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RESUMEN

El objetivo de este proyecto es evaluar las caracteristicas de desempefio de
un método analitico para la determinacion de hierro total en agua para consumo
humano mediante espectrofotometria ultravioleta. Ademas, se buscaba la
aceptabilidad de estos para determinar si el método es til y confiable en su

aplicacion prevista.

Para evaluar las caracteristicas de desempefio se realizd6 el analisis de
medidas replicadas de muestras blanco (matrices que no contienen cantidades
detectables de analito) y muestras de referencia, segun las condiciones

establecidas en cada una de ellas.

El estudio demostré que el método analitico para la determinacion de hierro
total en agua de consumo humano mediante espectrofotometria es
suficientemente exacto, repetible y preciso bajo las condiciones de trabajo
establecidas. Por lo que se infiere que el mismo es apto para su uso previsto.
Ademas, se infiere que el intervalo en el cual el método proporciona resultados
con una incertidumbre aceptable es 0,036 — 3,00 mg Fe/L. El limite de deteccién
y cuantificacién del método es de 0.036 mg Fe/L y 0,120 mg Fe/de hierro total,

respectivamente.
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OBJETIVOS

General

Evaluar las caracteristicas de desempefio de un método analitico para la
determinacién de hierro total en agua de consumo humano mediante

espectrofotometria para determinar si es posible validarlo.

Especificos

1. Estimar el intervalo de trabajo, limite de deteccién y de cuantificacién de
un método analitico para la determinacién de hierro total en agua de

consumo humano mediante un analisis grafico

2. Estimar la exactitud de un método analitico para la determinacion de hierro
total en agua de consumo humano mediante espectrofotometria mediante

la veracidad, repetibilidad y precisién intermedia del mismo.

3. Evaluar la aceptabilidad de las caracteristicas de desempefio de un
método analitico para la determinacion de hierro total en agua de consumo
humano mediante espectrofotometria para inferir si el mismo es apto para

Su uSo previsto.
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HIPOTESIS

El método analitico para la determinacion de hierro total en agua para
consumo humano mediante espectrofotometria ultravioleta aplicado en un
laboratorio de ensayos genera resultados confiables y validos para ser utilizado

en su aplicacion prevista.
o Hipotesis nula:
o Hol: El origen de las muestras blanco no provoca un cambio en la
determinacién del limite de deteccion y cuantificacion el método

analitico.

o Ho2: El origen de las muestras de referencia no provoca un cambio

en la estimacion de la veracidad del método analitico.
. Hipotesis alternativa:
o Hol: El origen de las muestras blanco provoca un cambio en la
determinaciéon del limite de deteccion y cuantificacion el método

analitico

o Ho2: El origen de las muestras de referencia provoca un cambio en

la estimacion de la veracidad del método analitico.
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INTRODUCCION

Un tema que preocupa tanto a paises desarrollados como no desarrollados
es la calidad del agua potable, debido a su repercusion en la salud de publica.
Los agentes infecciosos, productos quimicos y contaminacion radiolégica son

factores de riesgo.

Los andlisis de contaminantes quimicos en el agua son de suma
importancia debido a los diversos efectos que producen a largo plazo las
sustancias quimicas. Los contaminantes quimicos presentes en el agua pueden
partir de los suelos (hierro, plomo, mercurio), contaminacion proveniente de las

actividades industriales y las practicas agricolas.

La OMS establece que cuando el hierro total se encuentra en una
concentracion mayor a 0,3 mg/L en el agua para consumo humano, el gusto y
apariencia del agua pueden verse afectados. A partir de un andlisis de laboratorio
se puede determinar la cantidad de hierro total presente en el agua potable.

La calidad de los resultados obtenidos por el laboratorio depende de
diversos factores, entre ellos los humanos, equipos, trazabilidad de las medidas,
calibracién y validacion de métodos. Para asegurar la confiabilidad de los

resultados, los métodos analiticos deben someterse a un proceso de validacion.
La validacion es la confirmacién de que el método cumple con requisitos

particulares para su uso previsto. Se logra a partir de la experimentacion,

evaluacion de caracteristicas de desempefio y documentacion de resultados.
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Entre las caracteristicas de desempefio que se puede analizar estan la precision,

exactitud, linealidad, robustez, limite de deteccidn y cuantificacion, entre otros.

