83
1.87
1.85

1.84
1.74
1.65
1.55
146

2311
1947
3.59
572

446
377
334
3.04
2.83

2.66
253
243
2.34
207

220
215
210
2.06
2.03

1.99
1.96
1.94
1.91
1.89

1.87
1.85
1.84
1.82
1.81

179
1.69
1.59
1.5
1.39

2522
19.48
3.57
5.69

443
374
3.30
3.01
279

2.62
249
2.38
230
222

216
211
2.06
202
1.98

1.95
1.92
1.89
1.86
1.834

1.82
1.80
1.79
177
175

1.74
1.64
1.53
143
1.32

2333
1949
8.5
5.66

440
3.70
327
297
17

2.58
245
2.3
22
218

211
2.06
2.01
1.97
1.93

1.90
1.87
1.84
1.81
179

L7
1.75
1.73
1.71
170

1,68
1.58
147
1.35
1.22

2343
19.50
8.53
5.63

4.36
367
323
293
2M

254
240
2.30
221
213

207
2.01
1.96
1.92
1.88

134
1.81
178
1.76
173

L7
1.69
167
1.65
1.64

1.62
1.51
1.39
1.25
1.00




TABLA N° 61: Continuacion

m
n

FD.BTS (

4

)
10

12

15

20

30

40

120

oSN e

120

799.5
39.00
16.04
10.65

843
7.26
6.54
6.06
5.71

546
5.26
5.10
497
4.86

477
4.69
4.62
4.56
4.51

4.46
442
4.38
435
432

429
427
4.24
4.22
420

418
4.05
393
3.80
3.69

864.2
39.17
15.44

9.98

1.76
6.60
5.89
5.42
5.08

4.83
4.63

424

3.69
3.67
3.65
3.63
3.61

3.50
3.46
3.34
3.23
3.12

899.6
39.25
15.10

9.60

7.39
6.23
5.52
5.05

4.72

447
4.28
412
4.00
3.89

3.80
3.73
3.66
3.61
3.56

3.51
3.48
3.44
341
3.38

3.35
3.33
3.31
3.29
3.27

3.25
3.13
3.01
2.39
2.79

921.8
39.30
14.88

9.36

7.15
5.99
5.29
4.82
4.48

44
4.04
3.80
3.77
3.66

3.58
3.50
3.44
3.38
3.33

3.20
3.25
3.22
3.18
3.15

3.13
3.10
3.08
3.06
3.04

3.03
2.90
2.79
2.67
2.57

937.1
39.33
14.73

9.20

6.98
5.82
512
4.65
4.32

407
3.88
3.73
3.60
3.50

341
3.4
3.28
3.22
3.17

3.13
3.09
3.05
3.02
2.99

297
2.94
2.92
2.90
2.88

287
274
2.63
2.52
241

048.2
39.36
14.62

9.07

6.85
5.70
4.99
4.53
4.20

3.95
3.76
3.61
3.48
3.38

3.29
3.22
3.16
3.10
3.05

3.01
297
2.93
200
287

2.85
2.82
2.80
2.78
2.76

275
2.62
2.51
2.39
2.29

956.7
39.37
14.54

8.98

6.76
5.60
4.90
443
4.10

3.85
3.66
3.51
3.39
3.29

3.20
3.12
3.06
3.01
2.96

291
287
2.84
281
2.78

2.75
273
271
2.69
2.67

2.65
2.53
241
2.30
2.19

963.3
39.39
1447

8.90

6.68
5.52
4.82
4.36
4.03

3.78
3.50
344
3.31
3.21

3.12
3.05
298
2.93
2.88

2.84
2.80
2.76
273
2.70

2.68
2.65
2.63
2.61
2.59

257
245
2.33
2.22
211

968.6
39.40
14.42

8.84

6.62
5.46
4.76
4.30
3.96

3.12
3.53
3.37
3.25
3.15

3.06
2.99
2.92
2.87
2.82

217
2.73
2,70
267
264

2.61
2.59
2.57
2.55
2.53

251
2.30
227
2.16
2.05

976.7
39.41
14.34

8.75

6.52
5.37
4.67
4.20
3.87

3.62
3.43
3.28
3.15
3.05

2.96
2.80
2.82
277
2.12

2.68
2.64
2.60
257
23

2.51
2.49
247
2.45
243

241
2.29
217
2.05
1.94

984.9
30.43
14.25

8.66

6.43
5.27
4.57
4.10
3.7

3.52
3.33
3.18
3.05
2.95

2.86
2.79
272
2.67
2.62

2.57
2.53
2.50
247
24

241
2.39
2.36
2.34
2.32

23
2.18
2.06
1.94
1.83

993.1
30.45
14.17

8.56

6.33
5.17
447
4.00
3.67

3.42
3.23
3.07
2.95
2.84

2.76
2.68
2.62
2.56
2.51

2.46
242
2.39
2.36
2.33

2.30
2.28
2.25
2.23
221

2.20
2.07
1.94
1.82
171

1001
39.46
14.08

8.46

6.23
5.07
4.36
3.89
3.56

3.1
3.12
2.96
2.84
2.73

2.64
2.57
2.50
244
2.39

2.35
231
227
224
221

2.18
2.16
2.13
211
2.09

2.07
1.94
1.82
1.69
157

1006
3947
14.04

841

6.18
5.01
4.31
3.34
3.51

3.2
3.06
201
278
267

2.59
251
24
2.38
2.33

229
225
221
218
215

212
2.09
207
2.05
2.03

201
1.88
174
1.61
1.48

2.22
218
214
211
2.08

2.05
2.03
2.00
1.98
1.96

1.94
1.80
1.67
1.53
1.39

1014
39.49
13.95

8.31

6.07
4.90
420
3.73
3.39

3.4
2.94
2.1
2.66
2.55

2.46
2.38
2.32
2.26
2.70

2.16
211
2.08
2.04
2.0

1.98
1.95
1.93
1.91
1.89

1.87
1.72
1.58
143
1.27

1018
39.50
13.90

8.26

6.02
4.85
4.14
3.67
3.33

3.08
2.88
2.12
2.60
2.49

2.40
232
2.25
2.19
213

2.09
2.04
2.00
197
1.94

1.9
1.88
1.85
1.83
1.81

L.79
1.64
1.48
1.31
1.00




TABLA N° 61: Continuacion

Fogo (2)

m 1 2 3 4 7 8 9 10 12 15 20 30 40 60 120] e

ot
=23

1| 4052 | 4999.5 | 5403 | 5625 | 5764 | 5850 | 5028 | 5982 | 6022 | 6056 | 6106 | 6157 | 6209 | 6261 | G287 | G313 | 6339 | G3GG
20850 99.00 | 99.17 | 99.25 | 99.30 | 99.33 | 99.36 | 99.37 | 99.30 | 99.40 | 99.42 | 99.43 | 99.45 | 99.47 | 59.47 | 99.48 | 99.40 | 99.50
3| 3412 30.82|20.46 | 28.71 | 28.24 | 27.91 | 27.67 | 27.49 | 27.35 | 27.23 | 27.05 | 26.87 | 26.69 | 26.50 | 26.41 | 26.32 | 26.22 | 26.13
412120 | 18.00 | 16.69 | 15.98 | 1552 | 15.21 | 14.98 | 14.80 | 14.66 | 14.55 | 14.37 | 14.20 | 14.02 | 13.84 | 13.75 | 13.65 | 13.56 | 1346

5[16.26 | 13.27|12.06 | 11.39 | 10.97 | 10.67 | 10.46 | 10.29 | 10.16 | 10.05 | 9.80| 972 | 9.55| 9.38| 929 9.20| 9.11| 9.02
6| 1375( 1002 0.58| 0.15| 875 | 847| 826| 810 798 | 787| 7.72| 756 | 740 723 | T4 | 706| 697 | 688
711225| 955| 8.45| 785| 746 79| 699| 684 672 | 6.62| 647| 631| 6.16| 599 | 591 | 582 | 574 | 5.65
81126| 865| 7.50| 7.01| 6.63| 6.37| G.18| 603 | 591 | 581 | 567| 552| 536 520 512 503 | 495| 486
9(1056| 802| 699| 642| 606 580 | 561 | 547 | 535 | 526 | 5.11| 496 | 481 | 4.65| 457 | 448| 440 431

