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RESUMEN

El presente trabajo se realizd con el objetivo principal de validar un metodo analitico para la
determinacion de hierro y bromo en agua de consumo humano, mediante espectrofotometria visible
(espectrofotdbmetro Orion AquaMate), en un laboratorio fisicoquimico de aguas, se hizo
indispensable llevar a cabo la validacion de este procedimiento con el fin de presentar su
adecuacion con el propésito, de que el laboratorio pueda adquirir la validacion de esta metodologia

para que, futuros resultados tengan validez al ser publicados.

Posteriormente se comprobo que los resultados obtenidos  cumplieran con los criterios de
validacién dados por el standard methods, control de calidad analitica establecidos por el
laboratorio y cumplimiento de la guia de validacion del Organismo Salvadorefio de Acreditacion
(OSA) en el Sistema de Gestion de Calidad G 9.6 Validacion de Métodos Analiticos

Fisicoguimicos Version 2.

La validacion del método de determinacion de hierro (método de la fenantrolina) y bromo (método
DPD). en agua de consumo humano por espectroscopia visible (Orion AquaMate), en un
laboratorio fisicoquimico de agua es un paso crucial para garantizar la fiabilidad y precision de los
resultados obtenidos. EI Organismo Salvadorefio de Acreditacion, OSA establece los requisitos
generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion, incluyendo la validacién

de métodos de analisis.

En este caso, la validacion del método de determinacion de hierro y bromo en agua de consumo
humano implica la verificacion de pardmetros como la selectividad, linealidad, precision, exactitud,
limite de cuantificacion y linealidad. La selectividad del método asegura que los resultados
obtenidos sean especificos para el hierro y el bromo, sin interferencias de otros componentes
presentes en el agua. La linealidad del método establece la relacion entre la concentracion de los

analitos y la respuesta del detector, para garantizar la proporcionalidad de los resultados.

La precision del método se evalla mediante la repetibilidad de los resultados obtenidos en
diferentes condiciones de andlisis. La exactitud del método se determina comparando los resultados
obtenidos con valores de referencia conocidos, para verificar que los resultados sean cercanos al
valor verdadero. Los limites cuantificacion del método establecen la sensibilidad y capacidad de

detectar concentraciones bajas de hierro y bromo en el agua.
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1.0 INTRODUCCION

El agua es un recurso natural de utilidad publica y gestion social, vulnerable y escaso, que debe ser
protegido en su ecosistema, de multiples usos, los cuales ante su escasez deben ser priorizados y
utilizados racional y eficazmente, indispensable para la supervivencia humana y del planeta. El
estado y la ley deben garantizar el acceso equitativo y de calidad a toda la poblacion, su gestion
debe ser integral e integrada y de responsabilidad compartida entre las diversas contrapartes

publicas y privadas implicadas en su conservacion, distribucion y consumo.

En la problemética de conservacion y disponibilidad de agua de buena calidad convergen diferentes
causas: unas comunes en cualquier lugar del planeta y otras derivadas de la situacion politica,
econdmica y social del pais. Entre las primeras se debe mencionar el aumento en la poblacion y en
la produccién y consumo de bienes y en general del aumento de la actividad antropica, todo lo cual
incrementa la demanda del recurso y genera mayor cantidad de residuos, provocando asi deterioro

de la calidad y agotamiento de los recursos hidricos.

Ante esta necesidad era importante que en el Laboratorio Fisicoquimico de Aguas, se validaran los
métodos analiticos para la determinacion de hierro y bromo presentes en el agua de consumo
humano, mediante la técnica de espectroscopia visible, proporcionando valores confiables de
concentracion en las muestras procesadas, es decir, se validd la aptitud del método estimando los
resultados de un modo que es ampliamente reconocido, internamente consistente y facil de
interpretar, porque es un requisito importante en la practica de los analisis quimicos la validacion
se realizo, considerando que el laboratorio presta servicios a la comunidad, ofertando diferentes
analisis fisicoquimicos, proporcionando resultados de calidad con procesos eficientes y confiables,

bajo los requisitos establecidos por el Organismo Salvadorefio de Acreditacion, OSA.

Xl
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2.0 OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Validar el método para la determinacion de hierro y bromo en agua de consumo humano, por

espectroscopia visible, en un laboratorio fisicoquimico de aguas.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1 Elaborar un protocolo de validacion para la determinacién de hierro y bromo en agua de

consumo humano, utilizando espectroscopia visible.

2.2.2 Presentar los informes de validacion para las determinaciones de hierro y bromo en agua
de consumo humano conforme a los requisitos establecidos por la guia de validacion del
Organismo Salvadorefio de Acreditacion (OSA), G9.6 Validacion de Métodos Analiticos

Fisicoguimicos Versién 2

2.2.3 Verificar que los resultados de los parametros evaluados, cumplen con las

especificaciones establecidas en la guia de validacion de OSA
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3.0 MARCO TEORICO
3.1 Agua
Generalidades

El agua es uno de los principales componentes del planeta tierra; alrededor del 98%, corresponde
a agua salada que se encuentra en mares y océanos, el agua dulce que poseemos en un 69%
corresponde a agua atrapada en glaciares y nieves, un 30% esté constituida por aguas subterraneas
y una cantidad no superior al 0,7% se encuentra en forma de rios y lagos. El agua es una molécula

simple y extrafia, puede ser considerada como el liquido de la vida. .

Es la sustancia mas abundante en la biosfera, donde la encontramos en sus tres estados y es ademas
el componente mayoritario de los seres vivos, pues entre el 65y el 95% del peso de la mayor parte

de las formas vivas es agua.l

El agua es sumamente abundante en nuestro planeta, y dado que es el solvente universal, a menudo
contiene numerosos elementos y sustancias disueltas en ella, que pueden ser detectadas a simple
vista y modifican su sabor, color y olor, representando asi un peligro potencial para el cuerpo

humano.>?

El agua es un liquido transparente insipido e inodoro que resulta de la combinacion de dos
moléculas de hidrdgeno por una de oxigeno, su formula es H20, con un punto de congelacién de
0° y su punto de ebullicion de 100°C. El agua alcanza su densidad méaxima a una temperatura de
4°C igual a 1g/mL.12

El agua es uno de los agentes ionizantes mas conocidos. Puesto que todas las sustancias son de
alguna manera solubles en agua, se le conoce frecuentemente como el disolvente universal. El agua
se combina con ciertas sales para formar hidratos, reacciona con los 6xidos de los metales formando

acidos y bases; y actGia como catalizador en muchas reacciones quimicas importantes.3

El agua es la Unica sustancia que existe a temperaturas ordinarias en los tres estados de la materia,
0 sea, sOlido, liquido y gas. Como solido o hielo se encuentra en los glaciares y los casquetes
polares, asi como en las superficies de agua en invierno; también en forma de nieve, granizo y
escarcha, y en las nubes formadas por cristales de hielo. Existe en estado liquido en las nubes de

lluvia formadas por gotas de agua, y en forma de rocio en la vegetacion. Ademas, cubre las tres
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cuartas partes de la superficie terrestre en forma de pantanos, lagos, rios, mares y océanos. Como

gas, 0 vapor de agua, existe en forma de niebla, vapor y nubes.?
3.2 Hierro
Generalidades

El hierro es un elemento quimico de nimero atdmico 26, se encuentra situado en el grupo 8, periodo
4 de la tabla periddica, su simbolo es Fe y su masa atdmica es de 55,847 u. Es el cuarto elemento
mas abundante sobre la corteza terrestre (6,22%); en suelos su concentracion varia entre 0,5 a 4,3%;
en aguas superficiales en promedio se encuentra sobre 0,7 mg/L y en aguas subterraneas de 0,1 a

10 mg/L; en forma se puede encontrar generalmente en rocas y minerales como Fet? y Fe*3 1.2

La presencia de hierro en el agua se produce de forma natural, ya que es un elemento comuin en la
superficie de latierray llega al agua subterranea a medida que esta se filtra en el suelo. Su presencia
también puede estar relacionada con la corrosion en las tuberias y tanques de almacenamiento de
metal que contienen este elemento. La corrosion puede arrancar y disolver el hierro de superficies
de acero, y este hierro libre puede depositarse en superficies de otros puntos del sistema de

distribucion del agua en los que origina nuevos focos de corrosion. .3

Las concentraciones de este metal presentes en el agua, por lo general, no presentan un peligro para
la salud. Sin embargo, el hierro puede modificar negativamente el sabor del agua y generar
manchas color marrén rojizo en la ropa, platos, utensilios, vasos, lavaplatos o accesorios de

plomeria. .3
3.2.1 Problemas causados por la presencia del hierro en el agua 2

Desde el punto de vista fisiologico el hierro es un oligoelemento que juega un papel fundamental
en la vida, elemento indispensable para nuestra nutricién pues un numero importante de proteinas
lo contienen, por ejemplo, la hemoglobina, los citocromos y numerosas enzimas de Oxido-

reduccion.

En las aguas subterraneas anaerobias puede haber concentraciones de hierro ferroso de hasta varios
miligramos por litro sin que se manifieste alteracion alguna del color ni turbidez al bombearla

directamente desde un pozo. Sin embargo, al entrar en contacto con la atmdsfera, el hierro ferroso



se oxida a férrico, tifiendo el agua de un color marrén rojizo no deseable. El hierro también
potencia la proliferacién de bacterias ferruginosas, que obtienen su energia de la oxidacion del

hierro ferroso a férrico y que, en su actividad, depositan una capa viscosa en las tuberias.

En el agua potable el hierro, se presenta por corrosion de las tuberias de distribucion de aguas, en
estos fendmenos intervienen las bacterias férricas la cuales propician la aparicién de ciertas

caracteristicas en el agua como:

— Sabor metalico.
— Color marron rojizo.
— Turbidez.

— Manchas en la ropa lavada y en artefactos sanitarios.

La ingestidn de grandes cantidades de hierro provoca hemocromatosis, enfermedad caracterizada
por lesiones reversibles de diversa gravedad en varios tejidos, mientras que la deficiencia de hierro
puede provocar enfermedades como la anemia, lo que convierte al hierro en un elemento

indispensable para la salud en cantidades apropiadas.
3.2.2 Método de la fenantrolina 2

El Método de Fenantrolina consiste en dar un tratamiento a la muestra el cual reduce al hierro a
estado ferroso, por ebullicion con &cido clorhidrico e hidroxilaminay se trata con 1,10-fenantrolina,
hasta obtener un pH entre 3.2 a 3.3 dando la formacion de un complejo rojo-naranja, siendo este
un quelato de tres moléculas de fenantrolina por cada atomo de hierro ferroso; la solucién coloreada

obedece a la ley de Beer.

