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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En la actualidad se han generado cambios economicos y comerciales importantes en
nuestro pais, uno de elflos es la inevitable apertura de nuestro nercado y la oportunidad de

competir con nuestros productos en los mercados internacionales,

En los actuales Programas de Aseguramiento de Calidad existe un criterio muy importante
para garantizar la calidad de un producto a través de mediciones confiables que es
conocido como Metrologia. El contar con un Aseguramiento Metroldgico nos permite

demostrar ficilmente la calidad de un producto porque la podemos medir (1,2, 3).

Con base en lo anterior y teniendo como fundamento Normas Nacion‘ales e
Internacionales: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FE.UM), Ley
General de Salud, Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacidn, Normas de Control de
Calidad de la Direccion Genera! de Normas (D.G.N.), "United States Pharmacopeia®
(U.S.P.), "International Organization of Standardization” (1.8.0.), "Code of Federal
Regulations” (C.F.R.), "American National Standards Institute” / "American Soclety for
Quality Control" (ANSI/ ASQC), "American Society for Testing, and Materials"
(A.S.TM.), todo Lab'oratorio competente debe tener control sobre sus equipos e
instrumentos, debiendo asegurar que éstos, ya sean automaticos, mecdnicos o
electrénicos, usados en la generaclon, medicion o evaluacion de datos, sean los adecuados
segun su capacidad y uso, ademds de conservar esa caracteristica durante toda su vida util.
Estos equipos deben ser utilizados, calibrados y verificados de acuerdo a Procedimientos
Estandar de Operacion (PEQ), los cuales deben ser lo suficientemente detallados para
aplicarse en rutinas de inspeccion, operacion, limpieza, mantenimiento, prueba y

calibracion del instrumento o equipo(3,4,5,6,7.8,9,10).



[

Bajo estas premisas y tomando en cuenta que el material para medir volimenes como es el
Material Volumétrico de Vidrio (Matraces Volumétricos) y Pipetas Automaticas son parte
esencial del material involucrado en el analisis cuantitativo se considera importante su

calibracion.

Es muy comin que el Quimico 0 Técnico analista consideren como verdadero el volumen
medido a la marca de matraces y pipetas sin haber determinado su confiabilidad, sin
embargo, ain cuando el material volumétrico estd clasificado de acuerdo a sus
caracteristicas de exactitud, es importante obtenerlo con certificado de calibracion o
calibrarlo nuevo y durante su uso para asegurar la continuidad de la validez de sus

mediciones, que es precisamente el objetivo de su calibracion.

Existen varios factores que pueden influir en la exactitud y precision de una medicion
volumétrica, entre ellos la temperatura, el método de lectura, la limpieza del material, la
habilidad del operador, las condiciones ambientales, etc. El propésito de este trabajo es
describir un Procedimiento Estandar de Operacion para Uso y Calibracion del Material
Volumétrico de Vidrio (Matraces Volumétricos) y Pipetas Automticas que se utilizan de

manera rutinaria dentro de un laboratorio analitico en la Industria Farmacéutica.

E! principio de Calibracion aplicado en este trabajo es el gravimétrico que se basa en la
determinacion de la masa de agua purificada que puede contener o entregar un recipiente
y la conversion de este valor al volumen verdadero a la temperatura estdndar de 20°C
mediante la aplicacion de ecuaciones adecuadas y tablas estandar. Es por lo tanto
fundamental que los instrumentos involucrados en la calibracion gravimétrica como son

balanzas y termmetros estén calibrados y cumplan con sus caracteristicas de operacion.



CAPITULO 2
GENERALIDADES
21. ANTECEDENTES HISTORICOS

La historia demuestra que el volumen es una magnitud tan vieja como la civilizacion misma

ya que ha formado parte de la medicion de cantidades importantes en el comercio.

E! agua, la leche, los jugos, los vinos y los granos eran motivo de controversia tanto
cuando se empleaban para pagar el esfuerzo de una larga jomada de trabajo como cuando

se exigian como pago por una injusta disposicion.

En la antigitedad cuando el hombre era fa medida del Universo, las mediciones de volumen
no podian realizarse antropomeétricamente, es decir que para estimar una cantidad de
liquido tenian que valerse de algo mds que la concavidad de la palma de las dos manos
unidas. El liquido por sus caracteristicas, se escapaba de su control, por lo que las ideas
para poder medirlo debian evolucionar. Fue asi como se pensd en la construccion de
contenedores que habrian de servir de medidas de volumen, {a cual se hizo con los
materiales de los que se disponia, pero éstos no tardaron en ser falsificados por el hombre
en su afan de obtener ventajas iicitas, asi como tampoco resistieron el paso del tiempo, el
efecto de la humedad, los roedores y el mal uso, quedando al poco tiempo inservibles.
Ademds con mucha frecuencia eran robados, por ello se pensd que para garantizar su
permanencia deberian ser dificiles de transportar por lo que fueron esculpidos en piedra,

fundidos en metales pesados y encadenados a las paredes de los castillos y ayuntamientos.



Para evitar la falsificacion de ellos, se determind su fabricaciéon con metales caros y
acabados artisticos, sin embargo el advenimiento del Sistema Métrico marcod fa

desaparicion de estos patrones y de las pricticas injustas que los acompaiaban (11).

En este nuevo sistema metrologico aparecid la unidad de volumen que es el litro (L) el cual
se definié como el volumen ocupado por una masa de 1 kilogramo (kg) de agua pura a la

temperatura de su densidad méxima (3.98°C)y | atmésfera de presion(11).

El milifitro (inL) es definido como la milésima parte de un litra (L) y es ampliamente usado

en Jos casos en donde el litro representa un volumen inconvenientemente grande (12)

Otra unidad de volumen que es aceptada es el centimetro ciibico (cm?), aunque éste y el
mililitro son usadas indistintamente sin efecto en la mayoria de las situaciones, estas
unidades no son estrictamente idénticas. Sin embargo para fines de calibracion de! material

volumétrico se usa el mililitro (13, 14, 15, 16, 17).

En la actualidad se piensa que los procedimientos de fabricacion de los instrumentos de
medida usados en volumetria son lo suficientemente bueros para asegurar la exactitud de
los volimenes indicados, sin embargo es conveniente someter los instrumentos a

cafibracion , sobre todo después de largos periodos de uso (15, 17).
22, DEFINICION DE CONCEPTOS

22.1. Metrologia: Ciencia de la medicion. La Metrologia incluye todos los
aspectos, tanto tedricos como préicticos que se relacionan con las
mediciones, cualquiera que sea su nivel de exactimd y en cualquier campo

dela ciencia y la tecnologfa (18, 19).
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NOTA:

Medicién :  Conjunto de operaciones que tienen por objeto determinar el
valor de una magnitud. La medicion es la asignacion de niimeros a objetos
materiales, que representan las relaciones existentes entre ellas, con

respecto a propiedades particulares (2, 18, 19).

Exactitud de Medicién :  Proximidad de concordancia entre el
resultado de una medicion y el valor convencionalmente verdadero de la

magnitud medida (18, 19).

Precisién o repetibilidad de mediciones; Proximidad de concordancia
entre los resuitados de mediciones sucesivas, efectuadas con la aplicacion de
la totalidad de las condiciones siguientes:

¢ mismo método de medicién

¢ mismo observador

& mismo instrumento de medicién

¢ mismo lugar

¢ mismas condiciones de uso

* repeticion en periodos cortos de tiempo

La repetibilidad puede expresarse cuantitativamente como una caracteristica

de la dispersion de los resultados (i8, 19).

Reproducibilidad de Mediciones : Proximidad de concordancia entre los
resultados de ias mediciones, en ei caso que las mediciones individuales sean

efectuadas haciendo variar condiciones, tales como :



NOTAS:

22.7.

6

¢ método de medicion

¢ observador

e instrumentos de medicion
o lugar

¢ condiciones de uso

* tiempo

1) Para que una expresion de reproducibilidad sea valida, es necesario

especificar las condiciones que se han cambiado.

2) La reproducibilidad puede expresarse cuantitativamente como una

caracteristica de la dispersion de los resultados (18, 19).

Calibracién : Conjunto de operaciones que tiene por finalidad determinar
los errores de un instrumento para medir y de ser necesario, otras
caracteristicas metrologicas Por medio de la calibracion se establece si el
desempefio de un instrumento satisface las especificaciones de diseflo con
revisiones periddicas para determinar su precision, exactitud, sensibilidad Y

reproducibilidad (2, 6).

Recipiente Volumétrico: Es aquél destinado a contener o medir
voliimenes determinados de liquidos y dependiendo de su uso y forma, se

les denomina: matraz, bureta, pipeta, etc. (13).
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22.10

22101

2.2.12

2.2.13

22.14

Recipiente Volumétrico Aforado : Es aquél que solo tiene una linea o
marca de graduacion que indica la capacidad total a contener del

recipiente (13).

Recipiente Volumétrico Graduado: Es aquél que tiene varas
marcas de graduacion equidistantes o no y que permite obtener lecturas a

diferentes niveles en todo el intervalo de la capacidad total del recipiente (13).
VYolumen Nominal: Es el volumen tedrico de la medida volumétrica (20).

Yolumen Convencionalmente Verdadero: Es el volumen real de la

medida volumétrica (20).

Volumen a Contener ;: Es el volumen del liquido de prueba requerido

para llenar la medida volumétrica hasta la marca de aforo o calibracidn (20).

Volumen a Entregar:  Es el volumen de liquido de prueba, que puede
ser vaciado de la medida volumétrica con un tiempo determinado de

escurrimiento (20).

Liquido de Prueba: Es el tluido utilizado para la calibracion de un

recipiente volumétrico (20).

Marca de aforo o de calibracién : Linea u otra marca sobre el
dispositivo indicador que corresponde a uno o mas valores definidos de la

cantidad medida (20).



2.2.16 Tolerancia:  Es la mixima desviacion permitida del valor nominal del

utensilio o recipiente (13).

2.2.17 Sistema Internacional de Unidades, SI:  Sistema de Unidades de Medida
adoptado y recomendado por la Conferencia General de Pesas y Medidas
(CGPM) que es el unico legal y de uso obligatorio en los Estados Unidos

Mexicanos (2, 19, 21).

2.2.18 Unidades de Medida del Volumen : Las unidades de medida de volumen
que deben ser utilizadas son: el metro chbico (m3) y el litro (L), asi como
sus multiplos y submaltiplos: centimetro cibico (cm?) y mililitro (mL) de
acuerdo al Sistema Intemacional de Unidades. Atn cuando el centimetro
cibico (cm3) y el mililitto (ul) no son exactamente iguales
(1,000028 cm3 = | mL) la diferencia es despreciable en los calculos que

involucran los analisis volumétricos (12, 13, 14, 15, 16,17, 21, 22).

2.3. CARACTERISTICAS GENERALES Y  CLASIFICACION DE
RECIPIENTES VOLUMETRICOS :

Los recipientes volumétricos de vidrio deben cumplir con ciertas especificaciones y
requisitos generales de fabricacion y exactitud que se encuentran detallados en Normas
oficiales (13, 14,23, 24, 25,26, 27) y que deben ser cumplidas estrictamente por los fabricantes.
Solo por mencionar algunas, se tienen las inscripciones minimas que deben aparecer en
forma clara, permanente y de un tamafio tal que sean legibles en condiciones normales de
uso del recipiente y que son: Ia clase, Ia capacidad dada en mL o en cm, ¢l tiempo de
entrega, la temperatura de calibracion (20°C), su marca de aforo, la tolerancla, ¢l método

de uso, es decir si el recipiente se usa para contener (PC(13), TC(15, 23,28, 29), IN(14,22)) ©



para vaciar o entregar { PV, PE(13). TD(1s, 23, 28, 293, EX(14, 22)). Asi como una serie de
caracteristicas en las lineas de graduacion o aforo, como forma, dimensiones , espacio

entre las mismas, tongitudes, espesores, etc (13, 14, 22, 23, 24,25, 26,27).

Los recipientes volumétricos comerciales se clasifican en varias categorins que dependen

basicamente de la tolerancia aceptada para la calibracion.

Recipientes Certificados:  Los recipientes Centificados son de muy buena
calidad en cuanto al material incluido en su construccion y de la més alta exactitud,
son calibrados bajo las especificaciones de la Clase A y cada picza es distribuida con

un nimero de serie y un certificado individual que garantiza su calibracion (28).