101004 | 756| 655 599 | 564 | 539| 520| 506 | 4.94 | 485| 471 | 456 | 441 | 425| 417 | 408 | 4.00| 391
1] 065( 721 622 567 532 507 4.80| 474 | 4.63 | 454| 440| 425| 410 394 | 386 378 | 3.60| 3.60
12| 933 693 5.95| 541 | 506| 482 464 | 450 | 430 | 430 416| 4.01| 38| 3.70| 3.62| 3.54| 3.45| 3.36
13| 907 6.70| 574 | 521 | 486 | 4.62| 444| 430| 419 | 410| 3.96| 3.82| 3.66| 3.51| 343 3.34| 325| 3.17
14| 88G| 651 556| 504 | 4.60| 446 | 428 | 414 | 403 | 394 380| 3.66| 351 | 3.35| 3.27| 3.18| 3.09| 3.00

15) 868 636| 542 | 480 436 432| 4.14| 400 3.80 | 380 | 367 | 3.52| 337 321 | 313 | 305 | 296 | 287
16| 853 623 520 | 4.77| 444| 420 4.03| 38| 378 | 3.69| 3.55| 341 | 3.26| 3.10| 3.02| 2.93| 284 | 275
17) 840 611 518 | 467 434 410 3.93| 370 | 3.68 | 350 | 346| 331| 316 3.00| 292 283 | 275| 265
18| 829| 6.01| 500| 458 | 425| 401| 384| 3.71| 3.60 | 3.51| 3.37| 323 | 3.08| 2.92| 284 | 275 | 2.66| 2.57
19| 818| 593 501 | 450 | 417 3.94| 377| 3.63 | 3.52 | 343 | 330| 3.15| 300| 284 276 | 2.67| 258 | 249

20| 810| 585| 494| 443 | 410| 387 | 370 | 356 | 346 | 3.37| 3.23| 3.00| 294| 2.78| 269| 261| 2.52| 242
21| 802| 578 487| 437| 404 | 381 364| 351 | 340 | 331 317| 3.03| 2.88| 2.72| 2.64| 2.55| 2.46| 2.36
220 795| 572 4.82| 431| 399 376 359 345 335 | 326 3.12| 298| 283 | 267 258 | 250| 240 | 231
23| 78| 566 476| 426| 304 | 371 354 341 330 | 321| 3.07| 293| 278| 262| 254| 245| 2.35| 2.26
24| 782| 561 472| 422| 390 367 350 336 | 3.26 | 3.17| 3.03| 289 274| 258 249 | 240| 231 | 221

25| 777| 557 4.68| 418| 385 363 346| 332 322 | 313| 299| 285 270| 254 245| 236| 227 | 217
26 772 553 | 4064 | 414| 382 359 342| 329 318 | 300| 296| 281 | 266| 250 242 233| 223 | 213
27| 768| 549 460| 411| 378 356| 339 326| 315 | 3.06| 293| 2.78| 263 | 247| 2.38| 229| 2.20| 2.10
28| 764| 545 457| 407| 375 353 336| 323 312 | 303| 290| 275 2060| 244 235| 226| 217 | 2.06
20| 760| 542 454| 404| 373| 350 333| 320| 3.00 | 3.00| 2.87| 2.73| 2.57| 241| 2.33| 2.23| 214| 2.03

30| 756| 530 451| 402| 370| 347| 330 | 317| 3.07 | 208| 284| 270| 2.55| 239| 230| 221| 211| 201
40| 731 518 431| 383| 351 329 3.12| 299 | 280 | 2.80| 2.66| 252 | 2.37| 2.20| 211| 2.02| 1.92| 1.80
60| 7.08| 498) 413| 365| 334 312 2905| 282 | 272 | 263| 250| 235 220| 2.03| 1.94| 1.84| 1.73| 1.60
120 685 4.79| 3.95| 348| 317| 296| 279 | 2.66| 256 | 247 | 2.34| 219| 203 | 18 | 176 | 166 153 | 1.38
co| G.63| 4.61| 3.78| 332| 3.02| 280 2064 | 251 | 241 | 232| 218| 2.04| 188| 170 1.59| 147| 1.32| 1.00




ANEXO N° 9

Vista Frontal Descripcién de los
elementos de control

1. Interruptor de
encendido/apagado
USB Tipo B
Enchufe a la red
Proteccion

USB Tipo A
Pantalla de control
tactil
Compartimiento de
celdas

SEGIEARN

~

Figura N° 34: Representacion grafica del espectrofotometro Hach DR2700 y sus
elementos de control.



ANEXO N° 10

RESUMEN ESTADISTICO DEL CONTROL DE LA EXACTITUD DE LA
LONGITUD DE ONDA



Tabla N° 62: Resumen estadistico para las mediciones de Absorbancia por cada
longitud de onda en nm para cada dia.

Longitud de onda de 418 nm
Dias Recuento Pro.mgdio DeS\{iacién Coefic_ier!t’e Minimo | Maximo | Rango
/Casos diario Estandar de Variaciéon
1 6 0,202 0 0% 0,202 0,202 0
2 6 0,201 0 0% 0,201 0,201 0
3 6 0,201 0 0% 0,201 0,201 0
4 6 0,202 0 0% 0,202 0,202 0
5 6 0,202 0 0% 0,202 0,202 0
6 6 0,202 0 0% 0,202 0,202 0
Total 36 0,2017 0,00048 0,24% 0,201 0,202 0,001
Longitud de onda de 453 nm
. Promedio Desviacion Coeficiente - , .
Dias | Recuento o p . Minimo | Maximo | Rango
diario Estandar de Variaciéon
1 6 0,8237 0,00052 0,06269 % 0,823 0,824 0,001
2 6 0,8218 0,00041 0,04967 % 0,821 0,822 0,001
3 6 0,8205 0,00055 0,06675 % 0,820 0,821 0,001
4 6 0,8208 0,00041 0,04974 % 0,820 0,821 0,001
5 6 0,8202 0,00041 0,04978 % 0,820 0,821 0,001
6 6 0,8185 0,00084 0,10222 % 0,818 0,820 0,002
Total 36 0,8209 0,00168 0,20461 % 0,818 0,824 0,006
Longitud de onda de 460 nm
. Promedio Desviacion Coeficiente _ L
Dias | Recuento o . . Minimo | Maximo | Rango
diario Estandar de Variacion
1 6 0,8187 0,00052 0,0631 % 0,818 0,819 0,001
2 6 0,8198 0,00041 0,0498 % 0,819 0,820 0,001
3 6 0,8142 0,00041 0,0501 % 0,814 0,815 0,001
4 6 0,8102 0,00041 0,0504 % 0,810 0,811 0,001
5 6 0,8187 0,00082 0,0997 % 0,818 0,820 0,002
6 6 0,8110 0,00089 0,1103 % 0,810 0,812 0,002
Total 36 0,8154 0,00395 0,4847 % 0,810 0,820 0,010
Longitud de onda de 484 nm
. Promedio Desviacion Coeficiente - ..
Dias | Recuento - . L Minimo | Maximo | Rango
diario Estandar de Variaciéon
1 6 0,1262 0,00041 0,3236 % 0,126 0,127 0,001
2 6 0,1262 0,00041 0,3236 % 0,126 0,127 0,001
3 6 0,1272 0,00041 0,3210 % 0,127 0,128 0,001
4 6 0,1278 0,00041 0,3194 % 0,127 0,128 0,001
5 6 0,1278 0,00041 0,3194 % 0,127 0,128 0,001
6 6 0,1278 0,00041 0,3194 % 0,127 0,128 0,001
Total 36 0,1272 0,00084 0,6646 % 0,126 0,128 0,002