3.3Bromo *
Generalidades

El bromo es un elemento no metalico que pertenece al grupo de los halégenos, grupo 17 (VIIA) de
la tabla periddica. Su simbolo quimico es el Br. Se presenta como una molécula diatdmica, cuyos

atomos estan unidos por un enlace covalente, por lo que se le asigna la formula molecular Br2.
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A diferencia del fltor y el cloro, el bromo en condiciones terrestres no es un gas sino un liquido
marrén rojizo (imagen superior). Es fumante, y es, junto con el mercurio, los Unicos elementos
liquidos. Por debajo de él, el yodo, si bien se intensifica su color y se torna morado, puede cristalizar

en un sélido volatil.

El bromo es el 62° elemento mas abundante de la Tierra, encontrdndose distribuido en bajas
concentraciones por la corteza terrestre. En el mar, la concentracién promedio es de 65 ppm. El

cuerpo humano contiene un 0,0004% de bromo, desconociéndose aun su funcion.
3.3.1 Problemas causados por la presencia de bromo en agua

El bromo es un quimico que puede estar presente en el agua, ya sea de forma natural o como
resultado de la desinfeccidn del agua. Aunque se utiliza en sistemas de tratamiento de agua como
desinfectante alternativo al cloro, el bromo en concentraciones altas puede tener efectos negativos
en la salud humana. Algunos de los posibles efectos en la salud causados por el bromo en el agua

incluyen:

— Irritacion de la piel y los ojos: El contacto con agua que contiene altas concentraciones de
bromo puede causar irritacion en la piel y los ojos. Esto puede manifestarse como
enrojecimiento, picazén, quemaduras leves o sensacion de ardor.

— Problemas respiratorios: La inhalacion de vapores de agua que contienen bromo puede
irritar las vias respiratorias, causando tos, dificultad para respirar, dolor de garganta y
congestion nasal.

— Problemas gastrointestinales: Beber agua con altos niveles de bromo puede provocar
malestar estomacal, nduseas, vomitos, diarrea y otros trastornos gastrointestinales.

— Reacciones alérgicas: Algunas personas pueden ser sensibles al bromo y experimentar
reacciones alérgicas como erupciones cutaneas, urticaria o dificultad para respirar.

— Toxicidad aguda: La exposicion a concentraciones extremadamente altas de bromo en el
agua puede causar toxicidad aguda, lo que incluye sintomas graves como convulsiones,

pérdida del conocimiento e incluso la muerte en casos extremos.

Es importante tener en cuenta que los efectos en la salud pueden variar dependiendo de la

concentracion de bromo en el agua y la duracion de la exposicion.
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3.3.2 Método DPD 2

El método DPD (N,N-dietil-p-fenilendiamina) para la determinacion de bromo en agua es un
procedimiento cominmente utilizado en el anélisis de calidad del agua, especialmente en piscinas

y aguas residuales. El cual se sigue el siguiente procedimiento:

Preparacion de la muestra: Se ajusta el pH de la muestra a aproximadamente 6.3 mediante

la adicion de un tampon de Ph.

— Adicion de reactivos: Se agrega yoduro de potasio a la muestra. EI bromo reacciona con el
yoduro para liberar yodo.

— Reaccion con DPD: El yodo liberado reacciona con el DPD, formando un color rosado.

— Medicion: La intensidad del color rosado se mide fotométricamente, lo que permite
determinar la concentracion de bromo en la muestra.

— Este método es muy Uutil para garantizar la eficacia de la desinfeccion y prevenir impactos

negativos en la salud humana.
3.4 Espectrometro >

Un espectrofotometro es un instrumento que mide la transmision o absorcién de luz a través de una
sustancia de muestra. Obtener informacion de este instrumento sobre la cantidad de luz que
atraviesa una muestra o es absorbida por ella puede ayudar a identificar la presencia de una
sustancia en la muestra o la concentracion de una sustancia en la muestra. Para usar un
espectrofotometro, el operador hace brillar un haz de luz en un prisma o monocromador. Este
monocromador luego divide la luz en sus longitudes de onda componentes, y el operador elige una
longitud de onda particular para pasar a través de una muestra que se mantiene en una cubeta o
portamuestras. Después de que la luz pasa a través de esta muestra, es leida e interpretada por

una pantalla digital, o pantalla de salida. (ver Figura N°1)

La absorbancia del espectrofotometro se refiere a la cantidad de luz absorbida por una solucién,
medida por un instrumento de laboratorio llamado espectrofotdmetro de absorbancia. En quimica

y biologia, los espectrofotdmetros se utilizan para una variedad de propdésitos. Pueden ayudar a
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identificar compuestos, determinar concentraciones de soluciones o estimar la cantidad de células
suspendidas en un liquido. Los espectrofotometros funcionan dirigiendo un conjunto filtrado de
ciertas longitudes de onda de luz a traves de una solucion de muestra y hacia un fotometro. La
cantidad de luz transmitida o absorbida por la muestra, asi como las longitudes de onda absorbidas,

revelan algunas de las propiedades de la muestra.

La luz que los seres humanos perciben visualmente es una forma de energia, radiacion
electromagnética, e incluye un rango de longitudes de onda en una pequefia porcion del espectro
electromagnético. Los rayos gamma, los rayos X y otras longitudes de onda cortas inferiores a 400
nandmetros (nm) no son visibles para el ojo humano, ni tampoco las longitudes de onda superiores
a 700 nm, como la luz infrarroja o las ondas de radio. Los colores que perciben los humanos van
desde ondas azules y violetas mas cortas de alrededor de 400 nm a través del arco iris hasta el rojo,
que estd mas cerca de 700 nm. Los espectrofotdmetros miden en el rango visible con cierta

superposicion en las secciones ultravioleta e infrarroja del espectro.
3.4.1 Ley De Beer S

El uso de un espectrofotometro se basa en la Ley de Beer. La ley de Beer se expresa mediante esta

ecuacion:
— A=Ebc
— Doédnde:;

— A= Absorcion (sin unidades)
— E =Epsilon, o absortividad molar, o coeficiente de extincidén con unidades L mol -1
— b= Lalongitud del camino de la muestra, o el ancho de la cubeta, en centimetros (cm)

— ¢ =concentracion del compuesto en solucion, en mol/L

Aqui, la absorcidn es directamente proporcional a la longitud del camino de la muestra o el ancho

de la cubeta y también es directamente proporcional a la concentracién de la muestra.

Para usar la Ley de Beer para determinar la concentracion de una muestra, se prepara un grafico
usando soluciones estandar conocidas y luego la lectura de la muestra se coloca en este grafico

para determinar su concentracion. Este método, sin embargo, asume una relacion lineal entre
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absorcidn y concentracion. Esto solo es valido para soluciones lo suficientemente diluidas o en el
rango de dilucion de la muestra. La lectura que se obtiene del espectrofotometro es la Absorcién,

que luego se usa en la ecuacion para determinar la concentracion de la muestra.

Si bien algunos tipos de espectrofotdmetros méas modernos pueden funcionar de manera algo
diferente a la aplicacion directa de la Ley de Beer junto con un gréfico, la Ley de Beer sigue siendo

el principio basico detras de los espectrofotometros.
3.4.2 Partes de un Espectrofotometro >

Las partes del espectrofotdmetro se unen para enviar una longitud de onda de luz elegida a traves
de una muestra de concentracion desconocida. La longitud de onda que se elija dependerd de la
muestra que se analice. Cuantas mas moléculas de una sustancia determinada en la muestra
absorban luz a una cierta longitud de onda, mayor sera la concentracion de esa sustancia en la

muestra.

Para comenzar a operar el espectrofotometro, el usuario debe asegurarse de configurar la longitud
de onda y también configurar el “blanco”. Esta es una configuracion que tiene en cuenta una cubeta
Ilena con un liquido similar al que contiene la muestra, y su propésito es garantizar que la absorcion

de la cubeta y el liquido en si no se sume a la absorcién de la muestra solamente.
3.4.2.1 Fuente de luz

Hay dos fuentes de luz en un espectrofotémetro, que son la lampara de tungsteno y la lampara de
deuterio o hidrégeno. La ldmpara de tungsteno genera luz visible y las otras dos lamparas dan luz
en el rango ultravioleta. La luz elegida sera policromatica, 0 compuesta por un rango de longitudes
de onda. Esta luz se refleja y condensa mediante un espejo y una lente, y luego pasa al

monocromador.
3.4.2.2 Monocromador

El monocromador hace exactamente lo que dice su nombre; es decir, produce luz de una sola
longitud de onda. Esta es la longitud de onda elegida que se establece al comienzo del analisis de

la muestra. Esto se hace con un prisma o una rejilla, dependiendo de la longitud de onda deseada.

23



3.4.2.3 Cubetas

La cubeta que contiene la muestra es transparente y esta hecha de vidrio, silice, plastico o cuarzo. El
operador debe tener cuidado de que la cubeta esté libre de huellas dactilares u otros aceites antes
de insertarla en el espectrofotometro. El pléstico y el vidrio no se pueden usar para ninguna
longitud de onda elegida que esté en la region ultravioleta, pero esta bien para longitudes de onda
en el rango visible. Para longitudes de onda muy cortas de menos de 200 nm, incluso el oxigeno
absorbe esta luz. En ese caso, la cubeta debe ser evacuada de oxigeno. La mayoria de las cubetas

contienen entre uno y tres ml de solucién.
3.4.2.4 Pantalla digital

Para dar una visualizacion digital de la absorcion, se utiliza una fotocélula para convertir la luz que
pasa a través de la muestra en energia eléctrica. Esto luego se amplificay se registra como la lectura

de absorcion.
3.5 Aplicaciones de un espectrofotometro

Hay varios tipos diferentes de espectrofotometros, cada uno disefiado para aplicaciones
especificas. Lo que hemos presentado hasta ahora es el espectrofotometro UV/Visible, pero los
principios son similares para todos los tipos. Tambien hay espectrofotometros de absorcion
atdmica que descomponen la muestra en iones y espectrofotometros de infrarrojo cercano que
pueden proporcionar informacion sobre el contenido nutricional de los alimentos. Otras

aplicaciones incluyen:

— Analizar la estructura de un compuesto organico.

— Determinacion del peso molecular de un compuesto

— Asegurar la consistencia del color de un producto

— Control de calidad de productos farmacéuticos.

— Evaluacion de la efectividad de los esfuerzos de remediacion ambiental

— Determinacion de la concentracién de una sustancia en una muestra
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3.6 Fundamentos de la espectroscopia ultravioleta—visible ©

El principio de la espectroscopia ultravioleta—visible involucra la absorciéon de radiacion
ultravioleta—visible por una molécula, causando la promocion de un electrén de un estado basal a
un estado excitado. La longitud de onda comprende entre 160 y 780 nm. La absorcién de radiacion
UV-visible por una especie se da en 2 etapas: -Excitacion electronica - Relajacion. Puede ser por:
- Emision de calor - Reaccion fotoquimica - Emision de fluorescencia / fosforescencia Las bandas
que aparecen en un espectro UV-—visible son anchas, ya que se superponen transiciones
vibracionales y electronicas. La excitacion corresponde a los electrones de enlace, por ello los picos
de absorcion pueden correlacionarse con los tipos de enlaces. Por este motivo la espectroscopia

UV-visible es valida para identificar grupos funcionales en una molécula.