Recipientes Clase A : Los recipientes Clase A son fabricados con la mismas
tolerancias que los recipientes Certificados, pero no se distribuyen con certificado, se
apegan a las especificaciones del National Bureau of Standards (NBS) y de American
Society for Testing and Materials (ASTM). Cada instrumento debe ser marcado con
Ia letra A que significa que cumple con sus requisitos de construccion y exactitud.
Para estos recipientes la especificacion relativa al limite de error de cafibracion es

aproximadamente del orden de 0.1 % (13,23, 24,28.29).

Recipientes Clase B: Son conocidos también como grado estudiante. El
propésito general de los recipientes Clase B es el mismo que el de los
recipientes Clase A, sin embargo son fabricados y calibrados con tolerancias que
generaimente corresponden & un limite de error del orden de dos veces el de los

recipientes Clase A(i3.23,24,28,29).
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Recipientes de Otros Tipos : Existen también algunas especificaciones para otros
recipientes de vidrio calibrados, distribuidos por dependencias oficiales o sociedades
profesionales. Las tolerancias para éstos y sus especificaciones se encuentran en
catdlogos especificos en los cuales se detallan las caracteristicas particulares de cada

producto, ademas de ser indicadas en el recipiente (28).

Los instrumentos de medida mas comunmente empleados en el andlisis volumétrico son:

Matraces Volumétricos o Aforados. Estos son recipientes cuya capacidad por lo
comin es de 5, 10, 25, 50, 100, 200, 250, 500 y 1000 mL. El cucllo alargado que
los caracteriza deja un espacio suficientemente grande entre la marca de aforo y el
tapon, con el objeto de poder mezclar, por inversiones sucesivas del matraz, el
liquido en él contenido. Por otra parte, el cuello de estos matraces ¢s relativamente
estrecho con el fin de que pequefias variaciones de volumen, produzcan una

diferencia notable en la altura del menisco (17, 30, 31, 32).

Los matraces volumétricos generalmente son calibrados para "contener” el volumen
especificado cuando se llenan hasta la linea grabada sobre el cuello. Algunos
también son calibrados para vaciar, descargar o "entregar"; aunque éstos se
usan rara vei, se distinguen por tener dos lineas de referencia. Si se desea

vaciar el volumen establecido, el matraz se liena hasta Ia linea mds alta (17,32).

Pipetas. Las pipetas son instrumentos que sirven para medir pequefios volimenes de
liquidos; las hay de varias clases, pero las principales son las volumétricas, las

automaticas y las graduadas (son de interés en este trabajo las automdticas).



Las pipetas volumétricas son tubos de vidrio con un ensanchamiento central;
la parte inferior termina en una boca estrecha de forma aguda; sobre el
ensanchamiento se encuentra una marca que define el volumen del instrumento, el
cual estd comprendido entre esa marca y la parte inferior, cuando el liquido se deja

salir (17,30, 31, 32).

Las pipetas volumétricas méas comunes son de las siguientes capacidades: 0,5; 1; 2, 3,

4,5, 10; 15,20, 25 y 50 mL.

Las pipetas automaticas son instrumentos que estin constituidos por un émbolo que
es contralado por un botdn y una punta dosificadora desmontable que es colocada en
el extremo inferior de la pipeta , tienen como proposito general ninestrear y dosificar
volimenes exactos de liquido. Existen de uno o dos componentes (topes), aunque las
mas comunes son las de dos componentes. Su principio de funcionamiento es por
desplazamiento de aire a través del cuerpo de la pipeta con ayuda del émbolo que se
coloca en la posicion media (primer tope) o en la inferior (segundo tope). Este tipo
de pipetas tienen la capacidad de controlar con un simple botdn la succion y entrega
del liquido y la liberacion de la punta dosificadora (34, 35). Algunos autores las

consideran adecuadas por sus caracteristicas de precision pera no de exactitud (33).

Las repipeteadoras o dosificadoras son instrumentos muy similares a las pipetas
automaticas, pero las primeras tienen la capacidad de dosificar varias veces el mismo
volumen con una sola carga de liquido, asi como dosificar volimenes diferentes al
modificar la posicion del ajuste de control con el que cuentan, en combinacian con
las puntas dosificadoras desmontables, de volumen variable que se les adaptan,

Tabla 2,2.e(35).



2.4, NORMAS RELACIONADAS A LA CALIBRACION DE MATERIAL
VOLUMETRICO

Debido a la gran variedad de formas y composiciones del material que se emplea en un
laboratorio analitico y por el uso al que se destina, se le debe clasificar, manejar y calibrar
adecuadamente para ser utilizado en forma correcta y minimizar los errores en los andlisis
y pruebas en que interviene.

De acuerdo a la Regulacion Sanitaria Nacional 4). y a la Farmacopea de los Estados
Unidos de América (USP) (9), entre otros documentos importantes, todo el material
empleado en la realizacion de mediciones debe ser calibrado previo a su uso, empleando
métodos oficiales y debe cumplir con los requisitos y caracteristicas de fabricacion y uso
que permitan tener el grado de precision y exactitud requeridas en los andlisis
volumétricos.

Para la USP las tolerancias de capacidad para recipientes volumétricos deben ser las
aceptadas por el "National Bureau of Standards (NBS) (23. 36), la cual concuerda con lo
especificado en otros documentos Nacionales e Internacionales tales como la Norma
Oficial Mexicana "Utensilios y Recipientes Volumétricos de Vidrio para Laboratorio"
NOM-BB-86 (13), "Laboratory Glassware-Volumetric Glassware-Methods for Use and
Testing of Capacity" (Métodos para Uso y Prucba de Capacidad de Material Volumétrico
de Vidrio) ISO 4787 (14), "One-Mark Volumetric Flasks" (Matraces Volumétricos con una
Marca) ISO 1042 (22) "Standard Practice for Calibration of Volutnetric Ware" (Practica
para Calibracion de Recipientes Volumétricos) ASTM E 542 (15), "Standard Specification
for Laboratory Glass Volumetric Abparnlus“ (Especificaciones Estindar para Recipientes
Volumétricos de Vidrio) ASTM E694 (24). Guia de Procedimientos Adecuados de
Laboratorio Analitico y Guia de Procedimientos Adecuados de Limpieza de Material
Analitico de CIPAM (Comité Interinstitucional de Practicas Adecuadas de Manufactura

Farmacéutica) (37, 38).



Es fundamental que los instrumentos involucrados en la calibracion de material de vidrio
para medir voliimenes como son balanzas y termémetros estén calibrados y cumplan con
sus caracteristicas de operacion, esto significa que la balanza debe tener suficiente
capacidad y dimensiones adecuadas para pesar el recipiente volumétrico cargado, tomando
en cuenta que la sensibilidad de la balanza es un factor limitante en la exactitud de las
mediciones. Puede ser usado cualquier tipo de balanza analitica, en cualquier caso debe
estar protegida de corrientes de aire y otras perturbaciones y ser calibrada con una
exactitud adecuada de acuerdo a su alcance, cominmente se requieren pesas con

tolerancias Clase S-1 de acuerdo a NBS (15).

Las caracteristicas del termometro empleado, estarn en funcion de los requerimientos de
exactitud de la calibracion volumétrica, sin embargo es evidente que la determinacion de
temperatura del agua es uno de los factores criticos que influyen en la calibracién de
material volumétrico, de ahi la conveniencia de emplear un termdmetro con division

minima de 0, 1°C debidamente calibrado (15).

2.5. FUNDAMENTO DE LA CALIBRACION GRAVIMETRICA DE
MATERIAL VOLUMETRICO :

La calibracién del Material Volumétrico de acuerdo con los documentos citados
anteriormente, consiste en la determinacion gravimétrica del volumen de agua purificada
empleada como liquido de prueba requerida para lienar el recipiente hasta la marca de
aforo (para contener) o la determinacién del volumen de agua que puede ser vaciado por el
recipiente (para entregar), considerando condiciones especificas de temperatura del liquido

de prueba, humedad, presion y temperatura ambientales.



Es importante mencionar que los matraces volumétricos pueden calibrarse mediante la
determinacion del peso de agua que contienen (método gravimétrico) que es el método de
interés en este trabajo o utilizando las ampollas de calibracion de Morse-Blalock, este
segundo método se recomienda cuando es necesario calibrar un nimero grande de
matraces y consiste en vaciar en un matraz seco el agua contenida en el calibrador Morse-

Blalock y observar si el nivel del menisco coincide con la linea de aforo (16.42).

El agua purificada es el liquido de eleccion para Ia mayoria de los trabajos de calibracion
de recipientes volumétricos pues forma un menisco concavo como casi todos los liquidos,
es econdmica, inocua y de facil manejo aunque el mercurio también es Gtil, particularmente
cuando se trata de volimenes pequefios, ya que no moja las superficies de vidrio y es
idéntico el volumen de mercurio contenido por los recipientes al que éstos dejan salir. No
obstante el menisco convexo del mercurio da lugar a una pequeila correccidn que debe ser
aplicada para dar el volumen correspondiente a un liquido que forme un menisco concavo.
La magnitud de esta correccion depende del didmetro del recipiente y de la marca de aforo,
ademas de que es mas caro que el agua y presenta un alto grado de toxicidad por lo

que su mangjo se hace mas complicado(12).

Un aspecto fundamental en el desarrollo de este trabajo es conocer las especificaciones
para instrumentos de vidrio empleados en la medicion de volumenes (Matraces
Volumétricos) dadas por las fuentes oficiales mas importantes y establecer un cuadro

comparativo : Tabla 2.19,13, 15, 36).

De igual forma se deben conocer las especificaciones de pipetas automaticas de diferentes
marcas para poder establecer la comparacion con las especificaciones de las pipetas
volumétricas de vidrio y elegir asf la marca que presente mayor. exactitud y satisfaga las

necesidades del laboratorio, Tablas 2.2.a a 2,2e (34, 35, 45, 46).



TABLA 2.1

TABLA COMPARATIVA DE LAS ESPECIFICACIONES DE MATERIAL VOLUMETRICO (MATRACES Y PIPETAS VOLUMETRICAS) DE ACUERDO A DIFERENTES NORMAS

MATRAZ VOLUMETRICO
: NORMA MEXICANA USP. NBS. ASTM

CAPACIDAD | EXACTITUD | REPRODUGIBILIDAD | EXAGTITUD | REPRODUCIBILIDAD|  EXACTITUD | REPRODUCIBILIDAD | EXACTITUD | REPRODUCIBILIDAD
mL mL mL mL (%) mL pioont. | prentreg mL L mL
s 0.02 ND ND ND ND ND 75} 0.2 ND
10 002 0.005 o2 02 ND C0ZmL | 004mL 6,005 002 0,005
= 0.0 0,005 CY X NO B3 mL | 0,06 mL 8,005 (Y] 0,005
£ 0.06 0007 006 (0.10) ND 005m. | 610mL 0.007 6,05 0,007
100 0.08 0011 008 (008) ND 0O08mL| 035mL a0t 008 0011
20 6.10 0014 D NO BI0mL| 0.20mL 0014 0.10 0014
250 012 0017 012 (005) ND ND ND 0.017 012 0017
500 020 6.021 RO ND 0.15mL | 030mL 0.2 0.0 0.2
1000 030 002 ND ND 0.30mL| 050mL 0.042 0.0 0,042

PIPETA VOLUMETRICA

1 NORMAMEJCANA USP. NOS. ASTM.

CAPACIDAD | EXACTITUD | REPRODUCIBILIDAD| EXACTITUD | REPRODUGIBILIDAD | ~ EXACTITUD | REPRODUCIBILIDAD | EXACTITUD | REPRODUCIBILIDAD
wl mL ™ ™ ™ mL mL L ™ mL mL
7 G006 0.002 0006 (0.80) D ND ND 0,002 0,005 0,002
2 0,008 0002 0008 (0.30) ND 001 0,008 0.002 0.008 6.002
3 0.01 WO ) NO WD ND NO ) ND
] 001 7o) ND %) NG WO ND 001 ND
3 001 0,002 001 ©.20) ND 602 0.0t 6002 601 0.002
10 a.02 0,003 002 (©020) ND 0.03 0.2 0,003 o2 0,003
Fo) 0,03 ND N NO (73} (%) ND T3] ND
= 0,03 0,006 0.3 (©.12) ND ND ND 0005 (9] 0,005
) 006 6,007 605 010 ) 0.08 005 0007 005 0.007