Tabla N° 62: Continuacion

Longitud de onda de 536 nm
Dias | Recuento Pro_mgdlo DeS\{lacmn Coeflqleqtp Minimo | Méaximo | Rango
diario Estandar de Variacion
1 6 0,3138 0,00041 0,1301 % 0,313 0,314 0,001
2 6 0,3122 0,00041 0,1308 % 0,312 0,313 0,001
3 6 0,3142 0,00041 0,1299 % 0,314 0,315 0,001
4 6 0,3168 0,00041 0,1288 % 0,316 0,317 0,001
5 6 0,3142 0,00041 0,1299 % 0,314 0,315 0,001
6 6 0,3152 0,00041 0,1295 % 0,315 0,316 0,001
Total 36 0,3144 0,00148 0,4704 % 0,312 0,317 0,005
Longitud de onda de 648 nm
. Promedio Desviacion Coeficiente - . .
Dias | Recuento - . . Minimo | Maximo | Rango
diario Estandar de Variaciéon
1 6 0,1362 0,00041 0,2998 % 0,136 0,137 0,001
2 6 0,1362 0,00041 0,2998 % 0,136 0,137 0,001
3 6 0,1362 0,00041 0,2998 % 0,136 0,137 0,001
4 6 0,1368 0,00041 0,2983 % 0,136 0,137 0,001
5 6 0,1368 0,00041 0,2983 % 0,136 0,137 0,001
6 6 0,1368 0,00041 0,2983 % 0,136 0,137 0,001
Total 36 0,1365 0,00051 0,3715 % 0,136 0,137 0,001

Tabla N° 63: Sesgo espectral para promedios diarios de los resultados de
absorbancia a cada longitud de onda.

Longitud de onda de 418 nm Longitud de onda de 453 nm

Dias Promedio Sesgo Dias Promedio Sesgo
1 0,202 0,068 1 0,8237 0,2843
2 0,201 0,069 2 0,8218 0,2862
3 0,201 0,069 3 0,8205 0,2875
4 0,202 0,068 4 0,8208 0,2872
5 0,202 0,068 5 0,8202 0,2878
6 0,202 0,068 6 0,8185 0,2895

Valor esperado 0,270 Valor esperado 1,1080

Longitud de onda de 460 nm Longitud de onda de 484 nm

Dias Promedio Sesgo Dias Promedio Sesgo
1 0,8187 0,4083 1 0,1262 0,0218
2 0,8198 0,4072 2 0,1262 0,0218
3 0,8142 0,4128 3 0,1272 0,0208
4 0,8102 0,4168 4 0,1278 0,0202
5 0,8187 0,4083 5 0,1278 0,0202
6 0,811 0,4160 6 0,1278 0,0202

Valor esperado 1,227 Valor esperado 0,148




Tabla N° 63: Continuacion

Longitud de onda de 536 nm

Longitud de onda de 648 nm

Dias Promedio Sesgo Dias Promedio Sesgo
1 0,3138 0,096 1 0,1362 0,0108
2 0,3122 0,098 2 0,1362 0,0108
3 0,3142 0,096 3 0,1362 0,0108
4 0,3168 0,093 4 0,1368 0,0102
5 0,3142 0,096 5 0,1368 0,0102
6 0,3152 0,095 6 0,1368 0,0102

Valor esperado 0,410 Valor esperado 0,147

Tabla N° 64: Resultado del andlisis de varianza (ANOVA) en la medicion de
absorbancia en cada longitud de onda por seis Dias.

Longitud de onda de 418 nm

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado promedio Razén-F | Valor-P
Entre grupos | 0,000008 5 0,0000016 Frikkkkkx | 0,0000
Intra grupos 0 30 | O

Total (Corr.) 0,000008 35

Longitud de onda de 453 nm

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado promedio Razén-F | Valor-P
Entre grupos | 0,00009 5 1,798x10° 61,08 0,0000
Intra grupos 0,00001 30 | 2,944x107

Total (Corr.) 0,00010 35

Longitud de onda de 460 nm

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado promedio Razén-F | Valor-P
Entre grupos | 0,0005356 5 1,071x10* 287,78 0,0000
Intra grupos 0,0000112 30 | 3,722x107

Total (Corr.) 0,0005467 35

Longitud de onda de 484 nm

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado promedio Razon-F | Valor-P
Entre grupos | 0,000020 5 |4,000x10° 24,00 0,0000
Intra grupos 0,000005 30 | 1,667x107

Total (Corr.) 0,000025 35

Longitud de onda de 536 nm

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado promedio Razon-F | Valor-P
Entre grupos | 0,0000716 5 1,431x10° 85,87 0,0000
Intra grupos 0,0000050 30 | 1,667x107

Total (Corr.) 0,0000766 35

Longitud de onda de 648 nm

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado promedio Razon-F | Valor-P
Entre grupos | 0,000004 5 8,00x10”7 4,80 0,0024
Intra grupos 0,000005 30 | 1,67x107

Total (Corr.) 0,000009 35




Tabla N° 65: Resumen estadistico del sesgo y curtosis estandarizada de la
medicion de absorbancia en cada longitud de onda nm para cada

dia.

Longitud de onda de 418 nm

Longitud de onda de 453 nm

Dias | Sesgo Curtosis Sesgo Estandarizado | Curtosis
Estandarizado Estandarizada Estandarizada

1 1,36931 -1,66667 -0,968 -0,9375

2 -1,36931 -1,66667 -2,449 3,0000

3 -1,36931 -1,66667 0,000 -1,6667

4 1,36931 -1,66667 -2,449 3,0000

5 1,36931 -1,66667 2,449 3,0000

6 1,36931 -1,66667 1,537 0,7143

Total | -1,80829 -1,89115 0,433 -0,2744
Longitud de onda de 460 nm Longitud de onda de 484 nm

Dias | Sesgo Curtosis Sesgo Estandarizado | Curtosis
Estandarizado Estandarizada Estandarizada

1 -0,968246 -0,937 2,44949 3,00

2 -2,44949 3,000 2,44949 3,00

3 2,44949 3,000 2,44949 3,00

4 2,44949 3,000 -2,44949 3,00

5 0,85732 -0,150 -2,44949 3,00

6 0,00000 -0,9375 -2,44949 3,00

Total | -0,57494 -2,0564 -0,81834 -1,87
Longitud de onda de 536 nm Longitud de onda de 648 nm

Dias | Sesgo Curtosis Sesgo Estandarizado | Curtosis
Estandarizado Estandarizada Estandarizada

1 -2,4495 3,000 2,4495 3,000

2 2,4495 3,000 2,4495 3,000

3 2,4495 3,000 2,4495 3,000

4 -2,4495 3,000 -2,4495 3,000

5 2,4495 3,000 -2,4495 3,000

6 2,4495 3,000 -2,4495 3,000

Total | 0,5628 -0,386 -1,277x1012 -2,598




Tabla N° 66: Resultados de la prueba de rangos multiples para las mediciones
de Absorbancia en para cada Longitud de onda de nm para seis

dias.

Longitud de onda de 418 nm

Longitud de onda de 453 nm

Dias | Casos | Promedios | Grupos Dias | Casos | Media | Grupos
Homogéneos Homogéneos

3 6 0,201 X 6 6 0,818 | X

2 6 0,201 X 5 6 0,820 X

6 6 0,202 X 3 6 0,820 X

5 6 0,202 X 4 6 0,821 X

4 6 0,202 X 2 6 0,822 X

1 6 0,202 X 1 6 0,824 X

Se han identificado 2 grupos homogéneos
segun la alineacién de las X's en columnas.

Se han identificado 5 grupos homogéneos
segun la alineacién de las X's en columnas.

Longitud de onda de 460 nm

Longitud de onda de 484 nm

Dias | Casos | Media Grupos Dias | Casos | Media | Grupos
Homogéneos Homogéneos

4 6 0,810 X 2 6 0,126 | X

6 6 0,811 X 1 6 0,126 | X

3 6 0,814 X 3 6 0,127 X

1 6 0,819 X 6 6 0,128 X

5 6 0,819 X 5 6 0,128 X

2 6 0,820 X 4 6 0,128 X

Se han identificado 5 grupos homogéneos
segun la alineacion de las X's en columnas.