3.7 Qué es validacion 7

La validacién de un método analitico es un requisito importante en las practicas de laboratorios de
analisis quimico, promoviéndole al mismo un buen sistema de gestion de calidad. Millones de
mediciones analiticas se realizan diariamente en miles de laboratorios alrededor del mundo, con
innumerables razones para realizarlas, por ejemplo: una forma de evaluar bienes para propositos

de comercio y como apoyo a la salud.

— Virtualmente, cada aspecto de la sociedad esta apoyado de algin modo por mediciones
analiticas. La validacion de un método consiste en verificar mediante examenes y provision
de evidencias objetivas que se cumplen unos requisitos previamente establecidos. Un
método debe validarse cuando sea necesario verificar que sus parametros de desempefio
son adecuados para el uso en un problema analitico especifico. Por ejemplo:

— Un nuevo método desarrollado para un problema especifico.

— Un método ya establecido revisado para incorporar mejoras o extenderlo a un nuevo
problema.

— Cuando el control de calidad indica que un método ya establecido esta cambiando con el
tiempo.

— Un método establecido usado en un laboratorio diferente o con diferentes analistas o con

diferente instrumentacion.
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— Para demostrar la equivalencia entre dos métodos, por ejemplo, entre un método nuevo y

uno de referencia.

El alcance de la validacion o la revalidacion requerida dependera de la naturaleza de los cambios
hechos al aplicar un método a diferentes laboratorios, instrumentacion, operadores y circunstancias
en las cuales el método va a ser utilizado. Siempre es apropiado algin grado de validacion, aun
cuando se usan métodos aparentemente bien caracterizados ya sean de referencia o publicados.

El método establecido debe ser sometido a ensayos y muestras particularmente disefiados, con el
fin de identificar los puntos débiles y ajustarlos. A continuacion, se establecen las caracteristicas
de tales muestras:

— Patrones: Preparados en el laboratorio y por lo menos un patron externo certificado. La
concentracion de estos patrones debera estar dentro del rango de aplicacion del método.
Estos son utilizados para realizar una representacion grafica de la sefial, conocida como
curva de calibracion.

— Blanco: Sistema fisico que no contiene el analito de interés, pero si todos los demas
reactivos utilizados en el método de analisis, debera ser sometida a las mismas condiciones
y el mismo procedimiento que las muestras reales.

— Muestra: El término se refiere a cada sistema fisico que sea sometido al procedimiento de
analisis siguiendo el método que se esta estandarizando, ya sea un blanco, estandar, muestra
adicionada o muestra real.

— Muestra adicionada: Es una muestra natural o real a la cual se le ha adicionado una cantidad
conocida del analito que se esta estudiando.

— Curvas de calibracion: Para realizar el método de la curva de calibrado se introducen en el
instrumento varios patrones que contienen concentraciones exactamente conocidas del
analito a analizar y se registra la sefial instrumental. Normalmente esta sefial se corrige con
la correspondiente sefial obtenida con el blanco. Los datos obtenidos se representan para
obtener una grafica de la sefial corregida del instrumento frente a la concentracion de
analito.

— Aspectos de medicion: El laboratorio tiene que decidir cudles de los parametros de

desempefio que el método necesita caracterizar con el fin de ser validado.
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3.8 Parametros de desempefio 10

3.8.1 Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor que es aceptado
convencionalmente como valor verdadero o un valor de referencia y el valor experimental
encontrado. No debe confundirse la exactitud y precision. Pues la precision esta relacionada con la
dispersion de una serie de mediciones, pero no da ninguna indicacion de lo cerca que esta el valor

verdadero. Para que un método sea exacto requiere de un cierto grado de precision.

Para definicion de exactitud surge el principal problema de cual es el valor aceptado como
verdadero de un determinado analito; el valor verdadero en muchos casos se desconoce, pero
cuando se disponen de patrones de referencia certificados, el valor de dicho patron es el que se
acepta como verdadero, por lo que la exactitud puede evaluarse aplicando el método sobre dicho

patron.

La exactitud experimentalmente se establece a través del rango especificado en el procedimiento
analitico, pudiendo ser evaluado con un minimo de tres niveles de concentracion cada uno por
triplicado y debiendo ser reportado su resultado como porcentaje de recobro de la cantidad del
estandar de referencia o por la diferencia entre el porcentaje promedio del ensayo y el valor

aceptado como verdadero.
3.8.2 Precision

La precision expresa el grado de concordancia entre una serie de medidas y tomas multiples a
partir de una misma muestra homogénea en las condiciones prescritas. El objetivo de estudiar la
precisién en un método es conocer la variabilidad que pudiera haber en el mismo, esta variabilidad
pudiera deberse a errores inherentes al método de ensayo, entre los factores que influyen en las
causas de error sobre los resultados podemos tener: error del analista, error del equipo o
instrumental, error causado por reactivos, etc. De aqui la importancia de estudiar este parametro.
En la precisibn se puede considerar tres niveles: repetibilidad, precision intermedia,

reproducibilidad.

Repetibilidad: estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la misma

muestra en las mismas condiciones operativas, en un mismo laboratorio y en un periodo de corto.
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Precision intermedia: estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la
misma muestra, pero en condiciones operativas diferentes y en un mismo dia. La precision del
método analitico se expresa generalmente como el coeficiente de variacion (CV) de una serie de

medidas de igual manera que la repetibilidad.

La reproducibilidad estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas diferentes y en
distintos laboratorios. La precision se determina con el calculo de la desviacion estandar relativa o
coeficiente de variacion, y se expresa dando el valor medio obtenido junto con el mas-menos de la

variabilidad de los resultados.
3.8.3 Linealidad

La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro de un rango establecido. Siempre
que sea posible se buscard una respuesta de tipo lineal que facilitara su trazado, interpolacion e
interpretacion, para lo cual se espera obtener resultados de prueba que sean directamente
proporcionales del analito en muestra. Por lo que se evalla tanto por inspeccién visual de un gréafico
respuesta analitica vrs concentracion del analito, como también por métodos estadisticos como:
regresion lineal, coeficiente de determinacién, intervalo de confianza de la pendiente, intervalo de

confianza de la ordenada al origen y el coeficiente de variacién de regresion.
3.8.4 Limite de cuantificacion

Se entendera por limite de cuantificacion la minima cantidad de analito presente en la muestra, que
se puede cuantificar, bajo condiciones descritas, con una adecuada precision y exactitud. EI valor

limite cuantitativo es Unicamente indicativo y normalmente no debe usarse para tomar decisiones.
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CAPITULO IV



4.0 PRODUCTO FINAL

4.1 Protocolo de validacion y registro de resultados para la determinacion de hierro total en

agua potable

El protocolo de validacion se hizo en base a los pardmetros de desempefio a estudiar, donde se
documentara el resultado obtenido del desarrollo de cada parametro en estudio y poder verificar si
cumple con el criterio de aceptacion correspondiente. Ademas, se contara con un formato de
registro de resultados con el fin de evidenciar por cada parametro todos los analisis realizados (Ver
tabla N°2 y N°3).

Se elabord una propuesta de validacién para determinacion de hierro total y bromo, en agua de
consumo humano, por medio del espectrofotometro Orion AquaMate, donde se puede observar el
desarrollo y cumplimiento de los parametros de desempefio, obteniéndose resultados los cuales se
interpretaron en cada parametro en estudio valiéndose de técnicas estadisticas para establecer el

cumplimiento de las mismas.

Se desarrollaron los procedimientos de operacién de los parametros de desempefio: exactitud,
precision (repetibilidad), limite de cuantificacién, linealidad; aplicando a cada uno de éstos el
método de estudio de la 1,10-fenantrolina (hierro total) y método de DPD (bromo), evaluados con

sus respectivos criterios de aceptacién por medio de técnicas estadisticas.
4.2 Parte Experimental

4.2.1 Prueba del paquete de polvos para hierro (Ferro) de AC4P78. Método de la 1,10-fenantrolina
(0,02-3 mg/1 Fe)

— Cargue y ejecute el método AC4P78.

— Rellene un vial redondo limpio AQUATfast de 24 mm, n.° de cat. AC2V24, con 10 ml de
muestra. Cierre bien el vial con el tapon. Limpie el exterior del vial.

— Coloque el vial en el soporte de la camara de muestras y cierre la puerta de la cdmara.

— Pulse la tecla de funcion Blank (Blanco) para medir el blanco.

— Abra la puerta de la cdmara de muestras y retire el vial del soporte.

— Afada el contenido de un paquete en polvo de F10 Ferro directamente del envase de

aluminio al vial.
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Notas:

Cierre bien el vial con el tapon y dele la vuelta o inviértalo varias veces para mezclar el
contenido. Limpie el exterior del vial.

Espere a que se produzca la reaccion durante un periodo de 3 minutos.

Coloque el vial en el soporte de la camara de muestras y cierre la puerta de la cdmara.

Pulse la tecla de funcion Sample (Muestra) para ver el resultado en mg/l de hierro.

El reactivo reacciona con todo el hierro soluble y la mayoria de las formas insolubles del
hierro en la muestra de agua.

El oxido de hierro necesita una digestion previa: utilice una digestion suave, vigorosa o
Digesdahl. Aqui se describe un ejemplo de digestion con &cido:

Afada 1 ml de acido sulfurico concentrado a 100 ml de muestra de agua. Caliente y hierva
durante 10 minutos o hasta que se hayan disuelto todas las particulas.

Tras enfriarlo, la muestra se ajusta a un valor de pH de 3 a 6 utilizando una solucién de
amoniaco. Rellene con agua desionizada hasta el volumen anterior de 100 ml y mezcle bien.
Se utilizan 10 ml de la solucion pretratada para la prueba (realizados tal y como se describe
en el método de prueba seleccionado).

El agua que ha sido tratada con compuestos organicos como los inhibidores de corrosion
debe oxidarse segun sea necesario para descomponer el hierro. Paraesto, afiada 1 ml de
acido sulfurico concentrado y 1 ml de 4cido nitrico a 100 ml de muestra de agua y hiérvala
hasta conseguir la mitad del volumen aproximadamente. Tras enfriarla, realice el proceso
que se describe arriba.

Las muestras fuertemente alcalinas o acidas deben ajustarse a un valor de pH entre 3y 5
antes de realizar la prueba.

La eficacia no se ve afectada por el polvo sin disolver.

Las muestras de agua que contengan oxido visible deben dejarse reaccionar al menos

durante 5 minutos.



4.2.2 Prueba en tableta de bromo AC2035. Método de DPD (0,05-13 mg/I Br2)

Notas:

Cargue y ejecute el método AC203524.

Rellene un vial redondo limpio AQUATfast de 24 mm, n.° de cat. AC2V24, con 10 ml de
muestra. Cierre bien el vial con el tapon. Limpie el exterior del vial.

Coloque el vial en el soporte de la cAmara de muestras y cierre la puerta de la camara.
Pulse la tecla de funcién Blank (Blanco) para medir el blanco.