La espectrofotometria ultravioleta es un método analitico utilizado para
determinar la concentracion de un compuesto en solucién. Se basa en la
capacidad que tienen las moléculas de absorber radiaciones que se encuentran
dentro del espectro UV-visible, asi mismo que la cantidad de luz absorbida es

directamente proporcional a concentracién del componente.

El objetivo de este proyecto es evaluar las caracteristicas de desempefio de
un método analitico para la determinacion de hierro total en agua para consumo
humano mediante espectrofotometria ultravioleta, asi como evaluar la
aceptabilidad de estos para determinar si el método es util y confiable para su

aplicacion prevista, es decir validar el método.
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1. ANTECEDENTES

Los analisis realizados al agua para garantizar que es idonea para el
consumo humano contestan de la medicién parametros a partir de métodos que
requieren ser validados por los laboratorios delegados. Entre los estudios

relevantes de validaciones de distintos métodos cabe mencionar los siguientes:

En la Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua, Managua se llevo a
cabo el estudio Validacion y estimaciéon de incertidumbre de un método analitico
para cuantificar hierro total por el método colorimétrico de la fenantrolina en agua

potable y natural.

El objetivo del estudio fue a validar y estimar la incertidumbre de una metodologia
para determinar hierro total en agua potable y natural, esto con fin que el Laboratorio
de Aguas Naturales demostrara que el método analitico proporciona resultados
fiables. La evaluacion del método se llevé a cabo tomando en cuenta los criterios
de linealidad, rango de trabajo, limite de deteccién, limite de cuantificacion
instrumental, exactitud, precisién intermedia, y como criterio fuera de la validacion,
la estimacion de la incertidumbre del método, mediante el desarrollo de calculos
estadisticos. El estudio demostré que el procedimiento para la determinacion de
hierro total por el método colorimétrico de la fenantrolina en agua potable y natural
(3500-Fe.B) fue exacto, preciso, lineal y repetible para su verificacién por otros
analistas bajo las condiciones de trabajo del Laboratorio de Aguas Naturales. La
incertidumbre del método determinada por la regresién lineal y GUM fue de + 0,03
mg/L para una concentracion de 0,48 mg/L de Hierro Total.t

En el Servicio Nacional de Aprendizaje — SENA se llevé a cabo el estudio
Validacién de un método analitico para la determinacion de aluminio residual en

agua potable mediante espectrofotometria visible.

'HERRERA, Jonathan. Validacion y estimacion de incertidumbre de un método analitico para
cuantificar hierro total por el método colorimétrico de la fenantrolina en agua potable y natural.
p. 154.



El objetivo del estudio fue validar un método para la determinar aluminio residual en
agua potable, mediante espectrofotometria visible. Los resultados obtenidos fueron,
para el intervalo de trabajo de 0,03 - 0,3 mg AIR*/L, asimismo, el limite de deteccién
del método fue de 0,017 mg AI®*/L. La precision del método fue evaluada como
repetibilidad y reproducibilidad, expresado como coeficiente de variacion, los cuales
se encuentran dentro del rango aceptable. La exactitud del método, expresada
como porcentaje de error fue < 10 %. Los parametros de validacion obtenidos
experimentalmente se encontraron dentro de los establecidos para una validacién.
El estudio demostré que el método es adecuado para su aplicacién en el control de
calidad de agua potable, de acuerdo a las condiciones particulares y requerimientos
establecidos por la norma NTC/ISO/ IEC 17025:2005.2

En la Universidad de Costa Rica se llevo a cabo el estudio Desarrollo y

validacion de un método voltamperométrico para determinar estafio total en agua.

El objetivo del estudio fue desarrollar y validar un método analitico para determinar
estafio total en agua. Se determiné que el método propuesto cuenta con un limite
de deteccion de 0,03 pg/L y un limite de cuantificacién de 0.1 pg/L, con una
sensibilidad de 24 nA/(pg/L), y un ambito lineal entre 0.1y 20 pg/L. Los porcentajes
de recuperacion fue de 109% y 113 % para 0,50, 2,00 y 10,02 pg/L de estafio en
agua, con un coeficiente de variacion de 7,5, 4,8 y 6,9 %, respectivamente. El
estudio demostré que el método desarrollado emite resultados confiables bajo los
pardmetros establecidos.?

En la Escuela Politécnica Nacional, de Quito, Ecuador se llevo a cabo el
estudio Validaciéon de métodos analiticos para la determinacion de alcalinidad,
dureza, hidrocarburos totales de petroleo (THP) y fésforo en aguas residuales,

en el Laboratorio de Eismaster CIA LTDA.