Se han identificado 3 grupos homogéneos
segun la alineacién de las X's en columnas.

Longitud de onda de 536 nm

Longitud de onda de 648 nm

Dias | Casos | Media | Grupos Dias | Casos | Media | Grupos
Homogéneos Homogéneos

2 6 0,312 | X 3 6 0,136 | X

1 6 0,314 X 1 6 0,136 | X

5 6 0,314 X 2 6 0,136 | X

3 6 0,314 X 6 6 0,137 X

6 6 0,315 X 5 6 0,137 X

4 6 0,317 X 4 6 0,137 X

Se han identificado 4 grupos homogéneos
segun la alineacién de las X's en columnas.

Se han identificado 2 grupos homogéneos
segun la alineacidn de las X's en columnas.

una misma columna de X's.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan




Tabla N° 67: Prueba de contraste de los resultados de promedios de absorbancia
de cada longitud de onda en nm entre los dias de prueba.

Longitud de onda de 418 nm

Longitud de onda de 453 nm

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 * 0,001 0 1-2 * 0,0018 0,0006
1-3 * 0,001 0 1-3 * 0,0032 0,0006
1-4 0 0 1-4 * 0,0028 0,0006
1-5 0 0 1-5 * 0,0035 0,0006
1-6 0 0 1-6 * 0,0052 0,0006
2-3 0 0 2-3 * 0,0013 0,0006
2-4 * -0,001 0 2-4 * 0,0010 0,0006
2-5 * -0,001 0 2-5 * 0,0017 0,0006
2-6 * -0,001 0 2-6 * 0,0033 0,0006
3-4 * -0,001 0 3-4 -0,0003 0,0006
3-5 * -0,001 0 3-5 0,0003 0,0006
3-6 * -0,001 0 3-6 * 0,0020 0,0006
4-5 0 0 4-5 * 0,0007 0,0006
4-6 0 0 4-6 * 0,0023 0,0006
5-6 0 0 5-6 * 0,0017 0,0006
Longitud de onda de 460 nm Longitud de onda de 484 nm
Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 * -0,0012 0,0007 1-2 0,0000 0,0005
1-3 * 0,0045 0,0007 1-3 * -0,0010 0,0005
1-4 * 0,0085 0,0007 1-4 * -0,0017 0,0005
1-5 0,0000 0,0007 1-5 * -0,0017 0,0005
1-6 * 0,0077 0,0007 1-6 * -0,0017 0,0005
2-3 * 0,0057 0,0007 2-3 * -0,0010 0,0005
2-4 * 0,0097 0,0007 2-4 * -0,0017 0,0005
2-5 * 0,0012 0,0007 2-5 * -0,0017 0,0005
2-6 * 0,0088 0,0007 2-6 * -0,0017 0,0005
3-4 * 0,0040 0,0007 3-4 * -0,0007 0,0005
3-5 * -0,0045 0,0007 3-5 * -0,0007 0,0005
3-6 * 0,0032 0,0007 3-6 * -0,0007 0,0005
4-5 * -0,0085 0,0007 4-5 0,0000 0,0005
4-6 * -0,0008 0,0007 4-6 0,0000 0,0005
5-6 * 0,0077 0,0007 5-6 0,0000 0,0005




Tabla N° 67: Continuacion

Longitud de onda de 536 nm Longitud de onda de 648 nm
Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
1-2 * 0,0017 0,0005 1-2 0,0000 0,0005
1-3 -0,0003 0,0005 1-3 0,0000 0,0005
1-4 * -0,0030 0,0005 1-4 * -0,0007 0,0005
1-5 -0,0003 0,0005 1-5 * -0,0007 0,0005
1-6 * -0,0013 0,0005 1-6 * -0,0007 0,0005
2-3 * -0,0020 0,0005 2-3 0,0000 0,0005
2-4 * -0,0047 0,0005 2-4 * -0,0007 0,0005
2-5 * -0,0020 0,0005 2-5 * -0,0007 0,0005
2-6 * -0,0030 0,0005 2-6 * -0,0007 0,0005
3-4 * -0,0027 0,0005 3-4 * -0,0007 0,0005
3-5 0,0000 0,0005 3-5 * -0,0007 0,0005
3-6 * -0,0010 0,0005 3-6 * -0,0007 0,0005
4-5 * 0,0027 0,0005 4-5 0,0000 0,0005
4-6 * 0,0017 0,0005 4-6 0,0000 0,0005
5-6 * -0,0010 0,0005 5-6 0,0000 0,0005
Tabla N° 68: Prueba de verificacion de Varianza - prueba de Levene’s

Longitud de onda de 418 nm

Levene’'s Prueba Valor-P

Comparacién Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 0 0 1,0 1,0000
1/3 0 0 1,0 1,0000
1/4 0 0 1,0 1,0000
1/5 0 0 1,0 1,0000
1/6 0 0 1,0 1,0000
2/3 0 0 1,0 1,0000
2/4 0 0 1,0 1,0000
2/5 0 0 1,0 1,0000
2/6 0 0 1,0 1,0000
3/4 0 0 1,0 1,0000
3/5 0 0 1,0 1,0000
3/6 0 0 1,0 1,0000
4/5 0 0 1,0 1,0000
4/6 0 0 1,0 1,0000
5/6 0 0 1,0 1,0000




Tabla N° 68: Continuacion

Longitud de onda de 453 nm

Levene’s Prueba 0,659 Valor-P 0,657
Comparacién Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,00052 0,00041 1,6000 0,6186
1/3 0,00052 0,00055 0,8889 0,9003
1/4 0,00052 0,00041 1,6000 0,6186
1/5 0,00052 0,00041 1,6000 0,6186
1/6 0,00052 0,00084 0,3809 0,3131
2/3 0,00041 0,00055 0,5556 0,5345
2/4 0,00041 0,00041 1,0000 1,0000
2/5 0,00041 0,00041 1,0000 1,0000
2/6 0,00041 0,00084 0,2381 0,1413
3/4 0,00055 0,00041 1,8000 0,5345
3/5 0,00055 0,00041 1,8000 0,5345
3/6 0,00055 0,00084 0,4286 0,3739
4/5 0,00041 0,00041 1,0000 1,0000
4/6 0,00041 0,00084 0,2381 0,1413
5/6 0,00041 0,00084 0,2381 0,1413
Longitud de onda de 460 nm

Levene’s Prueba 1,806 Valor-P 0,1419
Comparacién Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,00052 0,00041 1,600 0,619
1/3 0,00052 0,00041 1,600 0,619
1/4 0,00052 0,00041 1,600 0,619
1/5 0,00052 0,00082 0,400 0,337
1/6 0,00052 0,0009 0,333 0,253
2/3 0,00041 0,00041 1,000 1,000
2/4 0,00041 0,00041 1,000 1,000
2/5 0,00041 0,00082 0,250 0,154
2/6 0,00041 0,0009 0,208 0,110
3/4 0,00041 0,00041 1,000 1,000
3/5 0,00041 0,00082 0,250 0,154
3/6 0,00041 0,0009 0,208 0,110
4/5 0,00041 0,00082 0,250 0,154
4/6 0,00041 0,0009 0,208 0,110
5/6 0,00082 0,0009 0,833 0,846




Tabla N° 68: Continuacion

Longitud de onda de 484 nm

Prueba 0,00 Valor-P 1,00
Comparacién Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/3 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/4 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/3 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/4 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
3/4 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
3/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
3/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
4/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
4/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
5/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
Longitud de onda de 536 nm
Prueba 0,00 Valor-P 1,00

Comparacién Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/3 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/4 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/3 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/4 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
3/4 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
3/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
3/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
4/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
4/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
5/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000