Abra la puerta de la cdmara de muestras y retire el vial del soporte.

Vacie el vial, dejando algunas gotas de la muestra dentro de este.

Afada una tableta de DPD N.° 1 directamente del envase de aluminio al vial. Aplaste la
tableta con una varilla para agitar limpia.

Afiada la muestra hasta la marca de 10 ml del vial.

Cierre bien el vial con el tapon y dele la vuelta o inviértalo varias veces hasta disolver las
tabletas. Limpie el exterior del vial.

Coloque el vial en el soporte de la cAmara de muestras y cierre la puerta de la camara.

Pulse la tecla de funcion Sample (Muestra) para ver el resultado en mg/l de bromo.

De manera alternativa, el método AC203510 puede utilizarse con viales cuadrados de 10
mm y el método AC203550 puede utilizarse con viales rectangulares de 50 mm. Todos los
volimenes del blanco y de la muestra deben ser iguales a los especificados en estas
instrucciones, por lo que es necesario preparar las muestras en recipientes separados y luego
transferirlas al vial seleccionado.

Limpieza del vial: Debido a que la mayoria de limpiadores caseros como, por ejemplo, el
jabén lavaplatos, contienen sustancias reductoras, la determinacion posterior del bromo
podria mostrar resultados inferiores. Para evitar cualquier error de medicion, utilice
material de vidrio libre de cloro.

Preparacién: Ponga todos los elementos de vidrio que correspondan en una solucién de
hipoclorito de sodio (0,1 g/l) durante una hora y luego enjudguelos todos a fondo con agua

desionizada.
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— Preparacion de la muestra: Cuando prepare la muestra debe evitar el escape de gases de
bromo, por ejemplo, pipeteando o agitando. Los analisis deben realizarse inmediatamente
tras haber tomado la muestra.

— El desarrollo de color de DPD se lleva a cabo en un valor de pH de entre 6,2y 6,5. La
tableta de reactivo contiene por lo tanto un tampén para el ajuste del pH. Las muestras de
agua fuertemente alcalinas o acidas deben ajustarse a un pH entre 6 y 7 antes de afadir el
reactivo (utilice 0,5 mol/l de acido sulfdrico o 1 mol/l de hidréxido de sodio).

— Superacion del rango de medicién: Las concentraciones por encima de 22 mg/l de bromo
podrian conllevar que el resultado se muestre como 0 mg/l. En este caso, la muestra de agua
debe diluirse con agua libre de bromo. Se deben mezclar 10 ml de la muestra con el reactivo
y debe repetirse la medicion.

— Los agentes oxidantes como el cloro o el ozono interfieren debido a que reaccionan de la

misma forma que el bromo.
4.3 Criterios de aceptacion

Son los criterios que se establecen para cada parametro de desempefio, con el fin de evaluar los
resultados del estudio, estos criterios deben de mantenerse a lo largo de toda la validacion y
cualquier cambio debe de ser justificado. A continuacion, se presentan los criterios de aceptacion
para cada parametro en estudio. (Ver tabla N°1)
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Tabla N°1. Parametros a evaluar durante la validacion del método para la determinacion de

hierro en agua de consumo humano y sus criterios de aceptacion %13

Parametros

Criterios de Aceptacion

Referencia

Exactitud

El coeficiente de variacion: Comprende
de 50-120% para impurezas.

El valor de la media poblacional (y)

debe incluirse dentro del intervalo.

Precision

(Repetibilidad)

El coeficiente de variacion para
soluciones menores a 1 ppm debe ser
<11%

El valor de la media poblacional ('y)
debe incluirse dentro del intervalo.

Limite de

cuantificacion

r’>0.98

EI IC(B1) debe incluir el cero

Linealidad del
Método

Cantidad adicionada vs cantidad

recuperada:
r’>0.98

E1 IC(B1), el valor de la pendiente debe

incluirse en el intervalo.

E1 IC(po), el valor de la ordenada debe

incluir el intervalo.

El CVyx, no mayor de 3% si es

quimico o espectrofotométrico.

Guia de Validacion De
Métodos Analiticos
Fisicoquimicos. Version 2
del Organismo Salvadorefio

de Acreditacion.

Ortega Aguirre L. y Otros.
2001. Validacion de Métodos
Analiticos. Barcelona

Espana.
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4.4 Protocolo de validacion para la determinacion de hierro, por el método de la 1,10

fenantrolina, en agua de consumo humano

LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico
espectrofotométrico 1,10-fenantrolina, para la determinacién de hierro total en agua de consumo
humano.

Método de la 1,10-fenantrolina

Equipos
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica OHAUS 27/06/2024
Adventurer
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Orion UV 7100 14/06/2024
AquaMate
Fecha de emision Fecha de revision | Fecha de aprobacion Pagina N°:
14/07/2024 16/07/2024 22/07/2024 1
OBJETIVO.

Demostrar mediante este documento que el método analitico espectrofotométrico para la
determinacion de hierro total en agua de consumo humano, cumple con los requerimientos de:
exactitud, precision (repetibilidad), limite de cuantificacion, linealidad.

ALCANCE.

Meétodo de analisis que se utiliza para determinar Hierro total en agua de consumo humano en
concentraciones de 0.1 mg/L a 2.0 mg/L utilizando el Espectrofotometro Orion AquaMate UV
7100

MATERIALES

Erlenmeyer 125 mL

Balon volumétrico 50.0 mL

Pipeta volumétrica 50.0 mL

Pipeta volumétrica 10.0 mL

Pipeta volumétrica 4.0 mL

Pipeta volumétrica 2.0 mL

Pipeta volumétrica 1.0 mL

REACTIVOS

Acido clorhidrico concentrado

Solucion de hidroxilamina

Solucion tampon de acetato de amonio

Solucion de fenantrolina

Solucién de hierro de reserva

Solucion de hierro patron
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LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico
espectrofotométrico, 1,10-fenantrolina, para la determinacion de hierro total en agua de
consumo humano.

Método de la 1,10-fenantrolina

Equipos

Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica OHAUS 27/06/2024
Adventurer

Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Orion UV 7100 14/06/2024
AquaMate

Fecha de emision Fecha de Fecha de Pagina N°:
revision aprobacion 2

14/07/2024 16/07/2024 22/07/2024 14/06/2024

PARAMETROS DE DESEMPENO.
Evaluacion de los parametros de desempeio del método.

Exactitud

La exactitud del método se demuestra analizando tres niveles de concentracion de soluciones
estandar de hierro, con concentraciones 0.3, 0.7 y 1 mg/l, cada uno de estos por triplicado,
realizando asi nueve determinaciones en total.

Procedimiento:

a) Se Prepar6 una solucion estandar a una concentracion de 1.0 mg/L de hierro y partiendo de
¢ésta se prepararon dos diluciones de 0.3 mg/L de hierro y 0.7 mg/L.

b) Se realiz6 a cada una de estas soluciones el tratamiento de muestra segun procedimiento de
hierro total, por triplicado para cada concentracion.

c) Se hicieron las lecturas en el espectrofotdometro Orion AquaMate 7100 Vis, a una longitud de
onda de 510 nm para el hierro.

d) Se calculd el coeficiente de variacion e intervalo de confianza utilizando las formulas
siguientes:

Media Aritmética. Y = ZTy
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n(Xy2)-Qy)?
n(n-1)

Desviacion estandar S = \/

S
Coeficiente de variacion CV= §* 100

S
intervalos de confianza para la media poblacional 1C(,,) =y & tg975n-1 NG

Precision del método - repetibilidad

Se realiza con la preparacion de una solucidon estdndar correspondiente a 0.20 mg/L de hierro,
esta se analizd por sextuplicado, manteniendo las condiciones de: dia, analista, instrumento y
laboratorio.

La estimacion de la repetibilidad del método se realizé con el calculo del coeficiente de variacion
de las respuestas obtenidas y con los intervalos de confianza de cada nivel de concentracion
estudiada.

Procedimiento:

a) Se prepard una solucion estandar a una concentracion de 0.20 mg/L de hierro.

b) Se realizaron a estas soluciones el tratamiento de muestra segun procedimiento de hierro total,
éste se hizo por sextuplicado.

¢) Se Hicieron lecturas en el espectrofotdometro Orion AquaMate 7100 Vis, a una longitud de
onda de 510 nm.

d) Se calculd el coeficiente de variacion e intervalo de confianza utilizando las formulas
siguientes:

Ly

Media Aritmética. Y = =

n(xy?)-Xy)?
n(n—-1)

Desviacion estandar S = \/

S
Coeficiente de variacion CV= §* 100

S
intervalos de confianza para la media poblacional IC(H) =yt tog7s5n-1 N5
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limite de cuantificacion.

Para este procedimiento se prepara cuatro concentraciones obtenidas por dilucion a partir de una
solucion 0.2 mg/L de hierro. Luego se calcul6 el valor de la pendiente (bl), el coeficiente de
determinacion (r2) y el intervalo de confianza de la pendiente.

Procedimiento:

a) Se prepara cinco soluciones con las siguientes concentraciones: 0.2 mg/L, 0.1 mg/L, 0.05
mg/L, 0.002 mg/L, 0.005 mg/L de hierro.

b) Se realiza a cada una de estas soluciones el tratamiento de muestra segin procedimiento para
la determinacion de hierro total.

¢) Se haran lecturas en el espectrofotdémetro Orion AquaMate 7100 Vis, a una longitud de onda
de 510 nm.

d) Se calculara el limite de cuantificacion. Utilizando las siguientes ecuaciones:

Pendiente
b = nyxy — Yxxy
L=
nyx* — (Xx)?
Coeficiente de determinacion
2 n(Exy) — ) (Ey))?

T ((Ex?) - C0HMEy?) - (2)?)

Intervalo de confianza para la pendiente

ICp,y = by % to975n-25p1

. JZyZ—blzxy—bOZy

% n—2
Sbl = Sz
X
Linealidad

Se realizara analizando cinco soluciones estandar de hierro con concentraciones de 0.30, 0.50,
1.00, 1.50 y 2.00 mg/L de hierro, de esta manera se puede elaborar la curva de calibracion
concentracion vrs absorbancia. Ademas, se utiliza el método de estimacion por minimos

cuadrados para calcular el valor de la pendiente (b1), la ordenada al origen (bo), coeficiente de
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determinacion (r2), intervalo de confianza de la pendiente (IC(B1)), intervalo de confianza para
la ordenada al origen (IC(Bo)) y el coeficiente de variacion de regresion (CVx/y).
Procedimiento:
a) Se preparan las muestras con las concentraciones antes mencionadas.
b) Se realiza a cada una de estas soluciones el tratamiento de muestra segiin procedimiento para
la determinacién de hierro total.
¢) Se haran lecturas en el espectrofotometro Orion AquaMate 7100 Vis, a una longitud de onda
de 510 nm.
d) Se calcula la pendiente, ordenada al origen, coeficiente de determinacidn, intervalo de
confianza de la pendiente, intervalo de confianza para la ordenada al origen y coeficiente de
variacion de regresion, utilizando las formulas siguientes:
Pendiente
_ nYxy — Yx)y

tonZx?— (Tx)?
Coeficiente de determinacion
() - EOE)?