N/D = No

TODOS LOS RECIPIENTES SON CLASE A

ODO: DETERMINACION DE LA MASA DE AGUA CONTENIDA O ENTREGADA POR UN RECIPIENTE

St



TABLAS DE ESPECIFICACIONES DE PIPETAS AUTOMATICAS,

TABLA 2.2.a

PIPETA AUTOMATICA MARCA “A" DE VOLUMEN FIJ0

VOLUMEN DE PRUEBA EXACTITUD PRECISION

pL * pl % ple

1 2,5 0,03 1,8 0,02

2 20 0,04 1,2 0,02

5 1.5 0,08 08 0,04

10 1,0 0,10 0,8 0,05

20 0.8 0,16 03 0,08

50 0,7 0,36 0,3 0.15

100-2500 0,8 0,60 0,2 0,20

TABLA 2.2.b

PIPETA AUTOMATICA MARCA “B" DE VOLUMEN VARIABLE

VOLUMEN UE PRUEBA EXACTITUD PRECISION

pb % ub % ut

2 - 10 X 0.20 X 0,07

10 - S0 X 0,680 X 0,10

40 - 200 X 0,60 X 0,50

200 - 1000 X 8,00 X 2,50
1000 - 2000 X 30,00 X 8,00

2001 - 3000 X 45,00 X 10,00
3001 - 5000 X 50,00 X 18,00

TABLA 2.2.¢

PIPETA AUTOMATICA MARCA “C* DE VOLUMEN VARIABLE

VOLUMEN DE PRUEBA |INTERVALO DE MEDICION EXACTITUD
gl pl mg %
2 05 -10,0 1,8-22 10,0
20 5. 40 19,7 - 20,3 15
100 40 - 200 99,0- 10,0 1,0
500 200-1000 405,0 - 505,0 1,0
2000 1000-5000 1980,0 - 2020,0 1,0




TABLA 2.24

PIPETA AUTOMATICA MARCA “A”" DE YOLUMEN VARIABLE

VOLUMEN EXACTITUD PRECISION INTERVALO
DE PRUEBA DE MEDICION
bl % L % L pk
0,8 50 0,03 2,8 0,01 0,5 - 10
1.0 2,5 0,03 1,8 0,02
S0 1,5 0,08 08 0,04
16,0 1.0 0,10 0.4 0,04
2 6,0 0,12 [X) 0,10 2-20
10 1,2 0,12 0,6 0,06
20 0,8 0,16 0,3 0,06
10 2.0 0,20 0,3 0,08 10 - 100
20 1,2 0,24 0,3 0,06
50 0,6 0,30 0,3 0,18
100 0,7 0,70 0,2 0,20
30 1,0 0,50 0,3 0,18 30250
100 0,9 0,90 0,3 0,30
200 0,6 1,20 0,2 0,40
250 0,6 1,50 0,2 0,50
200 0,8 1,60 0.3 0,60 100 - 1000
500 0,6 3,00 0,2 1,00
1000 0,6 6,00 0, 2,00
500 1,0 5,00 0.2 1,00 500 - 2500
1000 0.8 8,00 0,2 2,00
2000 0,7 14,0 0.2 4,00
2500 0,6 15,0 0,2 3,00




TABLA22e

ESPECIFICACIONES PARA REPIPETEADORA MARCA “A™
VOLUMEN DE PUNTA 6SmL 125 mL 2.SmL S0mL 125 mL 50,0 mL
EXACITIUD 1,5 % +*12% *1,.0% %08 % *0,7 % +*10%
ERROR DE REPETIBILIDAD | #1.0s86% | +03205% £0.620,4% 05202 % 05202 % £0,5 %
AJUSTE NUMERO VOLUMEN { VOLUMEN | VOLUMEN VOLUMEN VOLUMEN VOLUMEN
DEL MAXIMO DE POR POR POR POR POR POR
CONTROL PIPETEOS PIPETEO PIPETEO PIPETEO PIPETEO PIPETEO PIPETEO
pL pL pL pL pL mlL
1 48 10 25 50 100 250 1
Z 23 20 50 100 200 500 2
3 15 30 75 150 300 750 3
4 11 40 100 200 400 1000 4
5 8 50 125 250 500 1250 5

81
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CAPITULO 3

OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL :

¢, Describir los Procedimientos Esténdar de Operacion para Uso y Calibracion de
Matraces Volumétricos y Pipetas Autométicas que permitan evaluar sus

caracteristicas de exactitud .

OBJETIVOS ESPECIFICOS :

o Realizar un estudio comparativo de las especificaciones de exactitud de
Matraces Volumétricos, establecidas por diferentes fuentes oficiales como son
las Farmacopeas (FEUM y USP) asi como Nommas Nacionales ¢

Internacionales.
¢ Establecer [a manera correcta de aforo (colocacidn del menisco).

o Determinar si existen diferencias significativas, en los dos criterios de célculo de

volumen de Matraces Volumétricos, sugeridos por fentes oficiales.



Calibrar Matraces Volumétricos de 5, 10, 25, 50 y 100 mL.

Comparar las especificaciones de exactitud de Pipetas Automaticas establecidas

por sus fabricantes.

Calibrar Pipetas Automaticas de diferentes marcas (A", “B” y “C") para

evaluar su exactitud y la conveniencia de su utilizacion,
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CAPITULO 4

METODOS Y CONSIDERACIONES GENERALES PREVIAS A LA
CALIBRACION DE MATRACES VOLUMETRICOS Y PIPETAS
AUTOMATICAS.

4.1, PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA DEL MATERIAL DE VIDRIO,

La limpieza de! material utilizado en los métodos analiticos ha sido siempre motivo de gran
inquietud por la importancia que tiene para la confiabilidad y exactitud de los resultados
obtenidos en los anilisis ya que la presencia de residuos de grasa o de otro tipo pueden
provocar un escurrimiento incompleto o deformacion de! menisco, falseando con ello las

lecturas (13, 14, 15,17, 22, 36, 38, 39).

En la realizacion de este trabajo se emplearon matraces volumétricos nuevos, con lo que se
evito la influencia de factores negativos ocasionados por mal uso o una inadecuada
limpieza que pudieran alterar los resultados, sin embargo, ain cn este caso es necesario
garantizar su limpieza como paso previo a la calibracion siguiendo las indicaciones que 8

continuacion se describen.

4.1.1.  Enjuagar el material inmediatamente después de haberlo utilizado, para

facilitar su limpieza.
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4.1.2.

4.13.

4.14,

Lavar ¢l material de vidrio con una solucion acuosa de detergente no
abrasivo (existen a la venta varias marcas con caracteristicas especiales para
este fin) y con la ayuda de un escobillon remover cualquier residuc adherido
a las paredes del recipiente, tener mucho cuidado de no rayarlo o

maltratarlo con el alambre del escobillon,

Enjuagar el recipiente con agua corriente hasta que se remuevan las trazas

de detergente y finalmente enjuagar con agua purificada.

Un mérodo para determinar la presencia de trazas de detergente en un

recipiente consiste en hacer reaccionar una solucion de azul de metileno con

"una muestra de agua purificada con la que previamente se ha enjuagado el

recipiente. Se forma una sal azul soluble en cloroformio, cuya intensidad de
color es directamente proporcional a su concentracion, la cual se mide en un
espectrofotometro detenninando el valor de absorbancia a una longitud de

ondade 650 o 655 nm(40).

Se sabe que un recipiente estd limpio cuando el agua se adhiere a la

superficie del vidrio en una pelicula continua.

Cuando un recipiente tiene grasa se puede enjuagar con agua caliente o con
algin disolvente organico como: alcohol etilico, éter, acetona o cloreformo,
después lavar con una solucion acuosa caliente de detergente , enjuagar

abundantemente con agua corriente y finalmente con agua purificada.




4.15.
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Si las paredes del recipiente no estan suficientemente limpias después del
tratamiento anterior, puede recurrirse al uso de soluciones cidas, alcalinas

u oxidantes, siempre tomando las debidas precauciones (38).

Las soluciones 4cidas pueden ser : Acido Sulfiirico concentrado o diluido
(10-20 % v/v), Acido Clorhidrico concentrado o diluido (10-20% viv ),
Acido Nitrico concentrado o diluido (10-20 % v/v ), Acido Citrico diluido
(20-30 % p/v ), o Mezcla Sulfonitrica formada por partes iguales de Acido

Sulfiirico y Acido Nitrico Concentrado(38).

Las soluciones alcalinas pueden ser : Hidroxido de Sodio diluido
( 10-20 % p/v ), Carbonato de Sedio diluido (-10-20 % p/v ), 0 solucion
hidroalcoholica de Hidroxido de Potasio ( 10-20 % p/v ). Es importante
evitar el uso de estas soluciones a temperaturas elevadas y periodos

largos pues atacan de manera importante al vidrio (38).

Dentro de las soluciones oxidantes se encuentran; Mezcla Cromica (9, 28, 29),
Mezcla de solucion hidroalcoholica de Hidroxido de Potasio y Perdxido de
Hidrogeno (10%), mezcla de partes iguales de solucion saturada de
Dicromato de Potasio y Acido Sulfurico, mezcla de partes iguales de 30 g/L
de solucion de Permanganato de Potasio y una solucion de Hidroxido de

Sodio IM@38).

NOTA :Estas soluciones son extremadamente agresivas, por lo que es necesario

tomar ciertas precauciones para evitar su inhalacién y el contacto con

1a piel, las mucosas y los ojos. Se recomienda el uso de caretas, guantes,



4.1.6.

4.19.
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mandiles de hule y trabajar siempre bajo campanas de extraccién de

gases .

La eleccion de cualquiera de las mezclas mencionadas anteriormente esta en
funcion del tipo de contaminante y s¢ debe considerar que las mezclus

acidas u oxidantes deben permanecer en el recipiente durante varias horas.

Posteriormente enjuagar vigorosamente los recipientes con agua corriente y
finalmente con agua purificada, de manera que las paredes queden

completamente fimpias, de no ser asi, repetir el procedimiento anterior.

Si el recipiente estd marcado "para contener", enjuagarlo adicionalmente
con alcohol etilico y secarlo a temperatura ambiente con aire limpio. Se
puede utilizar aire seco comprimido o parrillas de secado (como medida de
seguridad es recomendable que los recipientes volumétricos de vidrio
borosilicato no sean calentados a temperaturas superiores a los 150 °C, ya
que se pueden producir alteraciones significativas de volumen) (15). Algunos
fabricantes de recipientes volumétricos recomiendan usar éstos solo dentro
de un intervalo de temperatura de -10 a 80 °C y no colocar nunca

directamente sobre parrillas de calentamiento (28, 29).

Finalmente cubrir la boca del material limpio y seco que no se use
frecuentemente con su tapon o con papel aluminio y almacenarlo en estantes

cerrados.
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4.2, LECTURA Y AJUSTE DEL MENISCO

Los resultados obtenidos con los recipientes volumétricos dependen no solamente de la

exactitud con que éstos son calibrados sino también de su técnica de uso, por eso en la

medida de lo posible el usuario debe manipular estos instrumentos exactamente de la

misma forma en que lo hace el fabricante durante la calibracion (23, 29).

La superficie del menisco no es plana, es concava (en la mayoria de los liquidos) o convexa

(en el caso del mercurio) es decir, que su punto mis bajo o mas alto debe formar una

tangente con la superficie de la linea de aforo, por lo que ¢s importante aplicar el mismo

criterio durante el uso del recipiente y su calibracion (28, 29).

4.2.1

Ajuste del menisco a la cara superior de lIa linea de aforo

El método mds comun para el ajuste o fijacién del menisco concavo consiste
en llevar su punto mas bajo a la cara superior de la llnea de aforo, (es decir
que la linea de aforo forma una tangente horizontal con el punto més bajo
del menisco) haciendo la observacion de frente y exactamente en el mismo

plano de la linea de aforo (Figurs 4.1).