Tabla N° 68: Continuacion

Longitud de onda de 648 nm

Prueba 0,00 Valor-P 1,00
Comparacién Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/3 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/4 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
1/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/3 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/4 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
2/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
3/4 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
3/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
3/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
4/5 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
4/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000
5/6 0,00041 0,00041 1,0 1,0000

Tabla N° 69: Prueba de Kruskal-Wallis para los resultados de Absorbancia en
cada longitud de onda para seis Dias

Longitud de onda de 418 nm

Longitud de onda de 453 nm

Dias | Tamafio Muestra | Rango Promedio Dias | Tamafio Muestra | Rango Promedio

1 6 24,5 1 6 33,50

2 6 6,5 2 6 26,75

3 6 6,5 3 6 15,50

4 6 24,5 4 6 18,83

5 6 24,5 5 6 12,17

6 6 24,5 6 6 4,25
Estadistico =35,0 Estadistico = 30,9563
Valor-P = 0,0000015 Valor-P = 0,0000095

Longitud de onda de 460 nm Longitud de onda de 484 nm

Dias | Tamafio Muestra | Rango Promedio Dias | Tamafo Muestra | Rango Promedio

1 6 25,000 1 6 7,1667

2 6 32,417 2 6 7,1667

3 6 15,500 3 6 17,6667

4 6 4,833 4 6 26,3333

5 6 25,083 5 6 26,3333

6 6 8,167 6 6 26,3333
Estadistico = 32,2465 Estadistico = 27,441
Valor-P = 0,0000053 Valor-P =0,000047




Tabla N° 69: Continuacion

Longitud de onda de 536 nm

Longitud de onda de 648 nm

Dias | Tamafio Muestra | Rango Promedio Dias | Tamafio Muestra | Rango Promedio

1 6 13,58 1 6 12,5

2 6 3,58 2 6 12,5

3 6 16,83 3 6 12,5

4 6 33,42 4 6 24,5

5 6 16,83 5 6 24,5

6 6 26,75 6 6 24,5
Estadistico = 32,0554 Estadistico = 15,5556
Valor-P = 0,0000058 Valor-P =0,0082




ANEXO N° 11

Resumen Estadistico del control de la exactitud fotométrica



Tabla N° 70: Resumen de calculos estadisticos para los
Absorbancia a cada longitud de onda en nm.

resultados de

Resumen Estadistico para Absorbancia 600 nm

Dias | Recuento | Promedio Desviacion Estandar Minimo | Maximo | Rango
1 6 0,1013 0,00234 0,099 0,104 | 0,005
2 6 0,1003 0,00186 0,098 0,102 0,004
3 6 0,1018 0,00041 0,101 0,102 0,001
4 6 0,0997 0,00052 0,099 0,100 0,001
5 6 0,0995 0,00055 0,099 0,100 0,001
6 6 0,0992 0,00075 0,098 0,100 0,002

Total 36 0,1003 0,00156 0,098 0,104 | 0,006

Resumen Estadistico para Absorbancia 650 nm

Dias | Recuento | Promedio Desviacion Estandar Minimo | Maximo | Rango
1 6 0,3172 0,00293 0,314 0,322 0,008
2 6 0,3197 0,00052 0,319 0,320 0,001
3 6 0,3212 0,00075 0,320 0,322 0,002
4 6 0,3110 0,00063 0,310 0,312 0,002
5 6 0,3132 0,00172 0,311 0,316 0,005
6 6 0,3128 0,00041 0,312 0,313 0,001

Total 36 0,3158 0,00404 0,310 0,322 0,012

Resumen Estadistico para Absorbancia 700 nm

Dias | Recuento | Promedio Desviacion Estdndar Minimo | Ma&ximo | Rango
1 6 0,7173 0,003559 0,714 0,724 | 0,010
2 6 0,7195 0,003146 0,716 0,723 0,007
3 6 0,7280 0,001265 0,727 0,730 0,003
4 6 0,7188 0,000408 0,718 0,719 0,001
5 6 0,7220 0,000632 0,721 0,723 0,002
6 6 0,7157 0,001033 0,715 0,717 0,002

Total 36 0,7202 0,004473 0,714 0,730 0,016

Resumen Estadistico para Absorbancia 750 nm

Dias | Recuento | Promedio Desviacion Estandar Minimo | Maximo | Rango
1 6 1,116 0,0022 1,114 1,120 0,006
2 6 1,116 0,0005 1,116 1,117 0,001
3 6 1,133 0,0009 1,132 1,134 | 0,002
4 6 1,133 0,0006 1,132 1,134 | 0,002
5 6 1,133 0,0008 1,131 1,133 0,002
6 6 1,133 0,0006 1,132 1,134 | 0,002

Total 36 1,127 0,0080 1,114 1,134 | 0,020




Tabla N° 71. Resumen Estadistico para de los resultados de Absorbancia a las
longitudes de onda en nm establecidas.

Absorbancia 600 nm Absorbancia 650 nm

Dias | Sesgo Curtosis Sesgo Curtosis
Estandarizado Estandarizada Estandarizado Estandarizada

1 0,245 -1,207 0,904 0,125

2 -0,165 -1,403 -0,968 -0,937

3 -2,449 3,000 -0,312 -0,052

4 -0,968 -0,937 0,000 1,250

5 0,000 -1,667 0,678 0,407

6 -0,312 -0,052 -2,449 3,000

Total | 1,810 -0,275 0,530 -1,936
Absorbancia 700 nm Absorbancia 750 nm

Dias | Sesgo Curtosis Sesgo Curtosis
Estandarizado Estandarizada Estandarizado Estandarizada

1 1,627 1,525 1,540 1,068

2 0,000 -1,495 0,000 -1,667

3 0,889 -0,391 0,000 -0,937

4 -2,449 3,000 0,000 1,250

5 0,000 1,250 -2,449 3,000

6 0,968 -0,937 0,000 1,250

Total | 1,528 -0,700 -1,855 -1,761

Tabla N° 72: Resultados del analisis de varianza (ANOVA) de las Absorbancias
a cada longitud de onda en nm para los seis dias.

Absorbancia a la longitud de onda de 600 nm

Fuente Suma de | Gl | Cuadrado Medio Razo6n-F | Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 0,0000344722 5 0,00000689444 4,04 0,0064

Intra grupos 0,0000511667 30 | 0,00000170556

Total (Corr.) 0,0000856389 35

Absorbancia a la longitud de onda de 650 nm

Fuente Suma de | Gl | Cuadrado Medio Razo6n-F | Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 0,000506 5 0,0001013 46,98 0,0000

Intra grupos 0,000065 30 | 0,0000022

Total (Corr.) 0,000571 35

Absorbancia a la longitud de onda de 700 nm

Fuente Suma de | Gl | Cuadrado Medio Razén-F | Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 0,000571 5 0,000114 26,57 0,0000

Intra grupos 0,000129 30 | 0,000004

Total (Corr.) 0,000700 35

Absorbancia a la longitud de onda de 750 nm

Fuente Suma de | GI | Cuadrado Medio Razén-F | Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 0,00222 5 0,000445 362,19 0,0000




Intra grupos 0,00004 30 | 0,000001
Total (Corr.) 0,00226 35

Tabla N° 73: Resultados para la Prueba de Mdltiples Rangos de Absorbancia a
cada longitud de onda en nm durante seis Dias

Longitud de onda de 600 nm Longitud de onda de 650 nm
Dia Casos | Promedios Grupos, Dias | Casos | Promedios Grupos,
S Homogéneos Homogéneos
6 6 0,0992 X 4 6 0,311 X
5 6 0,0995 X 6 6 0,313 X
4 6 0,0997 X 5 6 0,313 X
2 6 0,1003 XX 1 6 0,317 X
1 6 0,1013 X 2 6 0,320 X
3 6 0,1018 X 3 6 0,321 X
Longitud de onda de 700 nm Longitud de onda de 750 nm
Dia Casos | Promedios Grupos, Dias | Casos | Promedios Grupos,
S Homogéneos Homogéneos
6 6 0,716 X 1 6 1,116 X
1 6 0,717 XX 2 6 1,116 X
4 6 0,719 X 5 6 1,133 X
2 6 0,719 X 3 6 1,133 X
5 6 0,722 X 4 6 1,133 X
3 6 0,728 X 6 6 1,133 X