(n(Zx?) = E)*)(Ey?) — B2

Intervalo de confianza para la pendiente

ICp,y = by £ to975n-25p1

_ ijz ~ by Yy — boZy

S

RIL

n—2

Sbl = SX
X

Intervalo de confianza para la ordenada al origen

ICp,y = bg % to.975n-25b0

Shy = Sy | =4 —
=Sy |-t ——==
0 x |n sz _ (Z:f)z

Xy — b ¥x

b0= n
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Coeficiente de variacion de regresion

Sy,
C VY / =
X
RESULTADOS
Resultados

Parametro Criterio de Aceptacion
Conforme No conforme

BIBLIOGRAFIA

1. Guia de Validacion De Métodos Analiticos Fisicoquimicos. Version 2 del Organismo
Salvadorefio de Acreditacion.
2. Ortega Aguirre L. y Otros. 2001. Validacién de Métodos Analiticos. Barcelona Espafia.

Paginas 33-36, 46-47, 54-58, 68-70,75-77 y 85.
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4.5 Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico

espectrofotométrico DPD, para la determinacién de bromo en agua de consumo humano

LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico
espectrofotométrico DPD, para la determinacion de bromo en agua de consumo humano.

Método de DPD

Equipos
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica OHAUS 27/06/2024
Adventurer
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Orion UV 7100 14/06/2024
AquaMate
Fecha de emision Fecha de revision | Fecha de aprobacion Pagina N°:
14/07/2024 16/07/2024 22/07/2024 3
OBJETIVO.

Demostrar mediante este documento que el método analitico espectrofotométrico para la
determinacion de bromo en agua de consumo humano, cumple con los requerimientos de:
exactitud, precision (repetibilidad), limite de cuantificacion, linealidad.

ALCANCE.
Meétodo de analisis que se utiliza para determinar bromo en agua de consumo humano en

concentraciones de 0,05-13 mg/1 Br2, utilizando el Espectrofotometro Orion AquaMate UV
7100

MATERIALES
Erlenmeyer 125 mL

Balon volumétrico 50.0 mL
Pipeta volumétrica 50.0 mL
Pipeta volumétrica 10.0 mL
Pipeta volumétrica 4.0 mL
Pipeta volumétrica 2.0 mL
Pipeta volumétrica 1.0 mL

REACTIVOS
hipoclorito de sodio
acido sulfurico

agua libre de bromo
solucion de bromo patron




LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar pardmetros de desempefio en el método analitico
espectrofotométrico DPD, para la determinacion de bromo en agua de consumo humano.

Método de DPD

Equipos

Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica OHAUS 27/06/2024
Adventurer

Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Orion UV 7100 14/06/2024
AquaMate
Fecha de emision | Fecha de revision | Fecha de aprobacion Pagina N°:

14/07/2024 16/07/2024 22/07/2024 4

PARAMETROS DE DESEMPENO.
Evaluacioén de los parametros de desempefio del método.

Exactitud

La exactitud del método se demostrard analizando tres niveles de concentracion de soluciones
estdndar de bromo, con concentraciones 0.1, 0.3 y 5 mg/l, cada uno de estos por triplicado,
realizando asi nueve determinaciones en total.

Procedimiento:

a) El bromo se prepara una solucion estandar de 5.0 mg/L y partiendo de esta se prepararon dos
disoluciones de 0.1 y 0.3 mg/1.

b) Se realiza a cada una de estas soluciones el tratamiento de muestra segiin procedimiento de
bromo, por triplicado para cada concentracion.

¢) Se haran las lecturas en el espectrofotometro Orion AquaMate 7100 Vis, a una longitud de
para el bromo a 525 nm.

d) Se calcula el coeficiente de variacion e intervalo de confianza utilizando las férmulas
siguientes:

Media Aritmética. Y = 2%
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n(Xy2)-Qy)?
n(n-1)

Desviacion estandar S = \/

S
Coeficiente de variacion CV= §* 100

S
intervalos de confianza para la media poblacional 1C(,,) =y & tg975n-1 NG

Precision del método - repetibilidad

Se realiza con la preparacion de una solucion estandar correspondiente para el bromo de 10 mg/L,
estas se analizan por sextuplicado, manteniendo las condiciones de: dia, analista, instrumento y
laboratorio.

La estimacion de la repetibilidad del método se realiza con el calculo del coeficiente de variacion
de las respuestas obtenidas y con los intervalos de confianza de cada nivel de concentracion
estudiada.

Procedimiento:

a) Se prepara una solucion estandar a una concentracion de 10 mg/L correspondiente al bromo.
b) Se realizan a estas soluciones el tratamiento de muestra segiin procedimiento de bromo, éste
se hara por sextuplicado.

¢) Se Haran lecturas en el espectrofotometro Orion AquaMate 7100 Vis, a una longitud de onda
de 525 nm.

d) Se calcula el coeficiente de variacion e intervalo de confianza utilizando las formulas
siguientes:

Ly

Media Aritmética. Y = =

n(xy?)-Xy)?
n(n—-1)

Desviacion estandar S = \/

S
Coeficiente de variacion CV= §* 100

S
intervalos de confianza para la media poblacional IC(H) =yt tog7s5n-1 N5
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Limite de cuantificacion.

Para este procedimiento se preparard cuatro concentraciones obtenidas por dilucidn a partir de
una solucion de 12 mg/L para el bromo. Luego se calcula el valor de la pendiente (bl), el
coeficiente de determinacion (r2) y el intervalo de confianza de la pendiente.

Procedimiento:

a) Se prepara cinco soluciones con las siguientes concentraciones: para el bromo 1 mg/L, 3 mg/L,
5mg/L, 10 mg/Ly 12 mg /L.

b) Se realiz6 a cada una de estas soluciones el tratamiento de muestra segun procedimiento para
la determinacion de bromo.

¢) Se hacen lecturas en el espectrofotdometro Orion AquaMate 7100 Vis, a una longitud de onda
de 525 nm.

d) Se calcula el limite de cuantificacion. Utilizando las siguientes ecuaciones:

Pendiente
b = nyxy — Yxxy
L=
nyx* — (Xx)?
Coeficiente de determinacion
2 n(Exy) — ) (Ey))?

T ((Ex?) - C0HMEy?) - (2)?)

Intervalo de confianza para la pendiente

ICp,y = by % to975n-25p1

_ ijz ~ by Yy — boZy

S

% n—2
Sbl = Sz
X
Linealidad

Se hara analizando cinco soluciones estdindar de bromo con concentraciones para el bromo de
1,3,5,10y 12 mg/L, de esta manera se podra elaborar la curva de calibracioén concentracion vrs

absorbancia. Ademas, se utiliza el método de estimacion por minimos cuadrados para calcular el
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valor de la pendiente (b1), la ordenada al origen (bo), coeficiente de determinacion (12), intervalo
de confianza de la pendiente (IC(B1)), intervalo de confianza para la ordenada al origen (IC(B0))
y el coeficiente de variacion de regresion (CVx/y).

Procedimiento:

a) Se prepararan las muestras con las concentraciones antes mencionadas.

b) Se realiza a cada una de estas soluciones el tratamiento de muestra segiin procedimiento para
la determinacion de bromo.

¢) Se haran lecturas en el espectrofotometro Orion AquaMate 7100 Vis, a una longitud de onda
de 525 nm.

d) Se calcula la pendiente, ordenada al origen, coeficiente de determinacion, intervalo de
confianza de la pendiente, intervalo de confianza para la ordenada al origen y coeficiente de

variacion de regresion, utilizando las formulas siguientes:

Pendiente
b = nyxy — Yxxy
L=
nyx* — (Xx)?
Coeficiente de determinacion
2 n(Exy) — ) (Ey))?

T (@) - E0HEYD ~ )2
Intervalo de confianza para la pendiente

ICp,y = by % to975n-25p1

S

RIL

n—2

_ ijz ~ by Yy — boZy

1

Shy = Sy |—————
¢y G0

Intervalo de confianza para la ordenada al origen

ICp,y = bo % to.9751-25po

Shy = Sy |54 — 3
=Sy |-t ——==
0 x |n sz _ (Z:f)z
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3y —biyx

b, -

Coeficiente de variacion de regresion

Sy,
C VY / =
X
RESULTADOS
Resultados

Parametro Criterio de Aceptacion
Conforme No conforme

BIBLIOGRAFIA

1. Guia de Validaciéon De Métodos Analiticos Fisicoquimicos. Version 2 del Organismo
Salvadorefio de Acreditacion.
2. Ortega Aguirre L. y Otros. 2001. Validacién de Métodos Analiticos. Barcelona Espafia.

Paginas 33-36, 46-47, 54-58, 68-70,75-77 y 85.

A continuacion se presentan los informes de validacion con los resultados obtenidos, durante la
evaluacion de los métodos de la 1,10-fenantrolina (hierros totales) y DPD(bromo), comprobandose
la aptitud de dichos métodos por medio del cumplimiento de los parametros de desempefio

establecidos por el OSA.
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4.6 Informe de validacion para la determinacion de hierro, por el método de la 1,10-

fenantrolina

LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Informe de validacion para la determinacion de hierro, por el método de la 1,10-
fenantrolina

Método de la 1,10-fenantrolina

Equipos

Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica Adventurer OHAUS 27/06/2024

Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Orion UV 7100 14/06/2024
AquaMate

Fecha de emision Fecha de revision | Fecha de Pagina N°:
aprobacion
14/07/2024 16/07/2024 22/07/2024 1

OBJETIVO.

Demostrar mediante este documento que el método analitico espectrofotométrico para la
determinacion de hierro total en agua de consumo humano, cumple con los requerimientos de:
exactitud, precision (repetibilidad), limite de cuantificacion, linealidad.

ALCANCE.

M¢étodo de andlisis que se utiliza para determinar Hierro total en agua de consumo humano en
concentraciones de 0.1 mg/L a 2.0 mg/L utilizando el Espectrofotometro Orion AquaMate UV
7100

Parametros de desempefio para el hierro total en agua de consumo humano

determinacion de la exactitud del método espectrofotométrico

La exactitud del método se realizd de la siguiente manera: preparando una serie de nueve
muestras, adicionandole a cada serie una cantidad conocida de hierro (0.3, 0.7 y 1 mg/L), para
poder obtener tres concentraciones diferentes. Se calculd la media aritmética, desviacion estandar,
coeficiente de variacion e intervalo de confianza para la media poblacional, utilizando las
siguientes formulas:

Ly

n

n(xy?)-Xy)?
n(n—-1)

Media Aritmética. Y =

Desviacion estandar S =
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S
Coeficiente de variacion CV= §* 100

S
Intervalos de confianza para la media poblacional IC() =y * tg975n-1 NG

Tabla N°2. Resultados de exactitud de hierro total en agua de consumo humano.