Para facilitar la observacion del punto mas bajo del menisco es conveniente
colocar atras del matraz una pantalla luminosa y un collar de algin material
oscuro | mm abajo de la linea de aforo (puede ser un collar de hule negro,
abierto en uno de sus lados y de un tamafio tal que pueda sujetarse
firmemente al recipiente que estd en calibracion, o bien una cartulina blanca
cuya mitad inferior estd pintada de negro) esto da un perfil oscuro y

claramente visible que facilita la fijacion del menisco (13, 14, 15,22, 28, 36)
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LINEA DE

AFORO
MENISCO
l_-—_‘-—*— s

FIGURA 4.1

422 Ajuste del menisco a Ia mitad del plano de [a linea de aforo (centro de

la elipse)

Otro método para ajustar el menisco y que se aplica cuando la linea de aforo
se extiende completamente alrededor del cuello del matraz, consiste en
colocar el punto més bajo del menisco a la mitad del plano de la linea de
aforo (13, 15, 28, 36). Esta posicion del menisco se obtiene observando
. " ligeramente por debajo de la linca de aforo, lo cual permite ver una
elipse formada por dicha linea en la parte frontal y la posterior del
tubo, la colocacion del menisco se hace en la parte media de la

elipse (Figuras 4.2y 4.2,A).
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Ajuste del menisco al punto de estrangulamiento.

Un tercer método es el aplicado en el material de vidrio que presenta una
banda o franja longitudinal de contraste que tiene como propdsito facilitar fa
observacion y colocacion del menisco, pues a la altura del mismo la banda
de contraste se percibe cortada formando dos pequefios conos unidos por el
vértice (estrangulamiento), de manera que la colocacién del menisco se
hace en el punto de contacto de los dos conos, el cual, si el observador estd
colocado de frente y a la misma altura de ia linea de aforo, se percibe con
claridad; en esta forma se elimina el error por paralaje sin necesidad de usar

otro aditamento (Figura 4.3).

Este dltimo método es citado en la bibliografia general de analisis
cuantitativo (17, 30, 31, 32) en la que aparece indicado para buretas, sin
embargo, actualmente se aplica también en matraces volumétricos por lo
que es importante determinar su exactitud y la conveniencia de su

aplicacion.

LINEA DE AFORO
__ ESTRANGULAMIENTO
| DEL MENISCO
| FRANJA DE
CONTRASTE

FIGUAA 4.3
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43  TECNICAS DE OPERACION DE PIPETAS AUTOMATICAS,

Las pipetas automaticas cuentan con un botdn de control que mueve el émbolo al primero
o al segundo tope con lo que se selecciona (a funcion a realizar. Las técnicas de operacion
de pipetas automaticas méas conocidas son l1a de Pipeteo de Avance o Normal y (a de

Pipeteo Reverso (4t), que se describen a continuacion.

43,1  Pipeteo de Avance o Normal, Esta técnica se emplea en liquidos de baja
viscosidad, similar a la del agua y/o cuando los volimenes a medir son
mayores a 20 uL. Consiste en succionar un volumen exacto de liquido
presionando el botdn de control hasta el primer tope (posicion media),
dejarlo regresar lentamente hasta su posicion original (superior) y entregar
¢l liquido succionado mediante presion del botén de control hasta el
segundo tope (posicidn inferior), para permitir después que regrese

nuevamente a su posicion original, Figura 4.4, (41)

PIPETEO DE AVANCE O RORMAL

POSICION
DEL EMBOLO
SUPERICR PREPARAR ASPH:AR ENTREGAR EXPU‘LBAR‘ REGT:SAR
{
Y Y '
MEDIA }
INFERIOR '

*SISTEMA DE GOLPE DE DOS COMPONENTES

FIGURA 4.4
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La precision en el uso repetido del pipeteo normal depende del completo

escurrimiento del liquido succionado.

Al aplicar la técnica de pipeteo normal deben tenerse en cuenta las

siguientes indicaciones :
Preparacién. La pipeta debe estar a la misma temperatura del medio
ambiente. La seleccion del volumen y ta colocacién de las puntas deben

hacerse de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

Aspiracion, Sostener el instrumento en posicidn vertical o segin lo

indicado por el fabricante, Figura 4.5,

ASPIRACION ENTREGA z EXPULSKN
* L )

ooy ooy
et b
s

-

FIGURA 4.5
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En ¢l caso de sistemas de golpe de dos componentes (dos topes), presionar

¢l boton de control suaventente hasta el tope intermedio.

En el caso de sistemas de golpe de un componente (un tope) presionar ¢l

boton de control suavemente hasta el tope del fondo.

Sumergir la punta de [a pipeta en el liquido que va a ser pipeteado y

mantenerla a las siguientes profundidades de acuerdo al volumen pipeteado:

Volumen (uL) Profundidad de Inmersidn (mm)
1a 100 2a3
101 a 1000 2a4
1001 a 10000 3aéb

Permitir que ¢l botdn de control regrese a su posicion original, lenta y

suavemente.

Retirar Ia punta de la pipeta del centro de la superficie del liquido mediante
un movimiento ascendente suave o deslizdndola por la pared intema del

recipiente.

Secar la pipeta o su punta solamente si hay gotas externas. Debe evitarse el
contacto con el orificio de la pipeta o su punta, especialmente con material

absorbente, ya que se puede eliminar parte def liquido pipeteado.
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Entrega. Colocar la pipeta o su punta en un angulo de 10 a 45° o

como indique ¢l fabricante contra la pared interna del recipiente receptor.

Para sistemas de golpe de dos componentes presionar suavemente el boton
de control hasta el tope intermedio. Esperar un segundo y presionar el
botdn de control al tope inferior a la vez que la pipeta o su punta es retirada

deslizdndola por la pared intema o con un movimiento ascendente suave,

Permitir que el botdn de control regrese a su posicion original.

Pipeteo Reverso. Esta técnica se aplica a liquidos cuya viscosidad es
mayor a la del agua o cuando e} volumen a medir s muy pequeilo (menor a
20 pL). Consiste en succionar un volumen exacto de liquido presionando el
botdn de control hasta €l segundo tope, dejarlo regresar lentamente hasta su
posicion original y entregar el liquido succionado mediante presion del

botdn de control hasta el primer tope, Figurs 4.6.

Preparacién. La preparacion se realiza exactamente igual que en el pipeteo

normal. -

Aspiracién, La aspiracion se realiza de manera muy similar a como se¢
hace en el pipeteo normal, con la diferencia de que el boton de control es
presionado hasta el tope del fondo antes de sumergir la punta de la pipeta en

el liquido, Figura 4.6.
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Entrega. Colocar la pipeta o su punta en un angulo de 10 a 45° contra
la pared interna del recipiente que recibe o de acuerdo a las indicaciones del

fabricante.

Presionar el boton de control lentamente hasta la posicién intermedia,
después de esperar de uno a tres segundos, retirar la punta de la pipeta de la

pared interna del recipiente que recibe.

En caso de que la punta de la pipeta vaya a ser reusada, permitir que el
botdn de control permanezca en el tope intermedio para subsecuentes
inmersiones del siguiente ciclo de pipeteo. En caso de que la punta de la
pipeta vaya a ser cambiada , permitir que el boton de control regrese a la

posicion del tope superior.

Algunas pipetas incluyen una posicion auxiliar, para la expulsion de la punta

que es adicional a los topes de fondo y superior mencionados anteriormente.

PIPETEO REVERSO

POSICION
DEL EMBOLG
oUPERIOR | PREPARAR ASPIRAR ENTREGAR REGRESAR *
1 A
MEDIA \
INFERIOR 4

*O REASPIRAR 81 SE REUSA O PREENJUAGA LA
MISMA PUNTA

FIGURA 4.6
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Preenjuague (Moda Normal)

El preenjuague consiste en precubrit o prehumectar la pared interna de la
punta con el mismo liquido que es pipeteado y no es mas que la duplicacion
del movimiento exacto del ciclo de pipetco normal, excepto que el liquido

¢s vaciado nuevamente en el recipiente original o mejor atn es desechado.

E! preenjuague en ¢l modo normal es ventajoso cuando se reusa la pipeta o
su punta para subsecuentes e inmediatos pipeteos (es aplicable para el
misma liquido y el mismo volumen) y se recomienda especialmente cuando

se miden volimenes por debajo de 20 L.

El preenjuague también puede ser empleado al pipetear liquidos diferentes,
en cuyo caso es necesario cambiar la punta de la pipeta con cada cambio de
liquido , lo que la hace una técnica lenta, por lo que su aplicacion solo se
recomienda para fiquidos especialmente dificiles de manejar. La necesidad
de preenjuagar también esté relacionada a las propiedades de superficie de

la punta de la pipeta y a las caracteristicas fisicas de los liquidos.

Posicionamiento del Volumen Residual o Preenjuague (Modo
Reverso).

El posicionamiento del volumen residual para el modo reversa es el
equivalente funcional del preenjuague para el modo normal. Consiste en la
duplicacion del movimiento exacto de un ciclo de pipeteo del modo reverso,
excepto que el liquido es regresado al recipiente original, 0 mejor adn es
descartado y el botdn de control permanece en la posician del tape
intermedio, para introducir la punta nuevamente al liquido a muestrear,
mientras que el boton de control regresa suavemente a la posicion del tope

superior.
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4.4 PROCEDIMIENTO ESTANDAR DE OPERACION PARA USO Y
CALIBRACION DE "MATRACES VOLUMETRICOS PARA
CONTENER".

44.1

443,

445

Elaborar formato de registro de calibracion ( ver ANEXO 1).

Dejar equilibrar a temperatura ambiente durante dos o tres horas todo el

material involucrado en la calibracion de los matraces volumétricos.

En una balanza calibrada y de capacidad suficiente, determinar el peso del
recipiente vacio incluyendo su tapén. Utilizar en todas las operaciones
guantes de algodén para evitar el contacto de las manos con los

recipientes en calibracién,

Con la ayuda de un embudo de tamaflo apropiado depositar el agua
purificada al matraz hasta un punto ligeramente abajo de la linea de aforo,
tener cuidado de que el agua no toque la parte esmerilada del recipiente y

girar el embudo de manera que humedezca uniformemente el cuello,

Retirar el embudo y esperar de uno a dos minutos para que €l agua escurra
completamente por las paredes del recipiente, a continuacion completar el
aforo fijando el menisco como se muestra en la Flgura 4.1, tapar el matraz

para evitar la evaporacion y con ello la pérdida de peso.
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3o

Pesar el matraz aforado y registrar su peso. Inmediatamente después
determinar la temperatura del agua colocando un termémetro calibrado
directamente en el recipiente de prucba si el tamafio de éste lo permite y

registrarla.

Registrar la temperatura y humedad ambientales y repetir al menos tres
veces los puntos 4.4.3 a 4.4.6 para determinar Ia inexactitud del recipicnte

en calibracion,

Caleular el volumen a 20°C de cada uno de los recipientes en calibracion,
empleanda cualquiera de los dos criterios que se presentan a continuacion,
El primero consiste en aplicar la ccuacion (1) que incluye los diferentes

factores de influencia en la calibracion volumétrica.

V20 = (Mb - Mc) (Q) (1/(5A - 8a)) ( 1- (82 / 5B)} (K)sssnsuseersssrissesnnass{ 1}

Mb

Mc

Peso del matraz lleno al aforo

i

Peso det matraz vacio

L

= Factor de conversion de masa aparente, se basa en fa densidad de las

pesas de la balanza (8B ) y la masa aparente en la cual son
ajustadas (D20). 8B y D20 se obtienen por informacion del

fabricante de la balanza y se deben calcular para cada balanza.

Q= 1,0000000 para 5B = 8,00 y D20=8,0000 de acuerdo a la Tabla 4.1 (13).
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0A = Densidad del agua a la temperatura de trabajo
Sa = Densidad del aire
B = Densidad de las pesas de la balanza (informacion dada por el

fabricante). Se considera que la densidad de las pesas de las

balanzas actuales es de 8,0 g/lcm3 (14).