El objetivo de dicho estudio fue validar métodos para la determinacion de:
alcalinidad, dureza, fésforo e hidrocarburos totales de petréleo en aguas residuales.
Los valores de las caracteristicas de despefio del método para la determinacion de
alcalinidad en el rango de 50 a 200 mg/L fueron, para la incertidumbre < 5 %, limite
de deteccién de 48,02 mg/L, coeficiente de correlacion de linealidad de 0,9960
siendo la ecuacion y = 0,0153 x — 0.0115. La recuperacion en un rango del 90 al
110 %. Los valores de las caracteristicas de despefio del método para la
determinacion de dureza en el rango de 60 a 495 mg/L fueron, para la incertidumbre
< 5 %, limite de deteccion de 8 mg/L, coeficiente de correlacion de linealidad de

2 BURGOS GALEANO, Carlos; ESTRADA PALENCIA, Paula. Validacion de un método analitico
para la determinacién de aluminio residual en agua potable mediante espectrofotometria visible.
p. 56. ] )

3 ESPINOZA CASTELLON, Erick; ALVARADO GAMEZ, Ana. Desarrollo y validacion de un
método voltamperométrico para determinar estafio total en agua. p. 63.



0,9996 siendo la ecuaciéon y = 0,097 x. La recuperacién en un rango del 90 al
110 %. Los valores de las caracteristicas de despefio del método para la
determinacion de fosforo en el rango de 0,50 a 2,00 mg/L fueron para la
incertidumbre < 14%, limite de deteccion de 0,11 mg/L, coeficiente de correlacion
de linealidad de 0,9988 siendo la ecuacién y = 0,5019 x — 0,0164. La recuperacion
en un rango del 95 al 115 %. Los valores de las caracteristicas de despefio del
método para la determinacion de hidrocarburos totales de petréleo en el rango de
20 a 125 mg/L fueron, para la incertidumbre < 24 %, limite de deteccion de 2,07
mg/L, coeficiente de correlacion de linealidad de 0,9996 siendo la ecuacion y =
0,0023 x — 0,0062. La recuperacién en un rango del 90 al 100 %. El estudio
demostré que los métodos cumplen con los criterios de aceptacién y se comprobd
gue los métodos emiten resultados confiables.*

4 BRIONES TORRES, Mayra Alejandra. Validacion de métodos analiticos para la determinacion
de alcalinidad, dureza, hidrocarburos totales de petroleo (TPH) y fésforo, en aguas residuales, en
el Laboratorio de Eismaster Cia Ltda. p. 1.






2.  MARCO TEORICO

2.1. Agua potable

“Es aquella que es apta para el consumo humano, no representa riesgos
para la salud, por sus caracteristicas organolépticas, fisicas, quimicas y
bacteriol6gicas, ya que estas cumplen con los limites establecidos en normas

sanitarias nacionales o internacionales”.®

2.1.1. Norma sanitaria para la calidad del agua potable

En Guatemala, la norma sanitaria para la calidad del agua potable es la
COGUANOR NTG 29001. Su objetivo es “establecer los valores de las
caracteristicas que definen el agua apta para consumo humano, es decir aquellas
que representan riesgo para la salud o problemas en los sistemas de distribucion

o almacenamiento del liquido”.®

Los entes responsables del abastecimiento de agua estan sujetos al
cumplimento por esta norma. Cuando el agua no cumple con los requisitos
establecidos por la norma, es responsabilidad de los entes aplicar el tratamiento

correspondiente para convertirla apta en para uso previsto.

5 GUIX BAQUIAX, Ana Lucia. Determinacion de los parametros fisicoquimicos y microbiol6gicos
del agua de distribucién municipal en el municipio de Patzité del departamento de El Quiché.
p. 6.

6 Comisién Guatemalteca de Normas. COGUANOR NTG 29001: Agua para consumo humano
(agua potable). Especificaciones. p. 4.



2.1.2. Caracteristicas quimicas del agua potable

Estas son las caracteristicas debidas a elementos o compuestos quimicos.
Estos pueden tener origen natural o industrial y pueden causar efectos nocivos o

no nocivos para la salud dependiendo de su composicion y concentracion.