N° concentracion | concentracion | absorbancia
Replica original obtenida (y) y?

1 0.3 0.297 0.199 0.039601
0.3 0.295 0.205 0.042025

3 0.3 0.298 0.201 0.040401

4 0.7 0.695 0.503 0.253009

5 0.7 0.694 0.505 0.255025

6 0.7 0.697 0.51 0.2601

7 1 0.93 0.996 0.992016

8 1 0.96 1.001 1.002001

9 1 0.9 1.004 1.008016

Yy =5.124 | Yy? =3.892194

Fuente: Elaboracion propia
La tabla N°2 muestra los resultados de tres niveles de concentracion, cada una por triplicado, de
las muestras en estudio, en el mismo dia con el mismo analista e instrumento. Se muestra el
promedio aritmético (y), Desviacion Estandar (S), Coeficiente de Variacion (CV), asi como el
intervalo de confianza para la media poblacional (IC(p)).
A continuacidn, se ejemplifica como se realizaron los calculos:

Media aritmética

y= 50324 = 0.57

Desviacion estandar

S :\/9(3.892194)—(5.124)2 033
9(9-1)
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Coeficiente de variacion

5
*100 = 61.40%
0.57

CvV=
Intervalo de confianza

El valor de tabla de la distribucion t de Student, se determina para un t de 0.975, n-1 grados de
libertad, siendo “n” el nimero de replicas.

Ejemplo: n =9 para n-1, corresponde a 9-1 = 8 y para ocho grados de libertad el de t de Student

de tabla es de 2.306.

0.35
ICqy = 0.57 £ 2306 = = 0.8390, 0.3009

El valor obtenido del Coeficiente de Variacion es aceptable debido a que se encuentra dentro del
rango establecido del 50 al 120% para métodos que determinan impurezas; demostrando que no
existe una apreciable variabilidad en los datos.

Ademés, al determinar el Intervalo de Confianza puedo observarse que la media poblacional se

encontrd dentro del intervalo calculado.

Determinacion de la Precision del Método (Repetibilidad) Espectrofotométrico

La evaluacion de la repetibilidad se realizé por un analista, el mismo dia y mismo instrumento
preparando un sextuplicado de la concentracion de 0.20 mg/L. Mediante el calculo de la media
aritmética, desviacion estandar, coeficiente de variacion e intervalo de confianza de la medial

poblacional, utilizando las mismas férmulas que para la exactitud.
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Tabla N°3. Resultados de repetibilidad de hierro total en agua de consumo humano.

N° concentracion | concentracion | absorbancia
replicas original obtenida (y) y?
(mg/l)

1 0.2 0.22 0.493 0.243049

2 0.2 0.195 0.488 0.238144

3 0.2 0.197 0.492 0.242064

4 0.2 0.26 0.499 0.249001

5 0.2 0.24 0.495 0.245025

6 0.2 0.2 0.492 0.242064

Yy =2.959 | Yy? =1.459347

Fuente: Elaboracion propia

Media aritmética

2.
= =0.4932
y 6

Desviacion estandar

6(1.459347)—(2.9590)2
SzJ ( )=( ) =0.0042

6(6—1)

Coeficiente de variacion

0.0042
0.4932

*100 = 0.85%

Intervalo de confianza

0.0042
V6

El valor obtenido con el Coeficiente de Variacion es un valor aceptable puesto que es un valor

IC(,50.4932 + 2.306 = = 0.4972, 0.4892.

menor de 11% el cual es un valor propuesto de la concentracion en funcion de la concentracion
del analito, para el andlisis de impurezas. La media poblacional se encontrd dentro del intervalo

de confianza por lo que se considera un valor que cumple con los requerimientos establecidos.
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Determinacion del Limite de Cuantificacion del Método Espectrofotométrico
Se realizé el limite de cuantificacion utilizando muestras con concentraciones de: 0.2, 0.1, 0.05,
0.002, 0.005 mg/L de hierro, simultdneamente se utilizaron cinco blancos para cada

determinacion.

Tabla N°4. Resultados del limite de cuantificacion para la determinacion de hierro total en agua

de consumo humano.

N° concentracion | concentraciones | absorbancia
replicas original obtenidas (x) (y) (x)? (v)? Xy
1 0.2 0.204 0.045 0.041616 | 0.002025 | 0.00918
2 0.1 0.127 0.024 0.016129 | 0.000576 | 0.003048
3 0.05 0 0 0 0 0
4 0.02 0 0 0 0 0
5 0.005 0 0 0 0 0
Sumatoria 0.331 0.069 0.057745 | 0.002601 | 0.012228
Media 0.0662 0.0138

Fuente: Elaboracion propia
Con los datos obtenidos de la tabla N.° 4 para determinar hierro total se calcul6 la pendiente (b1),
coeficiente de determinacion (r2).
Pendiente
by = nyxy — Yxxy

nyx? — (Xx)?
Coeficiente de determinacion

() - EOE?
(@) ~ T @YD) ~ @D




Intervalo de confianza para la pendiente

ICp,y = by % to975m—25p1

S

_ ijz ~ by ¥y — hoXy

RIL

n—2

Sbl = SX
X

A continuacidn, se ejemplifica como se realizaron los calculos:

pendiente

_5(0.0122) — (0.331)(0.069)

- =0.2135
! 5(0.0577) — (0.331)2

Coeficiente de determinacion

~ (5(0.0122) — (0.331)(0.069))?
~ (5(0.0577) — (0.331)2)(5(0.0026) — (0.069)2)

T'2

= 0.9878

Intervalo de confianza para la pendiente

S = 0.0028

_ jo.oozs —(0.2135)(0.0122) — (—0.0004)(0.069)
B 5—2

RIL

1
Sb, = 0.0028 = 0.0148

2
0.0577 — %

ICp,y = 0.2135 £ (3.182)(0.0148) = 0.2606, 0.1664.

En el limite de cuantificacion se comprob6 de forma practica a través del Espectrofotdmetro, que
el equipo es capaz de cuantificar hasta 0.1mg/L; con la ayuda de célculos estadisticos se determing
un valor de 0.01mg/L para la determinacion de hierro total. Ademas, el valor de la pendiente se
encuentra dentro del intervalo de confianza de la misma y el coeficiente de determinacion es

mayor de 0.98.

Determinacion de la linealidad del método espectrofotométrico
La linealidad del método se realizo de la siguiente manera, Primero, se procedio a la elaboracion

de la curva de calibracion, para lo cual fue necesaria la preparacion de cinco soluciones estandar
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a concentraciones de: 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L de hierro, en la siguiente tabla, se muestran los

valores obtenidos al determinar la curva de calibracion:

Tabla N°5. Resultados de la linealidad del método para la determinacién de hierro total en agua

de consumo humano

N° concentracion | absorbancia
replicas original ) (x)? )? Xy
1 0.3 0.065 0.09 0.004225 0.0195
2 0.5 0.107 0.25 0.011449 0.0535
3 1.0 0.195 1 0.038025 0.195
4 15 0.303 2.25 0.091809 0.4545
5 2.0 0.392 4 0.153664 0.784
Yx =5.3 Yy =1.062 | ¥x? =7.59 | Yy? =0.299172 | Yxy =1.5065

Fuente: Elaboracion propia
Con los datos obtenidos se procedid al calculo de la curva de calibracion concentracion vrs
absorbancia. Ademas, se utilizd el método de estimacion por minimos cuadrados para calcular el
valor de la pendiente (b1), la ordenada al origen (bo), coeficiente de determinacion (12), intervalo
de confianza de la pendiente (IC(B1)), intervalo de confianza para la ordenada al origen (IC(Bo)
y el coeficiente de variacion de regresion (CVx/y).
Pendiente

_ 5(1.5065) — (5.3)(1.062)

e 5(7.59) — (5.3)2

Coeficiente de determinacion

L (5(1.5065) — (5.3)(1.062))?
T T (5(7.59) — (5.3)2)(5(0.2992) — (1.062)2)

= 0.1931

= 0.9986

Intervalo de confianza para la pendiente

S = 0.000039

RIL

_ J0.2992 — (0.1931)(1.5065) — (0.0077)(1.062)
B 5—2
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1

_(5.3)2
7.59 <

Sb, = 0.000039 = 0.00003

ICp,y = 0.1931 £ 3.182(0.0045) = 0.1930,0.1932.

Intervalo de confianza para la ordenada al origen

1.062 — 0.1931(5.3)

1 (1.06)2
Sby = 0.000039 |= + ———=—— = 0.000034
5 (5.3)2
7.59 — =22

Coeficiente de variacion de regresion

ICs,y = 0.0077 £ 3.182(0.000034) = 0.00759,0.00781.

Coeficiente de variacion de regresion

oy, 0:000039
“Ix T0.2124

De esta forma se pudo comprobar que la curva de calibracion posee las caracteristicas adecuadas,

* 100 = 0.0184%

puesto que se da cumplimiento estadistico en el valor de: La pendiente con su respectivo intervalo,
estando comprendido el valor de pendiente en el intervalo establecido. La ordenada al origen y su
respectivo intervalo, estando comprendido el valor de pendiente en el intervalo establecido de la
misma. Un valor de coeficiente de determinacién mayor de 0.98. Un coeficiente de variacion de

regresion no mayor de un 3 %.
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Tabla N°6. Resumen de los datos obtenidos en la evaluacion del método espectrofotométrico

para determinar hierro total en agua de consumo humano (Método de la 1,10-fenantrolina).

Parametros Criterio de Aceptacion Resultado Dictamen
Evaluados
Cv: 50-120% paraj
impurezas. CV=61.40%
Cumple
Exactitud
y= debe incluirse dentro del | IC(1)= 0.8390, 0.3009.
intervalo. y=057
CV: <11% para soluciones|
menores a 1ppm CV=0.85%
Precision Cumple
(Repetibilidad)
y= debe incluirse dentro del I_C(“): 0.4972, 0.4892.
intervalo. y=0.4932
> >0.98 r? =0.9878 Cumple
Limite de
Cuantificacion
IC(B1) debe incluir el cero. IC(B1) =0.2606,0.1664
> >0.98 > =0.9986
) ) IC(B1), el valor de la pendiente Cumple
Linealidad debe incluirse en el intervalo. [IC(B1) =0.1930,0.1932.
1C(Bo), el valor de la ordenadal
debe incluir el intervalo. IC(B0)=0.00759,0.00781.
CVyx no mayor de 3% si es
quimico o espectrofotométrico| CVyx= 0.0184%

Fuente: Elaboracion propia

Dictamen: con los datos obtenidos, podemos afirmar que el método da cumplimiento, con la guia

de validacion del Organismo Salvadorefio de Acreditacion, por lo tanto, el método es aceptable.




4.7 Informe de validacion del método DPD, para determinar bromo en agua de consumo

humano.

LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Informe de validacion del método DPD, para determinar bromo en agua de
consumo humano.