K= Factor de expansion térmica basada en la temperatura del
agua (TA), la temperatura nominal (T20) y el coeficiente de

expansion del matraz (@),

K= (1-a(TA - T20)lummen(2)

o= 0,000010 cm3 / °C para vidrio Borosilicato(Tipo I, Clase A) (13, 15)

En la ecuacion (1) el primer término es variable, mientras que los cuatro términos
restantes se reducen a constantes experimentales o cantidades que pueden ser
expresadas en términos de medida de presion barométrica y/o de temperatura medida
y que pueden denominarse en conjunto factor " z ", el cual puede obtenerse de la

Tabla 4.2 (15). De esta forma la ecuacion (1) se reduce a :

V20 = (Mb- Mc) z A3)

El segundo criterio para el calculo del volumen a 20°C es mas sencillo, mis rapido y

consiste en la aplicacion de la ecuacion (3)
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VALORES DEL FACTOR DE CONVERSION DE MASA APARENTE : Q
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3 Q cuando Q cuando
D20 = 8.0000 g/cm’ D20 8,3909 g/cm’
7,70 1,0000058 1,0000128
7,72 1,0000054 1,0000124
1,74 1,0000050 1,0000120
7,78 1,0000048 1,0000116
7,78 1,0000042 1,0000112
7,80 1,0000038 1,0000108
7,82 1,0000035 1,0000104
7,84 1,0000031 1,0000101
7,88 1,0000027 1,0000097
7,80 1,0000023 1,0000093
7,90 1,0000019 1,0000089
7,92 1,0000015 1,0000085
7,94 1,0000011 1,0000081
7,968 1,0000008 1,0000077
7,08 1,0000004 1,0000074
8,00 1,0000000 1,0000070
8,02 0,0999008 1,0000068
8,04 0,9999003 1,0000002
8,08 0,0000089 1,0000058
8,08 0,9090045 1,0000055
8,10 0,9009081 1,0000051
8,12 0,0000078 1,0000048
8,14 0,0999974 1,0000044
8,18 0,8990071 1,0000040
8,18 0,9900067 1,0000037
8,20 0,0900063 1,0000033
8,22 0,9990080 1,0000030
8,24 0,9999058 1,0000026
8,26 0,9998053 1,0000023
8,28 0,8998049 1,0000019
8,30 0,9900048 1,0000018
8,32 0,9990042 1,0000012
8,34 0,9998039 1,0000000
8,38 0,0999935 1,0000005
8,38 0,9990032 1,0000002
8,40 0,9999929 0,0989980




TABLA 4.2

VALORES DE “Z" PARA USO Y CALIBRACION DEL MATERIAL VOLUMETRICO EN FUNCION DE LA TEMPERATURA Y PRESION
ATMOSFERICA

PRESION TEMPERATURA °C

BAROMETRICA 3

kPa | mmHg] 15 16 17 18 19 20 21 2 23 22 25 26 27 28
7733 | 580 §1.00179]1,00193]1,002081 1,002257] 1,00243] 1,00262 { 1,00281 | 1,00302 | 1,00324 | 1,00347 | 1,00371] 1,00396 | 1,00422{ 1,00449
79,99 600 1,00182 | 1,00196 { 1,00211 { 1,00228 | 1 00245 { 1,00264 | 1,00283 { 1,00304 | 1,00326 | 1,00349 | 1,00374 | 1,00399{ 1,00424 { 1,00451}
8266 | 620 §1,00i84]1,00199}1.00214] 1,00231 | 1,00248] 1,00267 | 1,00287 | 1,00308 | 100330 | 1.00353 | 1,00377] 1.00402 | 1,00428 ] 1,00455
8533 | 640 |1,00187]1,00201] 1,00216] 1,00233 | 1,00251 1,00270 | 1,00290] 1,00311 | 1,00333 ] 1,00356 | 1,00380 | 1,00405 | 1.00431 | 100458
87,99 | 660 }§1,00189]1,00204 | 1,00219]1,00236] 1.00254 | 1.00272 | 1.00292 | 1,00313 | 1,00335{ 1,00358 | 1,00382 | 1,00408 | 1,00433 ] 1,00460
90,66 680 100192 { 1,00207 § 1,00222{ 1,00239 { 1,00256 | 1,00275 | 1,00295 | 1,00316 | 1,00338 | 1,00361 | 1,00385 | 1,00410 | 1,00436] 1,00463
93,33 700 §1,00195} 1,00209 ] 1.00225| 1,00242 | 1,00259 ] 1,00278 | 1,00298 | 1,00319 | 1,00341 | 1,00364 | 1,00388 | 1,00413 | 1,00439] 1,00466
9599 | 720 1 1.00198] 1.00212{ 1,00228 | 1,00245 | 1,00262 | 1,00281 | 1,00301 | 1,00322 | 1,00344 | 1,00367 | 1,00351 | 1,00416 | 1,00442 | 1,00468
98,66 | 730 §100201]1.00215]1,00230] 3,00247} 1,00265 | 1,00284 | 1,00304 | 1,00324 | 1,00346 | 1,00370 1,00393 } 1,00418 | 1,00444 | 1,00471
101,32 760 J1,0020411,00218]1,00233 | 1,00250 | 1,00268 | 1.00286 { 1.00306 | 1.00327 | 1,00349 | 1,00372 | 1,00396 | 1,00421 | 1,00447 ] 1,00474
10399 | 780 §1.00207] 1,00221 | 1,00236 | 1,00253 | 1,00270 | 1,00289 § 1,00309 | 1,00330 | 1,00352 ] 1.00375 | 1,00399 | 100423 | 1.00350 | 1.00477
106,66 | 800 | 1,00209]1,00224 | 1,002391 1,00256 | 1,00273 | 1,00291 | 1,00312] 1,00333 | 1,00355 | 1,00378} 1,00402 | 1,00427 | 1,00452 | 1,00479

VALORES DE “Z" CON UNA HUMEDAD RELATIVA DE 50 %

2%
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45 PROCEDIMIENTO ESTANDAR DE OPERACION PARA USO Y

CALIBRACION DE PIPETAS AUTOMATICAS.

451

454

455

456

Elaborar formato de registro de calibracion (ver ANEXO 2 y ANEXO 3).

Seleccionar Gnicamente puntas en buen estado, preferentemente nuevas y

recomendadas por ¢l fabricante,

Dejar equilibrar a temperatura ambiente durante dos o tres horas todo el

material involucrado en la calibracion de las pipetas automdticas.

Emplear agua purificada como liquido de prueba, determinar su
temperatura, tomando en cuenta que la temperatura recomendada es de

21° £ 1°C,

Seleccionar el volumen a probar en la pipeta que estd et calibracion y

colocar firmemente la punta.

De acuerdo a las indicaciones de! fabricante presionar el boton controlador
de la pipeta hasta el primer tope si es pipeteo normal, o hasta el segundo
tope si es pipeteo reverso, mantener la pipeta lo mis vertical posible e
introducir fa punta algunos milimetros (de acuerdo a las indicaciones del
fabricante) en el agua para permitir que el boton de control regrese

suavemente hasta el tope superior.



4.5.10

45.11

4.5.12

n

Sacar la punta de la pipeta, deslizandola por la pared interna del recipiente
que conticne ¢l agua purificada y secar con papel cualquier gota de agua
adherida a la pared externa de la punta, teniendo cuidado de no acercarse
demasiado a la abertura pues se puede eliminar parte del volumen a

entregar,

Apoyar la punta de la pipeta haciendo un dngulo de 10 a 45° sobre la pared
interna de un recipicnte adecuado (frasco vial) previamente pesado,
depositar lentamente el agua contenida en la pipeta presionando el boton de
control inicialmente hasta el primer tope, mantenerlo presionado de uno a
tres segundos, presionar hasta el segundo tope para descargar el liquido
remanente (pipeteo normal) y retirar la pipeta mediante un deslizamiento
ascendente suave por la pared del recipiente. En el caso de pipeteo reverso
solo presionar el boton de control hasta el primer tope, retirar la pipeta del

recipiente como se indico antes y descartar el volumen remanente.

Tapar el recipiente que contiene el agua depositada, pesar y registrar

inmediatamente.

Determinar la temperatura del agua purificada y registrarla.

Determinar la temperatura y humedad relativa ambientales y registrarlas.
Para propdsitos de evaluacion y control de una pipeta realizar al menos diez
determinaciones de volumen para el calculo de exactitud y precision. Para

probar rdpidamente la exactitud de la pipeta son suficientes cuatro

determinaciones de volumen 41).
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4.5.13  Si el fabricante lo indica, ajustar los valores de peso obtenidos de acuerdo a
los cambios en la densidad del agua con respecto a su temperatura, la
temperatura ambiental y la presion barométrica (que en conjunto

constituyen el factor z).

4.5.14 Calcular la exactitud con el promedio de las determinaciones del volumen
entregado por la pipeta, mediante la aplicacion de alguna de las siguientes

ecuaciones, de acuerdo a las indicaciones det fabricante:

% error = Valor ajustado obtenido - Valor esperado x 100 wovsnnvscernnnn{d)

Valor esperado
o bien:
Error= Valor ajustado obtenido - Valor esperado SRR (- |
o:
Error= Valorobtenido - Valor esperado sesearsseransasensnn G)

4:5.14 Calcular la precision de las determinaciones del valumen entregado por la
pipeta, mediante la aplicacion de alguna de las siguientes ecuaciones, de

acuerdo a las indicaciones del fabricante:

Coeficiente de Variacion (c.v.) = 1005 wasesarseannenns(T)
X
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donde:

s = desviacion estandar

X = promedio de valores observados ajustados

o bien :

Desviacion estandar = s = XN, —(—3(?- Xy [YPTPPRN () ]
MONTTT

donde:
N = nimero de determinaciones

Xi = peso individual de cada determinacion

X = promedio de determinaciones
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CAPITULO 5

PARTE EXPERIMENTAL

INSTRUMENTOS, MATERIAL Y REACTIVOS

S.1.1 Instrumentos :

» Balanza Mettler Modelo AT261 Semimicro de doble intervalo :
0.01 mg - 60 g division minima 0.01 mg
60g  -200 g division minima 0.1 mg

+ Termémetro Liquido en vidrio, clasificacion ASTM 63 C ERTCO R65576 USA

-8 a 32°C divisién minima 0.1°C.

¢ Higrotermometro
Humedad relativa de 0 a 100 % H.R.  division minima 1 %

Temperaturade -15 a 55°C division minima 1°C

o Barometro : este instrumento no es necesario si se puede obtener el dato de
presion atmosférica del Servicio Meteorologico Nacional ¢ algin laboratorio
autorizado por D.G.N. Debido a que la Presion Atmosférica en la Ciudad de
Meéxico tiene una variacion minima de + 2 mm de Hg, para fines de este trabajo

se considerar4 adecuado un valor promedio de 585 mm de Hg,

¢ Crondmetro
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o Todos estos instrumentos deben ser calibrados previamente a su uso y contar

con su certificado de calibracidn vigente.

5.1.2 Material ;

¢ Matraces volumétricos de 5, 10, 25, 50 y 100 mL

¢ Embudo de filtracion rapida

¢ Pantalla luminosa

¢ Pipeta Pasteur y bulbo de plastico

¢ Anillo de neopreno

s Guantes de algodon

s Pipetas Autométicas :

¢ Repipeteadora

Marca “A” volumen fijo,
Marca “A” volumen variable.
Marca “B" volumen variable.

Marca “C" volumen variable.

Marca “A” volumen variable.

¢ Vasos de precipitados de 250 mL
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¢ Frasco Vial (Recipiente pequefio de vidrio, empleado como contenedor de
soluciones para analisis por cromatografia de liquidos, o bien para inyectables,
dependiendo de su forma y uso se les pueden adaptar un tapén de rosca y un sello

0 bien un tapon de goma inerte y un casquillo metalico.

o Matraces Volumétricos de 50 y 100 mL.

5.1.3. Reactivos

¢ Agua purificada

52. DESARROLLO DEL METODO DE CALIBRACION DE MATRACES
VOLUMETRICOS,

El primer paso consistid en realizar un estudio comparativo de. las especificaciones
reportadas en las diferentes referencias bibliograficas, encontrindose que hay concordancia

entre ellas como puede observarse en la Tabls 2.1.

Una vez definidas las especificaciones bajo las cuales se rigio el procedimiento de
calibracion se procedio a la aplicacion del mismo, para lo cual se seleccionaron al azar
matraces volumétricos de diferentes capacidades, en este caso se trabaj0 con material
volumétrico nuevo para evitar la influencia de posibles fuentes de error ocasionadas por

mal uso del mismo o presencia de residuos contaminantes.
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A continuacion se elabor6 un formato de registro de los valores obtenidos (Anexo 1) en
donde se incluyen ademas todos los datos generales de log instrumentos involucrados en la

calibracion de los Matraces Volumétricos asi como las condiciones ambientales de trabajo.