Tabla N° 74: Resultados del contraste en pares para la prueba de multiples
rangos de absorbancia a cada longitud de onda en nm durante seis

dias.
Absorbancia 600 nm por Dias Absorbancia 650 nm por Dias
Contraste | Significancia | Diferencia | | . - Contraste | Significancia | Diferencia | | . N

Limites Limites
1-2 0,0010 | 0,00154 1-2 * -0,0025 | 0,00173
1-3 -0,0005 | 0,00154 1-3 * -0,0040 | 0,00173
1-4 * 0,0017 | 0,00154 1-4 * 0,0062 | 0,00173
1-5 * 0,0018 | 0,00154 1-5 * 0,0040 | 0,00173
1-6 * 0,0022 | 0,00154 1-6 * 0,0043 | 0,00173
2-3 -0,0015 | 0,00154 2-3 -0,0015 | 0,00173
2-4 0,0007 | 0,00154 2-4 * 0,0087 | 0,00173
2-5 0,0008 | 0,00154 2-5 * 0,0065 | 0,00173
2-6 0,00117 | 0,00154 2-6 * 0,0068 | 0,00173
3-4 * 0,00217 | 0,00154 3-4 * 0,0102 | 0,00173
3-5 * 0,00233 | 0,00154 3-5 * 0,0080 | 0,00173
3-6 * 0,00267 | 0,00154 3-6 * 0,0083 | 0,00173
4-5 0,00017 | 0,00154 4-5 * -0,0022 | 0,00173
4-6 0,00050 | 0,00154 4-6 * -0,0018 | 0,00173
5-6 0,00033 | 0,00154 5-6 0,0003 | 0,00173




Tabla N° 74: Continuacion

Absorbancia 700 nm Absorbancia 750 nm
Contraste | Significancia | Diferencia Lir;ﬁes Contraste | Significancia | Diferencia Lir;ﬁes
- -0,0022 | 0,00244 - -0,0005 | 0,00131
- * -0,0107 | 0,00244 - * -0,0170 | 0,00131
- -0,0015 | 0,00244 - * -0,0170 | 0,00131
- * -0,0047 | 0,00244 - * -0,0167 | 0,00131
- 0,0017 0,00244 - * -0,0170 | 0,00131
- * -0,0085 | 0,00244 - * -0,0165 | 0,00131
- 0,0007 0,00244 - * -0,0165 | 0,00131
-0,0025 | 0,00244 * -0,0162 | 0,00131
*

0,0038 0,00244
0,0092 0,00244
0,0060 0,00244
0,0123 0,00244
-0,0032 | 0,00244
0,0032 0,00244
0,0063 0,00244

* indica una diferencia significativa.

-0,0165 | 0,00131
0,0000 0,00131
0,0003 0,00131
0,0000 0,00131
0,0003 0,00131
0,0000 0,00131
-0,0003 | 0,00131
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Tabla N° 75: Prueba de verificacion de Varianza para los resultados de
Absorbancia a las longitudes de onda en nm establecidas.

Longitud de onda de 600 nm

Levene’s Prueba 12,57 Valor-P 1,25x106
Comparacién Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,00234 0,00186 1,577 0,6294
1/3 0,00234 0,00041 32,800 0,0016
1/4 0,00234 0,00052 20,500 0,0048
1/5 0,00234 0,00055 18,222 0,0063
1/6 0,00234 0,00075 9,647 0,0265
2/3 0,00186 0,00041 20,800 0,0047
2/4 0,00186 0,00052 13,000 0,0137
2/5 0,00186 0,00055 11,556 0,0178
2/6 0,00186 0,00075 6,118 0,0686
3/4 0,00041 0,00052 0,625 0,6186
3/5 0,00041 0,00055 0,556 0,5345
3/6 0,00041 0,00075 0,294 0,2054
4/5 0,00052 0,00055 0,889 0,9003
4/6 0,00052 0,00075 0,471 0,4277
5/6 0,00055 0,00075 0,529 0,5020




Tabla N° 75: Continuacion

Longitud de onda de 650 nm

Levene's Prueba 3,611 Valor-P 0,0112
Comparacién Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,00293 0,00052 32,125 0,0017
1/3 0,00293 0,00075 15,118 0,0097
1/4 0,00293 0,00063 21,417 0,0044
1/5 0,00293 0,00172 2,888 0,2693
1/6 0,00293 0,00041 51,400 0,0005
2/3 0,00052 0,00075 0,471 0,4277
2/4 0,00052 0,00063 0,667 0,6672
2/5 0,00052 0,00172 0,090 0,0194
2/6 0,00052 0,00041 1,600 0,6186
3/4 0,00075 0,00063 1,417 0,7116
3/5 0,00075 0,00172 0,191 0,0933
3/6 0,00075 0,00041 3,400 0,2054
4/5 0,00063 0,00172 0,135 0,0463
4/6 0,00063 0,00041 2,400 0,3587
5/6 0,00172 0,00041 17,800 0,0067
Longitud de onda de 700 nm

Levene’s Prueba 4,650 Valor-P 0,0029
Comparacién Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,00356 0,00315 1,279 0,7934
1/3 0,00356 0,00126 7,917 0,0404
1/4 0,00356 0,00041 76,000 0,0002
1/5 0,00356 0,00063 31,667 0,0017
1/6 0,00356 0,00103 11,875 0,0168
2/3 0,00315 0,00126 6,187 0,0671
2/4 0,00315 0,00041 59,400 0,0004
2/5 0,00315 0,00063 24,750 0,0031
2/6 0,00315 0,00103 9,281 0,0288
3/4 0,00126 0,00041 9,600 0,0268
3/5 0,00126 0,00063 4,000 0,1544
3/6 0,00126 0,00103 1,500 0,6672
4/5 0,00041 0,00063 0,417 0,3587
4/6 0,00041 0,00103 0,156 0,0627
5/6 0,00063 0,00103 0,375 0,3055




Tabla N° 75: Continuacion

Longitud de onda de 750 nm

Levene’s Prueba 1,031 Valor-P 0,417

Comparacién Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor
1/2 0,0022 0,0005 16,000 0,0086
1/3 0,0022 0,0009 6,000 0,0713
1/4 0,0022 0,0006 12,000 0,0164
1/5 0,0022 0,0008 7,200 0,0492
1/6 0,0022 0,0006 12,000 0,0164
2/3 0,00055 0,0009 0,375 0,3055
2/4 0,00055 0,0006 0,750 0,7600
2/5 0,00055 0,0008 0,450 0,4014
2/6 0,00055 0,0006 0,750 0,7600
3/4 0,0009 0,0006 2,000 0,4650
3/5 0,0009 0,0008 1,200 0,8463
3/6 0,0009 0,0006 2,000 0,4650
4/5 0,0006 0,0008 0,600 0,5887
4/6 0,0006 0,0006 1,000 1,0000
5/6 0,0008 0,0006 1,667 0,5887

Tabla N° 76: Prueba de Kruskal-Wallis para los resultados de Absorbancia a
cada longitud de onda en nm durante seis Dias

600 nm 650 nm
Dias Tamafio Muestra Rango Promedio Tamafio Muestra Rango Promedio
1 6 22,92 6 23,00
2 6 18,08 6 26,67
3 6 29,17 6 32,33
4 6 15,83 6 4,17
5 6 14,00 6 12,67
6 6 11,00 6 12,17
Estadistico = 12,67 Estadistico = 30,605
Valor-P = 0,027 Valor-P =0,000011
700 nm 750 nm
Dias Tamafio Muestra Rango Promedio Tamafio Muestra Rango Promedio

1 6 11,33 6 5,25
2 6 17,83 6 7,75
3 6 33,50 6 25,0
4 6 17,42 6 25,0
5 6 24,58 6 23,0
6 6 6,33 6 25,0

Estadistico = 25,361 Estadistico = 25,6571

Valor-P = 0,00012 Valor-P = 0,000104




ANEXO N° 12
Resumen Estadistico del control de la precisién fotométrica

Tabla N° 77: Tabla resumen de calculos estadisticos para los resultados de
Absorbancia a cada longitud de onda en nm.