Figura 1. Caracteristicas quimicas que debes tener el agua para

consumo humano

Caracteristicas LMA (mg/L) LMP (mg/L)

Cloro residual libre®® 0,5 1.0
Cloruro (CI) 100,0 2500
Dureza Total (CaCOa3) 100,0 5000
Sulfato (S047) 100,0 250.0
Aluminio (Al) 0,050 0,100
Calcio (Ca) 75,0 150,0
Cinc (Zn) 3,0 70,0
Cobre (Cu) 0,050 1,500
Magnesio (Mg) 50,0 100,0
Manganeso total QMn} 0,1 0,4
Hierro total (Fe)® 0.3 —
a) El Ministerio de Salud Puablica y Asistencia Social sera el ente encargado de indicar los limites minimos y

maximos de cloro residual libre segln sea necesario o en caso de emergencia.
b) Mo se incluye &l LMP porgue la OMS establece que no es un riesgo para |a salud del consumidor a las

concentraciones normales en el agua para consumo humano, sin embargo el gusto y apariencia del agua

pueden verse afectados a concenlraciones superiores al LMA.

Fuente: Comision Guatemalteca de Normas. COGUANOR NTG 29001: Agua para consumo

humano (agua potable). Especificaciones. p. 7.

2.2. Hierro

Es un elemento que se encuentra presente practicamente en todo el planeta

tierra, en verduras, frutas y principalmente en el suelo y rocas.



2.2.1. Hierro en agua potable

En el agua, el hierro se presenta en distintas formas. A un pH entre 4,5y 9,
condiciones habituales, el hierro soluble presente se encuentra en estado ferroso.
Si el medio es reductor, el hierro ferroso puede lograr niveles altos de concentracion.
A pH inferiores a 4 y en ausencia de complejos, el hierro férrico no es soluble, en
estas condiciones se puede diferenciar el hierro disuelto y el hierro en estado
ferroso. Al afiadir oxidantes al agua o bajo la accién del aire, el hierro ferroso se
oxida al estado férrico y se hidroliza formando éxido férrico hidratado insoluble.”

La OMS establece que no es un riesgo para la salud del consumidor el hierro
a las concentraciones normales en el agua para consumo humano, sin embargo,
el gusto y apariencia del agua pueden verse afectados a concentraciones
superiores al LMA. Asimismo, “puede causar manchas rojizas-cafés en la ropa,
platos, lavaplatos, accesorios de plomeria, entre otros™. Segln la norma
COGUANOR NTG 29001, el LMA para el hierro total es de 0,3 mg/L.

2.3. Seleccién de métodos de ensayo
El laboratorio es responsable de seleccionar y usar métodos adecuados
segun el alcance requerido. Estos métodos pueden ser no normalizados o
desarrollados por el propio laboratorio.
2.3.1. Métodos normalizados
“Son los métodos analiticos desarrollados por un organismo de

normalizacion u otro organismo reconocido como ISO, ASTM, entre otros. Los

métodos son aceptados por el sector técnico correspondiente”.®

7 HERRERA, Jonathan. Validacién y estimacion de incertidumbre de un método analitico para
cuantificar hierro total por el método colorimétrico de la fenantrolina en agua potable y natural.
p. 155.

8 DOZIER, Monty; MCFARLAND, Mark. Problemas del agua potable: El hierro y el manganeso.

p. 1.
9 ARRIOLA, Lucrecia. Validacion de métodos analiticos, fisicoquimicos y microbioldgicos. p. 11.



El laboratorio que utilice un método normalizado debe asegurar que puede
llevar a cabo apropiadamente el método, asi como verificar el cumplimiento de
los parametros definidos por el organismo que lo desarrollé. Esto para asegurar
que se logra el desempefio requerido. Se deben guardar registros de la

verificacion.

2.3.2. Métodos no normalizados

“Son los métodos analiticos desarrollados por un tercero o que han sido

adaptados por el laboratorio a partir de un método normalizado”.1°

Los métodos no normalizados deben estar validados para iniciar a
utilizarlos. Al momento de realizar modificaciones, se debe determinar la
repercusion de los cambios a la calidad de los resultados. Cuando estos afecten

a la validacion inicial, se debe realiza una revalidacion del método.

2.3.3. Métodos desarrollados por el laboratorio

“Son métodos analiticos que no han sido desarrollados por un organismo
de normalizacién, ni en publicaciones de terceros. Estos son desarrollados por el

propio laboratorio”.!!