El siguiente paso consistio en determinar la manera correcta de aforo, ya que como se
menciond en el punto 4.2 existen tres métodos de colocacion del menisco, dos de ellos
referidos en normas nacionales ¢ internacionales y el tercero mencionado en bibliografia
general de analisis cuantitativo pero que tiene gran difusién y se aplica por tradicion en
recipientes volumétricos que presentan una banda longitudinal de contraste. Lo anterior se
comprobéd calibrando cinco matraces volumétricos de 100 mL, primero mediante la
colocacion del punto més bajo del menisco a la cara superior de la linea de aforo, haciendo
la observacion de frente y en el mismo plano de la linea de aforo (4.2.1), después se ajusto
el menisco en la parte central de la elipse formada al observar por debajo del plano de la
linea de aforo (4.2.2), finalmente se calibraron los mismos matraces ajustando el
estrangulamiento a la linea de aforo (4.2.3). El cilculo de la inexactitud se realizé usando

la férmula completa, ecuacién 1.

Después de establecida la manera correcta de aforo, se¢ elabord una hoja de célculo para
determinar la inexactitud de los matraces calibrados, en la que se usaron los diferentes
factores de correccion sugeridos en normas ( NBS, ASTM, ISO y NOM ).

Posteriormente se elaboro otra hoja de cdlculo para determinar la inexactitud de los
matraces, pero obtenida de manera directa aplicando el factor " z " de tablas ( NBS,

ASTM, NOM ), ecuacién 3,

Se establecio una comparacion entre ambos métodos de cilculo y no se encontraron

diferencias significativas, por lo que el método recomendado es ¢l de aplicacion del factor

z°.
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Finalmente se calibraron cinco matraces volumétricos de cada una de las siguientes
capacidades: 5, 10, 25, 50 y 100 mL para conocer las caracteristicas de exactitud de los

mismos y determinar la facilidad de aplicacion del procedimiento de calibracion elegido.

53 DESARROLLO DEL METODO DE CALIBRACION PARA PIPETAS
AUTOMATICAS.

El primer paso consistié en seleccionar {as marcas de pipetas mas cominmente empleadas,
de acuerdo a sus caracteristicas y técnicas de operacion. En seguida se analizaron las
especificaciones de cada una de ellas, asi como Jas indicaciones de los fabricantes para con

base en ello describir el Procedimiento Estindar de Operacion (PEO) para calibracion y

uso.

Se elaboraron dos formatos de registro de los valores obtenidos de la calibracion de
pipetas automaticas, con un volumen de prueba recomendado ( Anexo 2 ) y con dos
volimenes de prueba (Anexo 3) en donde se incluyen ademis las condiciones ambientales

y los datos generales de todos los instrumentos involucrados en la calibracion.

Asi mismo se elaboraron hojas de cilculo para determinar la inexactitud de las pipetas
calibradas de acuerdo 8 las indicaciones del fabricante. Cabe seflalar que actualmente se
puede encontrar a la venta un Set de Calibracion (Sistema Computarizado) que permite
realizar los cilculos y emitir la documentacion pertinente de los instrumentos sometidos a

calibracion, sin embargo, esto implica un gasto adicional que no todas las compedias estin

en posibilidad de hacer.
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A continuacion se procedio a la aplicacion del PEQ, se probaron con la misma pipeta las
dos técnicas mencionadas de pipeteo (4.3.1 y 4.3.2) con la finalidad de establecer la

diferencia existente entre ambas.



CAPITULO 6

RESULTADOS

En la Tabla 6.1 se muestra una hoja de calculo para determinar la inexactitud de un Matraz
Volumétrico de 100 mL. El ajuste del menisco se hize colocando su punto mas bajo a la
linea de aforo, abservando en el mismo plano. Se consideré para el calculo primero la

aplicacion de la formula completa (ecuacion 1) y después el factor “z" (ecuacion 3).

Los resultados obtenidos muestran que no hay una diferencia significativa entre la
aplicacion del factor “z* y la aplicacion de la formula completa para el calculo de la
inexactitud del matraz en estudio, con base en esto y tomando en cuenta la sencillez y
rapidez de fa aplicacion del factor "z" se decidid aplicarlo en las demés determinaciones

de este trabajo.

En la Tabla 6.2 se presenta un estudio comparativo de los resultados obtenidos de la
calibracion de cinco matraces volumétricos de 100 mL que presentan banda longitudinal de
contraste, haciendo el ajuste del punto més bajo del menisco  la linea de aforo, a la mitad
del plano de la linea de aforo (centro de la elipse) y a} estrangulamiento. Los célculos se
realizaron a partir det volumen promedio obtenido de cuatro determinaciones para cada

matraz.

Los resultados muestran que el método de ajuste del menisco a la cara superior de la linea
de aforo es el més conveniente, a diferencia del método de gjuste a fa mitad del plano de la
linea de aforo (centro de fa elipse) que presenta mucha variacion y del método de ajuste al

estranguiamiento en donde se obtienen resultados fuera de especificaciones.
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En la Tabla 6.3 se presenta la comparacion del cilculo de la inexactitud de matraces
volumétricos de 100 mL, con ajuste del menisco en su punto mas bajo a la linea de aforo,

empleando la formula completa y ef factor "z".

Al igual que en la Tabla 6.1 se observa que no hay diferencia significativa en los resultados

obtenidos por uno u otro método.

Las Tablas 6.4, 6.5, 6.6 y 6.7 muestran los resultados obtenidos de matraces volumétricos
de 50, 25, 10 y S mL respectivamente. En todos los casos se establece la comparacion

entre el calculo de inexactitud empleando la formula completa y aplicando el factor "z".

La Tabla 6.8 es un ejemplo de hoja de calculo para determinar la inexactitud de una Pipeta
Automitica marca “A” de volumen fijo cuya técnica de pipeteo es Normal. Se observa que

al seguir las instrucciones del fabricante se obtienen resultados dentro de especificaciones.

La Tabla 6.9 es un ejemplo de hoja de cilculo para determinar la inexactitud de una Pipeta
Automética marca “A”, calibrada mediante la técnica de pipeteo Reverso, en este caso se
.observa que los resultados obtenidos también se encuentran dentro de especificaciones, sin
embargo en la Tabla 6.10 se observa que para este caso en particular el pipeteo normal
(recomendado por el fabricante) es mas conveniente pues se obtienen resultados mds

exactos.

La Tabla 6.11 es un ejemplo de hoja de célculo para la determinacion de la inexactitud de

una Pipeta Automatica marca “B" probada mediante pipeteo Reverso.
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La Tabla 6.12 es un ejemplo de hoja de célculo para determinar la inexactitud de una

Pipeta Automitica marca “B" probada mediante pipeteo Normal,

En la Tabla 6.13 se presenta la comparacion de los resultados obtenidos con una Pipeta
Automatica marca “B” aplicando las técnicas de pipeteo Normal y Reverso. En este caso la
técnica recomendada por el fabricante es de pipeteo reverso, en la tabla se observa que al
aplicar esta técnica, la pipeta cumple con especificaciones, mientras que al aplicar la

técnica de pipeteo normal los resultados se encuentran fuera de especificaciones.

La Tabla 6.14 es un ejemplo de hoja de calculo para determinar la inexactitud de una

Pipeta Automitica marca “C” probada mediante pipeteo Normal.

Las Tablas 6.15 a 6.21 son ejemplos de hojas de célculo para determinar la inexactitud de
una Repipeteadora marca “A”". Los resultados muestran que este instrumento es bastante

confiable pues cumple con especificaciones en todos fos voliimenes probados.
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EJEMPLO OE HOJA DE CALCULO PARA DETERMINAR LA INEXACTITUD DE UN MATRAZ
VOLUMETRICO DE 100 ml.
AJUSTE DEL MENISCO A LA LINEA DE AFGRO.

A) USANDO LA FORMULA COMPLETA
DATOS

VARIABLES _ | LECTURAY | LECTURA 2 | LECTURAS | LECTURA 4
PESO MATRAZ 74,9668 74,9668 74,9668 74,9060
VACIO (Me) :{g)
PESO MATRAZ TTAB90 | 1746635 | 1746876 | 174,603
LLENO (Mb} :
TEMPERATURA 240 740 240 744
AMBIENTE : (/)
TEMPERATURA 2. 24 28 27
AGUA : {*C) .
PRESION 588 555 558 585
ATMOSFERICA:

e
ALFA . ,00001 0,00001 G,00001 ,00001
DENSIDAD PESAS: 800 800 8,00 800
DENSIDAD AJRE : | 0,0009009 | _0,0008081 | 0,0000081 | _G,0009001
DENSIDAOAGUA - | 0907748 | 0067677 | 0807881 | 0,007607
FACTOR Q 1,0000000_|_1,0000000_|_1,0000000__| _1,0000000
CALCULOS
O« e 00,8422 00587 | 56,6007 50,6974
FACTOR K . Q900070 | 0000078 | 0990988 | 0000073 | ESTADISTICOS:
FACTOR Z 1,003008078 | 1,003104490 | 1,002608271 | 1,00317104 | PROMEDIO (mi) | DESV, 81D,
V20 00.04402044 | 50,09808418 | 00 9082755 | 6006344302 9,98 0,
INEXACTITUD ;| 0,065070681 | 0,033918847 | 0016072454 | 0,046856182 0,04 0,
B) USANDO EL FACTOR Z
DATOS

VARIABLES | LECTURAY | LECTURAZ | LECTURA3 | LECTURA4
TEMPERATURA 240 2,0 20 2,0
CONSIOERADA:
{'c) o
FACTOR Z . 1,00302 3.00002 100302 100324
PESO MATRAZ 74,9908 74,0008 74,9068 749068
VACIO (Mo) : (g) —
PESO MATRAZ 17460 | 174866 | 1746878 | 1746342
LLENO (Mb) .
PRESIONATMOS. |~ 50 580 850 850
CONSIDERADA :

(mm Ho)
CALCILOS
; —_— EATADISTICOS!
M - Who ;. o422 | 006587 | 95007 90.6074__| PROMEDIO DESV, 810,
V0 0004311044 | 9096768373 | 9090176501 | 99,90022818 ) 001
INEXACTITUO ;| 0,066680668 | 0042338768 | 0,008234060 | 0,030774524 004 002

LIMITE ESPECIFICADQ (mL): £ 0.08



TABLA 62

COMPARACION DE LA INEXACTITUD DE MATRACES VOLUMETRICOS DE 100 mL
USANDO LAS TRES DIFERENTES FORMAS DE AFORO.

AR FORMA OE AFORO .
] AUALINEA DE AFORO AL CENTRO OE LA ELPSE AL ESTRANGULAMIENTO

No. VOLUMEN | INEXACTITUD | CONFORMIDAD CON | VOLUMEN | INEXACTITUD [CONFORMIDAD CON] VOLUMEN INEXACTITUD CONFORMIDAD CON
MATRAZ | PROMEDIO LA ESPECIFICACION | PROMEDIO LA ESPECIFICACION] PROMEDIO LA ESPECIFICACION

— .96 004 CUMPLE 9,94 3 CUMPLI 9683 0.17 NG CUMPLE

2 w2 0,08 CUMPL a2 08 CuMPLI 90,81 19 NO CUMPLE

E 100,00 00 CUMPL 1000 ,00 CUMPLI $6.66 14 NO CUMPLE

0 100,05 0,05 CUNPL] 97 o3 CUMPLL 9594 06 CUMPLE
5 9995 0,06 COMPL =g 0,05 CUMPLE 99,85 0,15 NO CUMPLE

UMITE ESPECIFICADO (ml): ¢ 0,08

VOLUMEN PROMEDIO OBTENIDO A PARTIR DE CUATRO DETERMINACIONES.
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TADLA 6.3
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COMPARACION DE LA INEXACTITUD DE MATRACES VOLUMETRICOS DE 100 mi.
CON AJUSTE DEL MENISCO A LA LINEA DE AFORO,
USANDO LAS DIFERENTES FORMAS DE CALCULO.

FORMA DE CALGULO
‘ USANDO LA FORMULA COMPLETA USANDO EL FACTOR “I"
No.MATRAZ | VOLUMEN | WRJACTITUD | COWPORMIOAD | ~VOLUWEN | WINACTITUD | CONFORMIOAD
PROMEDIO (mL) CON PROMEDIO (mt) oM

{me SSPECIFICACION LY) RSPECIICACION |

%90 504 CUMPL %096 ) CUMPLE
%092 0,08 CUMPL %02 0,08 CUMPLE__|
100,00 0,00 CUNPL 100,01 20 CUMPLE |
4 100,05 006 CUMP 100,08 0,08 CUMPLE |

5 1 0,05 CUMBL 0,08 0,04 CUMPLE

LIMITE ESPECIFICADO (mL): £0,08
VOLUMEN PROMEDIO OBTENIDO A PARTIR DE CUATRD DETERMINACIONES.