Resumen Estadistico para Absorbancia 600 nm
Dias Recuento Promedio Desviacion Estandar Coeficiente de Variacion %
1 6 0,1013 0,00234 2,307 %
2 6 0,1003 0,00186 1,856 %
3 6 0,1018 0,00041 0,401 %
4 6 0,0997 0,00052 0,518 %
5 6 0,0995 0,00055 0,550 %
6 6 0,0992 0,00075 0,759 %
Total 36 0,1003 0,00156
Resumen Estadistico para Absorbancia 650 nm
Dias Recuento Promedio Desviacion Estandar Coeficiente de Variacion %
1 6 0,3172 0,00293 0,923 %
2 6 0,3197 0,00052 0,161 %
3 6 0,3212 0,00075 0,234 %
4 6 0,3110 0,00063 0,203 %
5 6 0,3132 0,00172 0,550 %
6 6 0,3128 0,00041 0,130 %
Total 36 0,3158 0,00404
Resumen Estadistico para Absorbancia 700 nm
Dias Recuento Promedio Desviacion Estandar Coeficiente de Variacion %
1 6 0,7173 0,003559 0,496 %
2 6 0,7195 0,003146 0,437 %
3 6 0,7280 0,001265 0,174 %
4 6 0,7188 0,000408 0,057 %
5 6 0,7220 0,000632 0,088 %
6 6 0,7157 0,001033 0,144 %
Total 36 0,7202 0,004473
Resumen Estadistico para Absorbancia 750 nm
Dias Recuento Promedio Desviacion Estandar Coeficiente de Variacion
1 6 1,116 0,0022 0,196 %
2 6 1,116 0,0005 0,049 %
3 6 1,133 0,0009 0,079 %
4 6 1,133 0,0006 0,056 %
5 6 1,133 0,0008 0,072 %
6 6 1,133 0,0006 0,056 %
Total 36 1,127 0,0080




ANEXO N° 13
RESUMEN ESTADISTICO DEL CONTROL DE LA LINEALIDAD
FOTOMETRICA



Tabla N° 78: Resumen de la regresion simple por el método de minimos
cuadrados para los resultados de absorbancia a 445 nm para seis
dias.

Variable dependiente: Dias 1 Ypia1 = - 0,0006982 + 0,992802*X
a6 Ypia2 = 0,00091795 + 0,994829*X
Variable independiente: X Ypia3 = 0,00564697 + 0,993614*X
Referencia Lineal: Ypiasa = 0,00222740 + 0,993514*X
Ypias = 0,00263607 + 0,993007*X

Y = a + b*X Ypias = 0,00388225 + 0,992702*X

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6
Coeficiente de
Correlacion r = 0,999993 | 0,999998 | 0,999996 | 0,999996 | 0,999997 | 0,999994
R-cuadrada = 99,9986% | 99,9996% | 99,9991% | 99,9992% | 99,9994% | 99,9989%
R-cuadrado
(ajustado para 99,9979% | 99,9994% | 99,9987% | 99,9987% | 99,9992% | 99,9983%
g.l)=
Error estandar del | 0,00261 0,00145 0,00206 0,00203 0,00166 0,00236
estimado =
Error absoluto 0,00153 0,00085 0,00129 0,00131 0,00095 0,00147
promedio =

Tabla N° 79: Coeficientes de regresion simple obtenidos por el método de
minimos cuadrados para los resultados de absorbancia a 445 nm
para seis dias.

Dia 1 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto -0,000698183 0,00248025 -0,281497 0,8048
Pendiente 0,992802 0,00261784 379,245 0,0000
Dia 2 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,000917949 0,00138207 0,664182 0,5749
Pendiente 0,994829 0,00145874 681,977 0,0000
Dia 3 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,00564697 0,0019663 2,87187 0,1029
Pendiente 0,993614 0,00207538 478,763 0,0000
Dia 4 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,0022274 0,00193449 1,15142 0,3686
Pendiente 0,993514 0,0020418 486,587 0,0000
Dia 5 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,00263607 0,0015763 1,67232 0,2364
Pendiente 0,993007 0,00166374 596,853 0,0000




Tabla N° 79:

Continuacion

Dia 6 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Paradmetro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,00388225 0,0022472 1,72759 0,2262
Pendiente 0,992702 0,00237186 418,533 0,0000
Tabla N° 80: Registro de resultados de absorbancia a 445 nm para el control de
linealidad fotométrica por 6 dias.
Par/%r?aes”os Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
bo -0,000698 | 0,000918 0,005647 0,002227 0,002636 0,003882
b1 0,992802 | 0,994829 0,993614 | 0,993514 0,993007 0,992702
Sa 0,002480 | 0,001382 0,001966 0,001934 0,001576 0,002247
Sh 0,002618 | 0,001459 0,002075 0,002042 0,001664 0,002372
r 0,999993 | 0,999998 0,999996 0,999996 0,999997 0,999994
Tabla N° 81: Resultado del andlisis de varianza para los resultados de linealidad
a 445 nm para seis dias de analisis.
Analisis de | Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Razon-F Valor-
Varianza Medio P
Dia 1 Modelo 0,977811 1 | 0,977811 143826,95 | 0,0000
Residuo 0,0000136 2 | 0,0000068
Total (Corr.) | 0,977825 3
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Razén-F Valor-
Medio P
Dia 2 Modelo 0,981809 1 | 0,981809 465092,77 | 0,0000
Residuo 0,0000042 2 | 0,0000021
Total (Corr.) | 0,981813 3
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Razén-F Valor-
Medio P
Dia 3 Modelo 0,979412 1 | 0,979412 229213,83 | 0,0000
Residuo 0,0000085 2 | 0,0000043
Total (Corr.) | 0,979421 3
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Raz6n-F Valor-
Medio P
Dia 4 Modelo 0,979216 1 | 0,979216 236766,62 | 0,0000
Residuo 0,0000083 2 | 0,0000041
Total (Corr.) | 0,979224 3




Tabla N° 81: Continuacion

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio Raz6n-F Valor-P
Cuadrados
Dia5 | Modelo 0,978217 1 |0,978217 356232,97 | 0,0000
Residuo 0,0000055 2 | 0,0000027
Total 0,978222 3
(Corr.)
Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio Razo6n-F Valor-P
Cuadrados
Dia 6 | Modelo 0,977615 1 |0,977615 175169,74 | 0,0000
Residuo 0,0000112 2 | 0,0000056
Total 0,977626 3
(Corr.)

Tabla N° 82: Resumen de la regresién simple por el método de minimos
cuadrados para los resultados de absorbancia a 525 nm para seis
dias.

Ypia1 =-0,0007017 + 0,982346*X
Variable dependiente: Dias 1 a 6

Variable independiente: X Ypia2 = 0,0039541 + 0,981522*X
Referencia Lineal:
Y =a+ b*X Ypiaz = 0,0119158 + 0,979371*X

Ybiaa = 0,0074935 + 0,978959*X
Yoias = 0,0048613 + 0,981324*X

Ypias = 0,0070379 + 0,981731*X

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Coeficiente de
Correlacion r = 0,99999 0,99999 0,99998 | 0,999997 | 0,99999 | 0,99999
R-cuadrada = 99,997% | 99,998% | 99,997% | 99,999% | 99,998% | 99,998%
R-cuadrado
(ajustado para g.l.) = 99,996% | 99,997% | 99,996% | 99,999% | 99,997% | 99,997%
Error estandar del
estimado = 0,00339 0,00266 0,00353 | 0,00174 | 0,00302 | 0,00298
Error absoluto
promedio = 0,00238 0,00184 | 0,00248 | 0,00121 0,00208 | 0,00210




Tabla N° 83: Coeficientes de regresion simple obtenidos por el método de
minimos cuadrados para los resultados de absorbancia a 525 nm
para seis dias.