Método de DPD

Equipos
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica OHAUS 27/06/2024
Adventurer
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Orion UV 7100 14/06/2024
AquaMate
Fecha de emision | Fecha de revision | Fecha de aprobacion Pagina N°:
14/07/2024 16/07/2024 22/07/2024 2
OBJETIVO.

Demostrar mediante este documento que el método analitico espectrofotométrico para la
determinacion de bromo en agua de consumo humano, cumple con los requerimientos de:
exactitud, precision (repetibilidad), limite de cuantificacion, linealidad.

ALCANCE.

Meétodo de analisis que se utiliza para determinar bromo en agua de consumo humano en
concentraciones de 0,05-13 mg/1 Br2, utilizando el Espectrofotometro Orion AquaMate UV
7100

Parametro de desempefio para el bromo en agua de consumo humano.

Determinacion de la exactitud del método espectrofotométrico (0,05 a 13.0 ppm)

La exactitud del método se realizd de la siguiente manera: preparando una serie de nueve]
muestras, adicionandole a cada serie una cantidad conocida de bromo (0.1, 0.3 y 5.0 mg/L), para
poder obtener tres concentraciones diferentes. Se calculé la media aritmética, desviacion
estandar, coeficiente de variacion e intervalo de confianza para la media poblacional, utilizando|

las siguientes formulas:

Media Aritmética. Y = 2%
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n(Xy2)-Qy)?
n(n—-1)

Desviacion estandar S = \/

S
1Coeficiente de variacion CV= §* 100

S
intervalos de confianza para la media poblacional 1C(,,) =y & tg975n-1 NG

Tabla N°7. Resultados de exactitud de bromo en agua de consumo humano.

N° concentracion | concentracion | absorbancia
Replica original obtenida (y) )2
1 0.1 0.089 0.193 0.037249
2 0.1 0.097 0.199 0.039601
3 0.1 0.143 0.205 0.042025
4 0.3 0.277 0.488 0.238144
5 0.3 0.305 0.493 0.243049
6 0.3 0.314 0.495 0.245025
7 5.0 4.964 0.982 0.964324
8 5.0 5.033 0.989 0.978121
9 5.0 5.13 0.992 0.984064
Sumatoria 5.036 3.771602

Fuente: Elaboracion propia
La tabla N°7 muestra los resultados de tres niveles de concentracion, cada una por triplicado, de|
las muestras en estudio, en el mismo dia con el mismo analista e instrumento. Se muestra el
promedio aritmético (y), Desviacion Estandar (S), Coeficiente de Variacion (CV), asi como el

intervalo de confianza para la media poblacional (IC(p)).
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A continuacion, se ejemplifica como se realizaron los calculos:

Media aritmética

— 5.036
Y= T =0.5595

Desviacion estandar

\/9(3.771602)—(5.036)2
S =
9(9-1)

=0.3453

Coeficiente de variacion

0.3453
V:
0.5595

*100=61.72%

Intervalo de confianza
El valor de tabla de la distribucién t de Student, se determina para un t de 0.975, n-1 grados de
libertad, siendo “n” el nimero de replicas.
Ejemplo: n =9 para n-1, corresponde a 9-1 = 8 y para ocho grados de libertad el de t de Student

de tabla es de 2.306.

0.3453
Vo

El valor obtenido del Coeficiente de Variacion es aceptable debido a que se encuentra dentro del

ICy = 0.5595 + 2.306 —=— = 0.2941,0.8249

rango establecido del 50 al 120% para métodos que determinan impurezas; demostrando que ng
existe una apreciable variabilidad en los datos.
Ademés, al determinar el Intervalo de Confianza puedo observarse que la media poblacional se|

encontrd dentro del intervalo calculado.

Determinacion de la Precision del Método (Repetibilidad) Espectrofotométrico

La evaluacion de la repetibilidad se realiz6 por un analista, el mismo dia y mismo instrumento|
preparando un sextuplicado de la concentracion de 10 mg/L. Mediante el calculo de la media
aritmética, desviacion estandar, coeficiente de variacion e intervalo de confianza de la media|

poblacional, utilizando las mismas férmulas que para la exactitud.
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Tabla N°8. Resultados de repetibilidad de bromo en agua de consumo humano.

N° concentracion | concentracion | absorbancia
replicas original obtenida () )2
(mg/l)

1 10 9.8548 1.461 2.134521

2 10 9.9503 1.465 2.146225

3 10 10.1207 1.465 2.146225

4 10 10.1268 1.465 2.146225

5 10 10.2141 1.468 2.155024

6 10 10.2811 1.469 2.157961
Sumatoria 8.793 12.886181

Fuente: Elaboracién propia
A continuacidn, se ejemplifica como se realizaron los célculos:

Media aritmética

y=272 = 1.4655

Desviacion estandar

=0.0069

6(12.886181)—(8.793)2
6(6—1)

Coeficiente de variacidon

0.0069
V= *100 =0.47%
1.4655

Intervalo de confianza

0.0069
Ve

El valor obtenido con el Coeficiente de Variacion es un valor aceptable puesto que es un valor]

IC(,)1.4655 + 2.306 ~— = 1.4602, 1.4708

menor de 11% el cual es un valor propuesto de la concentracion en funcion de la concentracion|
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del analito, para el analisis de impurezas. La media poblacional se encontr6 dentro del intervalo

de confianza por lo que se considera un valor que cumple con los requerimientos establecidos.

Determinacion del Limite de Cuantificacion del Método Espectrofotométrico
Se realiz6 el limite de cuantificacion utilizando muestras con concentraciones de: 0.1, 0.3, 5, 10,

12 mg/L de bromo, simultdneamente se utilizaron cinco blancos para cada determinacion.

Tabla N°9. Resultados del limite de cuantificacion para la determinacion de bromo en agua de

consumo humano.

N° concentracié | concentracione | absorbanci
replica | noriginal s obtenidas (x) a(y)
P (x)? ¥)? Xy
S
1 1 1.178 0.205 1.387684 0.04202 | 0.24149
5
2 3 3.0453 0.493 9.27385209 | 0.24304 | 1.5013329
9
3 5 5.2411 0.992 27.4691292 | 0.98406 | 5.1991712
1 4
4 10 10.0179 1.469 100.358320 | 2.15796 | 14.716295
4 1 1
5 12 11.7594 1.715 138.283488 | 2.94122 | 20.167371
4 5
Sumatoria 31.2417 4.874 276.772474 | 6.36832 | 41.825660
1 4 2
Media 6.2483 0.9748

Fuente: Elaboracion propia
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Con los datos obtenidos de la tabla N°9 para determinar hierro total se calcul6 la pendiente (b1),

coeficiente de determinacion (r2).

Pendiente
b = nyxy — xxxy
1= 2 _ 2
nyx — (Xx)

Coeficiente de determinacion

L (Exy) - OO
(@) — @) &y - B

Intervalo de confianza para la pendiente

ICp,y = b1 £ to975n-25p1

n—2

. JZyZ—blzxy—bOZy
y =
X

A continuacion, se ejemplifica como se realizaron los célculos:

Pendiente

_ 5(41.8257) — (31.2417)(4.8740)

- = 0.1394
! 5(276.7725) — (31.2417)2

Coeficiente de determinacion

(5(41.8257) — (31.2417)(4.874))?

2 = = 0.9803
r (5(276.7725) — (31.2417)?)(5(6.3683) — (4.874)2)
Intervalo de confianza para la pendiente
6.3683 — (0.1394)(41.8257) — (0.1037)(4.874
S_J QIBHELIT) ~ QNS _ 15
> _
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1
Sby = 0.1039 = 0.0115

2
276.7725 — w

ICp,y = 0.1394 + (3.182)(0.0115) = 0.1028,0.1760

En el limite de cuantificacion se comprob6 de forma practica a través del Espectrofotometro.
Ademas, el valor de la pendiente se encuentra dentro del intervalo de confianza de la misma y el

coeficiente de determinacion es mayor de 0.98.

Determinacion de la Linealidad del Método Espectrofotométrico
La linealidad del método se realiz6 de la siguiente manera, Primero, se procedio a la elaboracion
de la curva de calibracion, para lo cual fue necesaria la preparacion de cinco soluciones estandar
a concentraciones de: 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L de bromo, en la siguiente tabla, se muestran los|

valores obtenidos al determinar la curva de calibracion:

Tabla N°10. Resultados de la linealidad del método para la determinacion de bromo en agua de

consumo humano.

N° concentracion | absorbancia (x)? (»)? Xy
replicas original v)
1 1 0.199 1 0.039601 |  0.199
2 3 0.488 9 0.238144 |  1.464
3 5 0.979 25 0.958441 |  4.895
4 10 1.469 100 2157961 |  14.69
5 12 1.785 144 3.186225 |  21.42
Sumatori 31 4.92 279 6.580372 | 42.668
a
Media 0.984 55.8

Fuente: Elaboracion propia
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Con los datos obtenidos se procedio al calculo de la curva de calibracion concentracion vrs
absorbancia. Ademas, se utiliz6 el método de estimacion por minimos cuadrados para calcular el
valor de la pendiente (b1), la ordenada al origen (bo), coeficiente de determinacion (r2), intervalo
de confianza de la pendiente (IC(B1)), intervalo de confianza para la ordenada al origen (IC(Bo)
y el coeficiente de variacion de regresion (CVx/y).

Pendiente
_ 5(42.668) — (31)(4.92)
re 5(279) — (31)2

= 0.1401

Coeficiente de determinacion

, (5(42.668) — (31)(4.92))2

" T 5(279) — B1)?)(5(6.5804) — (4.92)2) 0.9802

Intervalo de confianza para la pendiente

S = 0.0116

_ \/6.5804 — (0.1401)(42.668) — (0.1154)(4.92)
B 5—2

RIR

Sb, = 0.1100 =0.0118

ICp,y = 0.1401 £ 3.182(0.0118) = 0.1026,0.1777.

Intervalo de confianza para la ordenada al origen

_ 4.92-0.1401(31)

=0.1154
0 5
1 (6.2)2
Sby = 0.0116 |- + —————— = 0.0093
5 (31)2
279 — =~

Intervalo de confianza para la ordenada al origen

IC(p,) = 0.1154 + 3.182(0.0093) = 0.0858, 0.1449

Coeficiente de variacion de regresion
0.0116

* 100 = 1.18%

V) o984
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De esta forma se pudo comprobar que la curva de calibracion posee las caracteristicas adecuadas,|
puesto que se da cumplimiento estadistico en el valor de: La pendiente con su respectivo
intervalo, estando comprendido el valor de pendiente en el intervalo establecido. La ordenada al
origen y su respectivo intervalo, estando comprendido el valor de pendiente en el intervalo
establecido de la misma. Un valor de coeficiente de determinacion mayor de 0.98. Un coeficiente

de variacion de regresion no mayor de un 3 %.
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Tabla N°11. Resumen de los datos obtenidos en la evaluacion del método espectrofotométrico

para determinar bromo en agua de consumo humano (Método DPD).