TARBLA ¢4

COMPARACION DE LA INEXACTITUD DE MATRACES VOLUMETRICOS DE 0 mi.
CON AJUSTE DEL MENISCO A LA LINEA DE AFORO,
USANDO LAS DIFERENTES FORMAS DE CALCULO

FORMA OE CALCULO
mconnnu UBANDO EL FACTON "
No. MATRAZ [ VOLUGSN TITUO | GONPORMIGAD | VOLUMEN | INRXAGTITUO
Pﬂm! (ul CON ESPECIMCACION ey () CON

7 %08 0,04 CUMPLE ') 004 CUMPLE

2 % 501 CUMPLE ) 0,01 CUMPLE |
3 2,00 0.06 CUMPLE 096 0,06 CUMPLE
[ 1) 0.08 CUMPLE %96 0.06 CUMPLE
5 R0 004 CUMPLE 40,96 0,04 CUMPLE

LIMITE ESPECIFICADO (mL): ¢ 0.06
VOLUMEN PROMEDIO OBTENIDO A PARTIR DE CINCO DETERMINACIONES.



TABLA 4.5

COMPARACION DE LA INEXACTITUD DE MATRACES VOLUMETRICOS DE 26 mi.
CON AJUSTE DEL MENISCO A LA LINEA OE AFORG,
USANDO LAS DIFERENTES FORMAS DE CALCULO.

FORMA DE CALCULO

USANDO LA FORMULA COMPLETA USANOG EL FACTOR *Z°
0. MATRAZ | VOLUMEN | INEXACTITUD CONFORMIDAD VOLUMEN INEXACTITUO CONFORMIOAD
PROMEDO (L) COM ESPECIFICACION | PROMEINO {m) CON

{mt {mt) EIPECIICACION
] 2490 901 CUMPLE 24,90 001 GUMPLE
2 28,00 0,00 CUMPLE 25.00 0,00 GUMPLE
3 245 0,01 CUMPLE ) .01 CUMPLE
3 74,08 0,04 NO CUMPLE 2496 0.04 NO CUMPLE
] 2490 001 CUMPLE 7450 0,01 CUMPLE

LIMITE ESPECIFICADO (mL): ¢ 0.0
VOLUMEN PROMEDIO OBTENIDO A PARYIR DE CINCO DETERMINACIONES,

TABLA ¢4

COMPARACION DE LA INEXACTITUD DE MATRACES VOLUMETRICOS OE 10 mi.
CON AJUSTE DEL MEMNISCO A LA LINEA DE AFORO,
USANDO LAS DIFERENTES FORMAS DE CALCULO.

FORMA DE CALCULO : ‘
USANDO LA FORMULA COMPLETA USANOO EL FACTOR 2"
No. MATRAZ VOLUMEN INEXACTITUD CONPORMIDAD VOLUMEN INEXACTITUD | CONPORMIDAD
PROMEDIO, {ml) CON PROMEDIO {ml) CON
(mé} ESPECICACION (mt) EAPICIACACION |
1] 01 CUMPL Y] 01 CUNPLE__ |
0 00 CUMPL 00 00 CUMPL
00 o CUMPL 00 00 CUMPY
() 00 CUMPL 00 0,00 CUMPL
s ] 001 CUMPL] 01 0,01 CUMPL

LIMTE ESPECIFICADO (mL): ¢ 0.02
VOLUMEN PROMEDIO OBTENIDO A PARTIR DE CINCO DETERMINACIONES.



TABLA &7

COMPARACION DE LA INEXACTITUD DE MATRACES VOLUMETRICOS DE § mil.

CON AJUSTE DEL MENISCO A LA LINEA DE AFORO,
UBANDO LAS DIFERENTES FORMAS DE CALCULO,

»n

FORMA DE CALCULO

USANDO LA FORMULA COMPLETA USANDO EL FACTOR “Z*
Ho. MATRAZ | VOLUMEN | INDXACTITUD | CONFORMOAD VOLUMEN' | INIXACTITUD | CONFORMIGAD
PROMEDIO (mL) CON PROMEDIO i) COM
gt RAPECIICACION {mi] ESPRCINCACION
.00 0,00 CUMPL ,00 0,00 CUMPL
2 0 00 CUMPL 0 400 CUMPLI
3 0 0,0 CUMPL 0 00 CUMPL
4 9 00 CUMPL 0 X CUMPLI
5 0 00 CUMPL 0 -0/ CUMPL

LIMITE ESPECIFICADO (mL) : 2 0.02
VOLUMEN PROMEDIO OBTENIDO A PARTIR DE CINCO DETERMINACIONES.
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TABLA S8

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA INEXACTITUD DE
UNA PWPETA AUTOMATICA MARCA “A" DE VOLUMEN FLIO

TECNICA DE PIPETEC: NORMAL
TEMPERATURADELAGUA:  224°C FACTORZ: 10002
VOLUMEN DE PRUEBA; 10000 mL
Wo. LEGTURA: PE80 DE AGUA ENTREGADA
|
0000
9048
3 9077
4 %00
5048
9008
9068
)
9083
9673
0,0883
09070
9678
y )
; 9961
WE Ol
DEBV. 8TD. 0018
CV.(N" (X7)
VOLUMEN fmi) L)
ERROR (%)~ 404
LIMITE ESPECIFICADO: PRECISION : <02%

EXACTITUD: £08%

* PRECISION EXPRESADA COMO COEFICIENTE DE VARIACION (% C.V.)
** EXACTITUD EXPRESADA COMO % DE ERROR

DICTAMEN:  CUMPLE CON ESPECIFICACIONES
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TABLA 6.9

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA INEXACTTTUD DE
UNA PIPETA AUTOMATICA MARCA “A” DE VOLUMEN FLIO

TECNICA DE PIPETEO: REVERSQ
TEMPERATURA DEL AGUA: 20'¢C FACTORZ: 100302
VOLUMEN DE PRUEBA: 1.0000_mi,
No. LECTURA: PESO DE AGUA ENTREGADA
0014
0008
3 0004
4 0008
s 0011
[ 0008
0017
0020
0003
0014
,0010
0001
0000
4 0018
g 0023
MEDIA 0011
DESV. 8TD. 0008 _
CV.M%)" 0,00
VOLUMEN {mi } 1,0041
ERROR (%) = 041
LIMITE ESPECIFICADO: PRECISION : «02%

EXACTITUD: $08%
*  PRECISION EXPRESADA COMO COEFICIENTE DE VARIACION (% C.V.)
* EXACTITUD EXPRESADA COMO % DE ERROR

DICTAMEN:  CUMPLE CON ESPECIFICACIONER



TABLA .10

COMPARACION DE LA INEXACTITUD DE UNA PIPETA AUTOMATICA MARCA “A” DE VOLUMEN FLIO
USANDO LAS DOS DIFERENTES TECNICAS DE PIPETEO.

TEGNIGA OE PWETEQ
NORMAL REVERSO
No. PAUEBA | VOLUMEN | INBXACTITUO | CONFORMNOAD | VOLUMEN | INEXACTITUD | CONFORMIDAD
AlUSTADO %) con ANUSTADO % COM
{(mi) ESPECIICACION {mk) _ESPECIFICACKN |
1 0.9008 004 CUMPLE 1,0041 A0 CUMPLE
7 710003 002 CUMPLE 770546 048 CUMPLE
3 0,006 %6 CUNPLE 7,004 040 CUMPLE
3 6] 0 CUMPLE 170050 050 CUMPLE

LIMITE ESPECIFICADO (%) : 2 0.8
VOLUMEN PROMEDIO OBTENIDO A PARTIR DEE QUINCE DETERMINACIONES,
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TABLA ¢.11

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA INEXAGTITUD DE
UNA PIPETA AUTOMATICA MARCA *8" DE VOLUMEN VARIASLE

TECNICA DE PIPETEO: REVERSQ
TEMPERATURA DEL AGUA: 200 FACTORZ: 1.00262
VOLUMEN DE PRUEBA: 1,0000 ml,

No. LECTURA: PESO DE AGUA ENTREGADA
g
9083
9687
9630
4 9088
s 9060
. ) 9047
7 9633
0040
9637
9950
038
9064
%4
4 9037
18 9930
MEDIA 9048
O2SV. 870" 0,002
CV.(W) 0,1813_
VOLUMEN fml) 0.0078
ERROR jmi) = 9,002
LIMITE ESPECIFICADO: PRECISION :<0,0028 ml.

EXACTITUD ; < 0,008 mL

* PRECISION EXPRESADA COMO DESVIACION ESTANDAR
** EXACTITUD EXPRESADA COMO ERROR

DICTAMEN:  CUMPLE CON ESPECIFICACIONES
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TABLA 8.12

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA INEXACTITUD DE
UNA PIPETA AUTOMATICA MARCA “B" DE VOLUMEN VARIABLE

TECNICA DE PPETEQ: NORMAL
TEMPERATURA DEL AGUA:  20.0°C. FACTOR Z: 10002
VOLUMEN DE PRUEBA; 10000 ml,
No, LECTURA: PESO DE AGUA ENTREGADA
(sl
0,985
9008
5604
r 981
9878
9982
)
9078
9087
9857
)
9841
9043
5 9086
—ViEDl 59008
DESV. 810", 1
CV.(%) 0,191%
‘ VOLUMEN gvij [ )
ERROR > 0,091
LIMITE ESPECIFICADO: PRECISION © <0,0026 mi.

EXACTITUD ! < 0,008 mi.

> PRECISION EXPRESADA COMO DESVIACION ESTANDAR
v EXACTITUD EXPRESADA COMO ERROR

DICTAMEN:  NO CUMPLE CON ESPECIFICACIONES
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TABLA §.13

COMPARACION DE LA INEXACTITUD DE UNA PIPETA AUTOMATICA MARCA “8*
USANDO LAS DOS DIFERENTES TECNICAS DE PIPETEO.

CNICA DE PPETEQ
NORMAL REVER!
No. PRUEBA |~ VOLUMEN | INEXACTITUD | CONPORMIOAD CON | VOLUMEN | WNIDUGTITUO | CONRORMIOAD

ANSTADO (mb) BIPICINCACION | ANSTADO () coN
_mt} e {mi} ESPECHICACION

09604 0,0108 O CUMPL! 0,9078 0,0028 CUMPL

9608 0,002 0 CUMPL 9960 0,0008 CUMPL|

0006 0,0108 0 CUMPL 90688 0,0015 CUMPL

4 9801 00100 NO CUMPL 9973 00027 CUMPL

LIMITE ESPECIFICADO (mL): 2 0,008
VOLUMEN PROMEDIO OBTENIDO A PARTIR DE QUINCE DETERMINACIONES
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TABLA .14

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA INEXACTITUD DiE
UNA PIPETA AUTOMATICA MARCA *C" DE VOLUMEN VARIABLE
TECNICA DE PIPETEO: NORMAL
TEMPERATURA DELAGUA: 210°C FACTORZ 10081

VOLUMEN DE PRUEBA: 0.5000 mi,

No. LECTURA: PESO DE AGUA ENTREGADA

{a)

1 0,478

2 0,4084

3 0,4000

4 0,4072

5 0,4000

[ 0,408

7 0,4082

8 04673

[] 0,4084

10 0,477

1t 0,480

12 0,471

13 0,4000

14 0,408

15 0.4078
MEDIA 04381
ERROR 0,002

LIMITE ESPECIFICADO: EXACTITUD : 0,406 - 0,505 9

DICTAMEN: CUMPLE CON ESPECIFICACIONES



TABLA 8.18

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA INEXACTTTUD

DE UNA REPIPETEADORA MARCA *A"

VOLUMEN DE LA PUNTA: oml

AJUSTE DEL CONTROL: 1

TEMPERATURA DEL AGUA: 20% FACTORZ:
VOLUMEN DE PRUEBA: 10000 mk

No, LECTURA; PESO DE AGUA ECADA
P A 5061
9007
9002
4 9008
. 9073
09070
00008
3 09988
] 0.00688
10 A
)
0008
9084
4 | 9683
) i)
WO 0908
DESV. STD. 00012
cV. ;)" X1}
[ VOLUMEN i) iwe
[ enmomou) Y
LIMITE ESPECIFICADO: PRECISION : 205%