Dia 1l Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto -0,00070171 0,00322245 -0,217757 0,8478
Pendiente 0,982346 0,00344438 285,202 0,0000
Dia 2 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,00395412 0,00252813 1,56405 0,2583
Pendiente 0,981522 0,00270224 363,225 0,0000
Dia 3 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,0119158 0,00335742 3,5491 0,0710
Pendiente 0,979371 0,00358865 272,908 0,0000
Dia 4 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,00749351 0,0016568 4,5229 0,0456
Pendiente 0,978959 0,0017709 552,802 0,0000
Dia 5 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,00486129 0,00287482 1,69099 0,2329
Pendiente 0,981324 0,00307282 319,357 0,0000
Dia 6 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,0070379 0,00283827 2,47965 0,1313
Pendiente 0,981731 0,00303374 323,604 0,0000

Tabla N° 84: Registro de resultados de absorbancia a 525 nm para el control de
linealidad fotométrica por 6 dias.

Par/"’[‘)r?aestros Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
bo -0,000702 | 0,003954 | 0,011916 | 0,007493 | 0,004861 | 0,007038
bs 0,082346 | 0,981522 | 0,979371 | 0,978959 | 0,981324 | 0,981731
Sa 0,003222 | 0,002528 | 0,003357 | 0,001657 | 0,002875 | 0,002838
So 0,003444 | 0,002702 | 0,003589 | 0,001771 | 0,003073 | 0,003034
r 0,99999 | 0,99999 0,99999 | 0,99999 | 0,99999 0,99999




Tabla N° 85: Resultado del andlisis de varianza para los resultados de

linealidad a 525 nm para seis dias de analisis.

Andlisis de Fuente Suma de Cuadrados |[Gl|Cuadrado Razo6n-F Valor-P
Varianza Medio
Dia 1 Modelo 0,934371 1 (0,934371 81340,29 (0,0000
Residuo 0,000023 2 |0,000011
Total (Corr.) [0,934394 3
Analisis de Fuente Suma de Cuadrados |[Gl|Cuadrado Razon-F Valor-P
Varianza Medio
Dia 2 Modelo 0,932804 1 10,932804 131932,09 (0,0000
Residuo 0,000014 2 10,000007
Total (Corr.) 10,932818 3
Analisis de Fuente Suma de Cuadrados |[Gl|Cuadrado Razén-F Valor-P
Varianza Medio
Dia 3 Modelo 0,92872 1 10,92872 74478,71 |0,0000
Residuo 0,000025 2 10,000012
Total (Corr.) [0,928745 3
Andlisis de Fuente Suma de Cuadrados |[Gl|Cuadrado Razén-F Valor-P
Varianza Medio
Dia 4 Modelo 0,927939 1 10,927939 305590,58 [0,0000
Residuo 0,0000061 2 10,000003
Total (Corr.) 10,927945 3
Andlisis de Fuente Suma de Cuadrados |Gl|Cuadrado Razén-F Valor-P
Varianza Medio
Dia 5 Modelo 0,932428 1 10,932428 101988,70 |0,0000
Residuo 0,0000183 2 10,000009
Total (Corr.) 10,932447 3
Andlisis de Fuente Suma de Cuadrados |Gl|Cuadrado Razén-F Valor-P
Varianza Medio
Dia 6 Modelo 0,933201 1 (0,933201 104719,32 |0,0000
Residuo 0,000018 2 |0,000009
Total (Corr.) 10,933219 3




Tabla N° 86: Resumen de la regresion simple por el método de minimos
cuadrados para los resultados de absorbancia a 690 nm para seis

dias.

Variable independiente: X
Referencia Lineal:
Y =a+ b*X

Variable dependiente: Dias 1 a 6

Ydia1 = 0,0007374 + 0,999701*X
Ydiaz = 0,0043217 + 0,999595*X
Ydiaz = 0,0097528 + 1,000630*X
Ydiaa = 0,0042455 + 1,000010*X
Ydias = 0,0060753 + 0,999905*X

Ydias = 0,0043217 + 0,999595*X

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6
Coeficiente de
Correlacion r = 0,99999 | 0,99999 | 0,99998 | 0,99999 | 0,99999 | 0,99999
R-cuadrada = 99,999% | 99,999% | 99,997% | 99,999% | 99,997% | 99,999%
R-cuadrado
(ajustado para g.l.) = 99,990% | 99,998% | 99,996% | 99,999% | 99,996% | 99,998%
Error estandar del
estimado = 0,00211 | 0,00263 | 0,00349 | 0,00154 | 0,00360 | 0,00263
Error absoluto promedio | 0,00120 | 0,00148 | 0,00197 | 0,00088 | 0,00199 | 0,00148

Tabla N° 87: Coeficientes de regresion simple obtenidos por el método de
minimos cuadrados para los resultados de absorbancia a 690 nm

para seis dias.

Dia 1 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,000737 0,00200214 0,368285 0,7480
Pendiente 0,999701 0,00214403 466,271 0,0000
Dia 2 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,00432166 0,00249491 1,73219 0,2254
Pendiente 0,999595 0,00267173 374,138 0,0000
Dia 3 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,00975278 0,00331053 2,94599 0,0985
Pendiente 1,00063 0,00354516 282,252 0,0000
Dia 4 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,0042455 0,00146157 2,90474 0,1009
Pendiente 1,00001 0,00156516 638,916 0,0000




Tabla N° 87: Continuacioén

Dia 5 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,0060753 0,00341892 1,77696 0,2176
Pendiente 0,999905 0,00366123 273,106 0,0000
Dia 6 Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,00432166 0,00249491 1,73219 0,2254
Pendiente 0,999595 0,00267173 374,138 0,0000

Tabla N° 88: Registro de resultados de absorbancia a 690 nm para el control de
linealidad fotométrica por 6 dias.

Par/%r?ae;ros Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6
bo 0,000737 0,004322 0,009753 | 0,004245 0,006075 0,004322
b1 0,999701 0,999595 1,000630 | 1,000010 0,999905 0,999595
Sa 0,002002 0,002495 0,003310 | 0,001462 0,003419 0,002495
Sh 0,002144 0,002672 0,003545 | 0,001565 0,003661 0,002672
r 0,99999 0,99999 0,99998 0,99999 0,99999 0,99999
Tabla N°89: Resultado del analisis de varianza para los resultados de
linealidad a 690 nm para seis dias de anlisis.
Analisis de | Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razo6n-F Valor-
Varianza Cuadrados Medio P
Dia 1 Modelo 0,968909 1 | 0,968909 217408,63 | 0,0000
Residuo 0,0000089 2 | 0,00000446
Total (Corr.) 0,968918 3
Analisis de | Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razo6n-F Valor-
Varianza Cuadrados Medio P
Dia 2 Modelo 0,968703 1 | 0,968703 139979,02 | 0,0000
Residuo 0,0000138 2 | 0,00000692
Total (Corr.) 0,968717 3
Analisis de | Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razén-F Valor-
Varianza Cuadrados Medio P
Dia 3 Modelo 0,970704 1 | 0,970704 79666,07 | 0,0000
Residuo 0,0000244 2 | 0,0000122
Total (Corr.) 0,970729 3
Analisis de | Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razon-F Valor-
Varianza Cuadrados Medio P




Tabla N° 89: Continuacion

Dia 4 Modelo 0,9695 1 | 0,9695 408213,21 | 0,0000
Residuo 0,00000475 2 | 0,0000024
Total (Corr.) 0,969505 3
Analisis de | Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razén-F Valor-
Varianza Cuadrados Medio P
Dia 5 Modelo 0,969305 1 | 0,969305 74586,97 | 0,0000
Residuo 0,000026 2 | 0,000013
Total (Corr.) 0,969331 3
Analisis de | Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razén-F Valor-
Varianza Cuadrados Medio P
Dia 6 Modelo 0,968703 1 | 0,968703 139979,02 | 0,0000
Residuo 0,000014 2 | 0,0000069
Total (Corr.) 0,968717 3