Parametros Criterio de Aceptacion Resultado Dictamen
Evaluados
CV: 50-120% para impurezas.
CV=61.72%
Cumple
Exactitud
y= debe incluirse dentro del | IC(1)=0.2941,0.8249
intervalo. y=0.5595
CV: <11% para soluciones
menores a 1ppm CV=0.47%
Precision Cumple
(Repetibilidad)
y= debe incluirse dentro del IC(w)= 1.4602,
. 1.4708
intervalo. _
y=1.4655
> >0.98 r? =0.9803 Cumple
Limite de
Cuantificacion  [[C(B,)debe incluir el cero. IC(B1) =0.1028,0.1760
> >0.98 r? = 0.9802
IC(B1), el valor de la pendiente Cumple
Linealidad debe incluirse en el intervalo. [IC(B1)=0.1026,0.1777.
[C(Bo), el valor de la ordenada
debe incluir el intervalo. IC(Bo)=0.0858,0.1449.
CVyx no mayor de 3% si es
quimico o espectrofotométrico | CVyx=1.18%

Fuente: Elaboracion propia
Dictamen: con los datos obtenidos, podemos afirmar que el método da cumplimiento, con la guia

de validacion del Organismo Salvadoreiio de Acreditacion, por lo tanto, el método es aceptable.
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CAPITULO V



5.0 CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos de los parametros de desempefio de la validacion del Método

Espectrofotométrico para la determinacidn de hierro y bromo en agua de consumo humano,
demuestran ser: exactos, precisos y lineales; en un rango de concentraciones en parte por
millén (mg/L), que comprenden desde el valor minimo del limite cuantificable hasta el
valor maximo cuantificable de la linealidad (0.02 - 3.0 mg/L) para el hierro, y para el bromo
(0.05, -13 mg/L). Lo que contribuye a una mayor confiabilidad en los resultados de los

andlisis que se realizaron.

En la determinacion de la exactitud y precision se obtuvieron datos con poca variabilidad
entre ellos, tanto en los resultados de intervalo de confianza que demuestra que el valor de
la media poblacional posee fiabilidad en la estimacion realizada, al encontrarse dentro del
intervalo establecido, como el resultado de porcentaje de recobro, el cual fue del 61.40%
para el hierro y para el bromo de 61.72%, con respecto a la exactitud, cumpliendo asi con
el criterio de aceptacion que establece que el valor del porcentaje de recobro debe estar
dentro del rango del 50 al 120%; y para la precisién obtuvo un CV del 0.85% para el hierro
y 0.47% con respecto al bromo, valor que resulto ser menor al criterio de aceptacién, donde
este dice que debe ser menor al 11% para impurezas a una concentracion de analito menor

alppm.

El Método Espectrofotométrico de la Fenantrolina y DPD para la determinacion de hierro
total y bromo, en agua de consumo humano resulta ser confiable en base a los resultados
obtenidos y comparandolos con los criterios de aceptacion segun al Organismo Salvadorefio

de Acreditacion, brindando una mayor confiabilidad al momento de aplicar dicho método.

El limite de cuantificacion, del método para la determinacion de hierro y bromo en agua de
consumo humano es de 0.1mg/L, que es la menor concentracion fiable, pues el valor de la
pendiente se encuentra dentro del intervalo de confianza de la misma y el coeficiente de
determinacion es mayor de 0.98, con lo que se da cumplimiento a los criterios de aceptacion

para estos parametros.
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5. La determinacion de la linealidad produjo resultados aceptables como un coeficiente de
determinacion mayor de 0.98, lo que demuestra una correlacion entre la concentracion de
los analitos y la respuesta analitica (Absorbancia); ademas de un coeficiente de variacion
de regresion menor de un 3%, demostrando asi la linealidad de los dos métodos, tanto para

la determinacion de hierro y bromo.

6. Los resultados obtenidos en las validaciones de los métodos para la determinacion de hierro
y de bromo, demuestran que ambos métodos son aptos para los fines previstos, por tanto,
pueden ser utilizados rutinariamente, con la certeza de que los resultados emitidos son

altamente confiables.
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CAPITULO VI



6.0 RECOMENDACIONES

1. Alos estudiantes de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador,
para que mejoren el desarrollo del Método Analitico de la Fenantrolinay DPD, verificando
constantemente la etapa de ebullicion de la muestra, para evitar que la ebullicion sea

violenta y ocasionar pérdidas del analito o contaminacién entre muestras.

2. Al laboratorio fisicogquimico de agua, validar el procedimiento de lavado de cristaleria ya
que resulta critico al momento de realizar analisis de metales como hierro o bromo; en este
proceso debe eliminarse cualquier tipo de interferencias. Utilizar cristaleria clase “A”, en

el desarrollo del Método Analitico para la determinacién de hierro y bromo.

3. Al Laboratorio Fisicoquimico de Aguas, utilizar agua destilada libre de Hierro o con una
concentracion minima que no afecte el analisis de determinacion de hierro, evitar asi

resultados falsos positivos.
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ANEXO N°1
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Figura N°1 Diagrama esquematico del espectrofotometro

Fuente: Elaboracion propia con base en ®



ANEXO N°2

CONCENTRACION vrs ABSORBANCIA

0.45

0.4 y =0.1931x + 0.0077
R?=0.999
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Figura N°2. Gréfica linealidad del método para la determinacion de hierro total en agua de
consumo humano

Fuente: elaboracion propia



ANEXO N°3

ABSORBANCIA vrs. CONCENTRACION

1.8 y =0.1401x + 0.1151
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Figura N°3. Gréfica linealidad del método para la determinacién de bromo en agua de consumo

humano

Fuente: elaboracidn propia



ANEXO N°4

['abla t-Student

Grados de

libertad 0.25 01 0.05 0.025 0.01 0.005
1 1.0000 3.0777 6.3137 12.7062 31.8210  63.6559
2 0.8165 1.8856 2.9200 4.3027 6.9645 9.9250
3 0.7649 16377 2.3534 3.1824 4 5407 5.8408
4 0.7407 1.5332 21318 277865 3.7469 4 6041
5 0.7267 1.4759 2.0150 2.5706 3.3649 4.0321
6 0.7176 1.4398 1.9432 2.4469 3.1427 3.7074
T 07111 1.414¢8 1.8846 2.3646 2.9979 3.4995
8 0.7064 1.3968 1.8595 2.3080 2.8965 3.3554
9 0.7027 1.3830 1.8331 2.2622 2.8214 3.2498
10 0.6998 1.3722 1.8125 22281 27638 3.1693
11 0.6974 1.3634 1.7959 2.2010 2.7181 3.1058
12 0.6955 1.3562 1.7823 2.1788 2.6810 3.0545
13 0.6938 1.3502 1.7709 2.1604 2.6503 3.0123
14 0.6924 1.3450 1.7613 2.1448 2.6245 2.9768
15 0.6912 1.3406 1.7531 21315 2.6025 2.8467
16 0.6901 1.3368 1.7459 2.1199 2.5835 2.9208
17 0.6892 1.3334 1.7396 2.1098 2.5669 2.8982
18 0.6884 1.3304 1.7341 2.1009 2.5524 2.8784
19 0.6876 1.3277 1.7291 2.0930 2.5395 2.8609
20 0.6870 1.3253 1.7247 2.0860 2.5280 2.8453
21 0.6864 1.3232 1.7207 20796 2.5176 28314
22 0.6858 1.3212 1.7171 20739 2.5083 28188
23 0.6853 1.3195 1.7139 2.0687 2.4599 28073
24 0.6848 1.3178 1.7109 2.0639 2.4922 2.7970
25 0.6844 1.3163 1.7081 210585 2. 4851 27874
26 0.6840 1.3150 1.7056 20555 2. 4786 27787
27 0.6837 1.3137 1.7033 20518 24727 27707
28 0.6834 1.3125 1.7011 20484 2.4671 27633
29 0.6830 1.3114 1.6991 2.0452 2.4620 2.7564
30 0.6828 1.3104 1.6873 2.0423 2.4573 2.7500

Tabla t-student
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1. Introduccidn,

La valdacion ha sido cbjeto de atencidn por sor requerida on Normas sobre Sistemas de Gestidn de la
Calidad, sobre soltware y particularmente en la Norma ISOJIEC 17025:2005 sobre requisitos generales
para laberatarios de calibracion y ensayo.

L2 aplicabilidad del requisito sobre validacion de métodos, partiodarmente en 13 Norma 1SOJIEC
17025:2005, ha sido frecuentemente matena de controversia dado que cabe 1y nterpeetacion de que
aando sc moendona ¢ s¢ descaribe un Método on una Norma, entonces denominade método
normalizado, nNo es ya necesana la validacién del mismo,

€] propésto de este trabajo es dsastir ¢ concepto de validackin, los clementos que lo constituyen y
s procesas para levaria a cabo, con el objetivo de reducir 1as controversias respecto 3 este tema.
Para que un resultado analtico concuerde con ¢ propdstto requerido, debe ser lo sufidentemente
conflable para que cualquier ded<ion Dasads en éate pueds tomarse con confianza. As, ¢ desempeno
del métoco debe validarse y debe estimarse la incertidumbre del resultado 2 un nivel de confianza
dado. L3 Incertidumbere deberd ser evaluada y establedds de una forma que sea ampliamente
reconocida, consistente de forma intema y facll de interpeetar. La mayor pate de i3 informacidin
requerida para evaluar b incertidumbre se puede obtener durante s validacdn del método,

La validaciin es el proceso establecido para la cbtencidn de pruchas documentadas y demostrativas
de que un método de andlisss es lo suficente flable y reproducibie para producs el resultado previsto
dentro de ntervalos ¢ pardmetros definidos v para of propdsito requernido,

£l sigulente documento ha sido elaborado ¢con o spoyo del Comtté Técnico de Valdaddn guienes
aportaron sus conodmientos en of tema con B Minalidad de homologar vy faciitar a ks usuarics dol
SErVicio de aoredadidn 1as herramientas Necesanas para dikho proceso,

2. Objetivos

Establecer una guia minima en la que se incluyen 108 requisitas, pero no fimitados 3 10 que e indica en
cla, pero las actividades de validacon de métodos de ensayo no normadzados, desarroliados ©
diseflados por e laboratono, métodos normalizadas empleados fuera del alkarke previsto,
ampliaciones y modificadiones de los m&todos Nomalizados v para 1as verificaciones Necesanias para
confirmar que o aboratorio puede aplicar correctamente los métodos normalizados antes de Wilzarios
para ks ensayos, Sistematizar los procedimientos para 1 realizacion de 13 validackin de los métodos
de ensayo. Evitar las discrepancias respecto a cudndo validar v 1a exxensidn de 1a validacion segin sea
o caso.

3. Alcance
Esta guia ta deben aplicar ios boratorios de ensayo acreditados por of OSA y los gque solicten ks

reditacion ante dicho organismo, os evaluadores y expertos tEcnicos que actian en los procesos de
Acreditacion, y a 1odos 1os métodos de ensayo cstableddos dentro del alcance de acreditadidn,
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