EXACTITUD $1,0%

* PRECISION EXPRESADA COMO COEFICIENTE DE VARIACION (% C.V.)
** EXACTITUD EXPRESADA COMO % DE ERROR

DICTAMEN: CUMPLE CON ESPECIFICACIONES

100202
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TABLA 8.1¢

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULO PARA LA DETERMINAGION DE LA INEXACTITUD
DE UNA REPIPETEADORA MARCA *A”

VOLUMEN DE LA PUNTA: mh

AJUSTE DEL CONTROL: 2

TEMPERATURA DEL AGUA: 190 FACTORZ: 1.00281
VOLUMEN DE PRUESA: 20000 mi,

No. LECTURA: PESODE AGUA ENTREGADA (3]
S070
9068
9088
4 014
9064
)
9063
9064
962
9051
9008
9890
9607
Y 0000
s )
MEDIA 9083
DESV. STD. 0082
CN.(4° 0,108
VOLUMEN 2,000
ERROR (%) ~ 004
LIMITE ESPECIFICADO: PRECISION : £05%

EXACTITUD : 210%

* PRECISION EXPRESADA COMO COEFICIENTE DE VARIACION (% C.V.)
* EXACTITUD EXPRESADA COMO % DE ERROR

DICTAMEN:  CUMPLE GON ESPECIFICACIONES
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TALA §.17

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA IEXACTITUD
DE UNA REPIPETEADORA MARCA "A®

VOLUMEN DE LA PUNTA: 5m
AJUSTE DEL CONTROL: 3
TEMPERATURA DEL AGUA: 9 FACTORZ: 100001
VOLUMEN DE PRUERA: 30000 _mh
No. LECTURA! PESO DE AGUA ENTREGADA {g)
9002
8012
0002
4 0042
9003
9600
9678
9900
0068
9010
9064
9008
E 9076
14 0068
18 9637
MEDIA 9643
DESV, S70. 0034
cV.(%° (X1}
VOLUMEN 3,0028
ERROR (%)~ 9,08
LIMITE ESPECIFICADO: PRECISION : $05%

EXACTITUD : £10%

¢ PRECISION EXPRESADA COMO COEFICIENTE DE VARIACION (% C.V.)
* EXACTITUD EXPRESADA COMO % DE ERROR

DICTAMEN: CUMPLE CON ESPECIFICACIONES



TABLA .18

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA INEXACTITUD
DE UNA REPWETEADORA MARCA “A*

VOLUMEN DE LA PUNTA: 50ml
AJUSTE DEL CONTROL: 4
TEMPERATURA DEL AGUA: 20°C FACTORZ: 1.00262
VOLUMEN DE PRUEBA: 40000 k.
No. LECTURA: PESO DE AGUA ENTREGADA {g)
9087
3 9908
, 9000
4 0004
0018
,0027
9638
] 9086
] , 9008
10 908
0004
9018
, 961
4 4,0008
15 3,9600
MEDIA 39648
DESV. STD. 0,003
T CV.M)° (XD
VOLUMEN ¢mi) 4,0081
£ [WJhed 0,13
LIMITE ESPECIFICADO: PRECISION : 205%

EXACTITUD : £1,0%

*  PRECISION EXPRESADA COMO COEFICIENTE DE VARIACION (% C.V.)
**  EXACTITUD EXPRESADA COMO % DE ERROR

DICTAMEN: CUMPLE CON ESPECIFICACIONES
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TABLA S

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA INEXACTITUD

DE UNA REPIPETEADORA MARCA “A®

VOLUMEN DE LA PUNTA: ml

AJUSTE DEL CONTROL: 5

TEMPERATURA DEL AGUA: 08 FACTORZ
VOLUMEN DE PRUEBA: 50000 mi

o, LEGTURA: PESO OF AGUA ENTREGADA (g}

T

24,9958

49620
4 49041
4,980

%78

4.9608

] 45648

] 45044

10 49683
4WTT

49698

40008
4 49041
) 2%10
_MEDIA 49062
DESV_STD. 00022

cy. 8" oM
VOLUMEN i) ()
ERROR (%) ~ [Xii
LIMITE ESPECIFICADO: PRECISION : £05%

EXACTITUD : 3$1,0%

* PRECISION EXPRESADA COMO COEFICIENTE DE VARIACION (% C.V)
** EXACTITUO EXPRESAOA COMO % DE ERROR

DICTAMEN: CUMPLE COM ESPRCIFICACIONER

100202
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TABLA 820

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA INEXAGTITUD
DE UNA REPMPETEADORA MARCA “A"

VOLUMEN DE LA PUNTA: $mi,
AJUSTE DEL CONTROL: H
TEMPERATURA DEL AGUA: 08°C FACTORZ: 100282

VOLUMEN DE PRUERA: 05000 _ml

No. LECTURA: PESO DE AGUA ENTREGADA (g)
4962
4970
4064
4981
4088
072
ADET
471
[ 4074
0 4066
4368
0, 4908
A0
4 4074
L 4074
MEDIA 4008
DESV. STD.
cV.%)° (X5
VOLUMEN {mi) 0,4078
ERROR (%} DA3
LIMITE ESPECIFICADO: PRECISION : $05%

EXACTITUD : 21,0%

¢ PRECISION EXPRESADA COMO COEFICIENTE DE VARIACION (% C.V,)
* EXACTITUD EXPRESADA COMO % DE ERROR

DICTAMEN: CUMPLE CON ESPECIFICACIONES



TABLA G2

EJEMPLO DE UNA HOJA DE CALCULQ PARA LA DETERMINACION DE LA INEXACTITUD
DE UNA REPIPETEADORA MARCA “A"

VOLUMEN DE LA PUNTA: 12.5mb
AJUSTE DEL CONTROL: 2
TEMPERATURA DEL AGUA: 197.°C FACTOR 2: 1,00262
VOLUMEN DE PRUEBA: 05000 _mi,
No. LECTURA: PESO DE AGUA ENTREGADA (g] ]
0,4932
0,4998
0,4974
4 00,4999
0,4977
0,4976
0,499
0,497%
] 0,4984
0,454
0,4983
0,4984
0,4983
4 0,49768
] 0,4984
MEDIA 0,4078
DESV. STD. 0,0018
CV.(%)° 0,38
VOLUMEN {mi) 04991
ERROR (%} 0,10
LIMITE ESPECIFICADO: PRECISION : £05A02%

EXACTITUD : 207 %

* PRECISION EXPRESADA COMO COEFICIENTE DE VARIACION (% C.V.)
" EXACTITUD EXPRESADA COMO % DE ERROR

DICTAMEN: CUMPLE CON ESPECIFICACIONES
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Se describio el Procedimiento Estandar de Qperacion para Uso y Calibracion de

Matraces Volumétricos y Pipetas Autométicas.

Se realizo un estudio comparativo de las especificaciones establecidas por la USP,
NBS, ASTM, NORMA MEXICANA, encontrandose que hay concardancia entre

ellas.

Se determind con base en log resultados obtenidos que el método de ajuste del
punto mas bajo del menisco a la cara superior de ia linea de aforo ¢s el mas sencillo,
exacto y preciso. Mientras que el método de fijacion del menisco a la mitad del
plano de la linea de aforo (centro de Ia elipse) es un método dificil de aplicar pues
se trabaja sobre un plano imaginario y requiere de mucha préctica, por lo que no es
conveniente su uso. Finalmente se encontré que con ¢l método de ajuste dei
estrangulamiento a la linea de aforo se obtienen volumenes por debajo de lo
especificado, ademds de ser un método que no aparece documentado en normasg

especificas de calibracion de material volumétrico.

Se calcul6 el volumen de matraces volumétricos de diferentes capacidades mediante
la aplicacion de dos técnicas, en fa primera se consideraron los diferentes factores
ambientales obtenidos de tablas, en la segunda se considerd el factor “2”

equivalente a todos los factores de Ia primera técnica y se obsesvo que no hay



n

diferencia significativa en el volumen obtenido por una u otra técnica, por lo que se
recomienda calcular ¢l volumen empleando el factor "z", pues es mas sencilla y

répida su aplicacion.

Se realizd un estudio de las especificaciones de algunas marcas de pipetas
autométicas, las cuales son muy semejantes entre si, aun cuando cada fabricante
maneja sus tolerancias de acuerdo a las caracteristicas del instrumento y a la técnica
de pipeteo recomendada. Asi mismo se observd que las especificaciones para
pipetas volumétricas de vidrio y automaticas son muy similares por lo que es

equiparable su uso.

Se ‘probaron las técnicas de pipeteo reverso y normal recomendadas por los
fabricantes de pipetas automaticas. De los resultados obtenidos se desprende que es
importante seguir las indicaciones del fabricante para cada marca en particular,
pues la técnica de pipeteo es determinante para el cumplimiento de las

especificaciones, o la obtencion de resultados con mayor exactitud.

Finalmente se probo la exactitud de una Repipeteadora, encontrindose que dichio
instrumento tiene la capacidad de dosificar volimenes exactos, con la ventaja de

poder hacerlo con una sola carga de liquido.
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ANEXO t

HOJA DE CALIBRACION DE MATERIAL VOLUMETRICO,
(MATRACES VOLUMETRICOS)

FECHA: o

FOLIO:

NOMBRE DEL MATERIAL :
CAPACIDAD :
CLASE :
MARCA
NUMERO DE IDENTIFICACION :

PROCEDIMIENTO :
AGUA PURIFICADA LOTE No. :

MATERIAL DE BALANZA TERMOMETRO HIGROTERMOMETRO
REFERENCIA

CLAVE DEL
INSTRUMENTO

VIGENCIA DE
CALIBRACION

RESULTADOS OBTENIDOS:

TEMPERATURA AMBIENTE: °C
HUMEDAD RELATIVA! %HR.

LECTURA1 | LECTURA2 LECTURA 3 LECTURA 4

PESO RECIPIENTE
VAcloMe @

PESO RECIPIENTE
LLENO -

TEMPERATURA AGUA

OBSERVACIONES :

REALIZO: - V0.B0.:
(NOMBRE Y FIRMA) (NOMBRE Y FIRMA)
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ANEXO2

HOJA DE CALIBRACION DE PIPETAS AUTOMATICAS CON UN VOLUMEN
DE PRUEBA

FECHA:

FOLIO: ~
NOMBRE DEL MATERIAL :

MARCA

INTERVALO DE MEDICION

CLAVE :

PROCEDIMIENTO :
AGUA PURIFICADA LOTE No. :

MATERIAL DE BALANZA TERMOMETRO | HIGROTERMOMETRO
REFERENCIA
CLAVE DEL
INSTRUMENTO
VIGENCIA DE
CALIBRACION

RESULTADOS OBTENIDOS:

TEMPERATURA AMBIENTE: °C
HUMEDAD RELATIVA: % HR.

DETERMINACION | PESO AGUA | TEMPERATURA ] DETERMINACION | PESOAGUA | TEMPERATURA
Na DESCARGADA AGUA Ne: DRSCARGADA AGUA
@ 00 w 00

1 9

2 —

3 1l

4 12

5 13

6 14

7 15

8

OBSERVACIONES :
REALIZO: Vo.Bo.:

(NOMBRE Y FIRMA) (NOMBRE Y FIRMA)



ANEXO 3
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HOJA DE CALIBRACION DE PIPETAS AUTOMATICAS CON DOS VOLUMENES DE

PRUEBA
FECHA: R
FOLIO:
NOMBRE DEL. MATERIAL :
MARCA : !
INTERVALO DE MEDICION :
CLAVE
PROCEDIMIENTO :
AGUA PURIFICADA LOTE No. :
MATERIAL DE BALANZA TERMOMETRO HIGROTERMOMETRO
REFERENCIA
CLAVE DEL
INSTRUMENTO
VIGENCIA DE
CALIBRACION
VOLUMEN DE PRUEBA ALTO: VOLUMEN DE PRUEBA BAJO:
RESULTADOS OBTENIDOS:
TEMPERATURA AMBIENTE: °C
HUMEDAD RELATIVA:; % HR.
DETERMINACION| PESOAGUA | TEMPERATURA [[DETERMINACION | PESOAGUA | TEMPERATURA
No. DESCARGADA | "~ AGUA Ne: DESCARGADA AGUA
{l% B 1 (NK £c
1 : Vaao |Vato | Vaao |Vao i 5 Viuo | Varro §Veao | Varro
2 “ 10
3 || Y
4 | 12
5 " 13
6 14
7 " 15
8
OBSERVACIONES :
REALIZO: Vo.Bo.:
(NOMBRE Y FIRMA) (NOMBRE Y FIRMA)
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