El laboratorio debe demostrar que cuentan con un plan para la ejecucion
del método, este debe de contener la evaluacion su capacidad en cuanto a
personal, equipo y otros recursos que le permitan desarrollar el método. Asi
mismo estos deben estar validados, documentados y autorizados antes de iniciar

a utilizarlos.

10 ARRIOLA, Lucrecia. Validacién de métodos analiticos, fisicoquimicos y microbiologicos. p. 12.
11 1bid. p. 13.



2.4. Validacion

La validacion es el proceso, mediante el cual, se confirma que las
caracteristicas de desempefio de un método analitico cumplen con requisitos

particulares para su uso previsto.

Es un paso de relevancia para asegurar que los resultados entregados por
un método son confiables. Lo que busca un laboratorio al realizar una validacién
es poder determinar con fundamente estadistico que el método es apto para los

fines establecidos.

Elinciso 5.4.5.2 de la Norma ISO/IEC 17025 se establece que un laboratorio

debe validar:

o Métodos no normalizados.

o Métodos disefiados/desarrollados por el laboratorio.

o Métodos normalizados usados fuera de su ambito de aplicacion.
o Ampliaciones o modificaciones de métodos normalizados.

La norma ISO/IEC17025 establece que el laboratorio debe conservar

registros de validacion que incluya al menos la siguiente informacién:

o El procedimiento de validacion a utilizar.

o La especificacion de los requisitos.

o La determinacion de las caracteristicas de desempefio del método.

o Los resultados obtenidos.

o Una declaracion de la validez del método, detallando su aptitud para el uso
previsto.



2.4.1. Pasos para la validacion de métodos

Para la validacion de métodos analiticos se recomienda realizar los

siguientes pasos:

. Establecer plan de validacién: El plan de validacion es un documento que
se realiza con el fin de definir las caracteristicas de desempefio necesario,
asi como el disefio experimental a desarrollar con base a los
reguerimientos del método. Este debe incluir, pero no limitarse a:

o Alcance de la validacion.
o Disefio experimental.
o Reactivos, cristaleria y equipos necesarios para llevar a cabo la
Validacion.
o Analista responsable de la validacién.
o Cronograma de las actividades a realizar.
. Desarrollar pruebas de caracteristicas de desempefio: para realizar las

pruebas experimentales, se debe de asegurar que el analista responsable
de la validacién conozca el procedimiento de método de ensayo, asi como
el nimero de mediciones a realizar. Los resultados obtenidos en cada
prueba deben ser debidamente registrados y almacenados.

. Evaluar resultados de la validacién: se evalia cada resultado de las
caracteristicas de desempefio del método para determinar si estos son
satisfactorios y si cumplen con los criterios de aceptabilidad para considerar
si el método aceptable para su uso previsto.

. Informe de validacion: mediante el procedimiento documentado, se realiza
la validacién formal de la versidn final del método seleccionado. Este debe
de contener los resultados obtenidos y las conclusiones.!2

Este informe debe ser revisado por una tercera persona que esté
debidamente calificado y que cuente con los cocimientos en el area y no estar
involucrado en el proceso de validacion. Esta revision debe de establecer si el
método cumple con los criterios de aceptabilidad para considerar si el método

aceptable para su fin previsto.

12 |nstituto de Salud Publica de Chile. Validacion de métodos y determinacion de la incertidumbre
de la medicion: Aspectos generales sobre la validacion de métodos. p. 70.

10



Un modelo sencillo que combine el plan e informe de validacion debe incluir,

pero no limitarse a:

o “Titulo

o Planificacion

o Caracteristicas de desemperio
. Resumen”!3

13 Eurolab Espafa. Guia Eurachem: La adecuacion al uso de los métodos analiticos — Una Guia
de laboratorio para la validacion de métodos y temas relacionados. p. 14.

11



Figura 2. Procedimiento para la validacién de métodos analiticos

Definicion del método a Validar:
Cuali o Cuantitativo-Analito-matriz-Concentracién-Principio

Tipo de Método

Se trata de un método normalizado?

Normalizado
Modificado

No Normalizado
Tradicional :
usado por el

Laboratorio hace

afios

No Normalizado:

Nuevo o
Desarrollado por el
laboratorio

No

Tiene una modificacié
significativa?
Si

|
R
versus criterios

Evaluar resultados ol

Validacion
Retrospectiva

INFORME DE VALIDACION

REVISION DE INFORME

Fuente: Instituto de Salud Publica de Chile. Validacion de métodos y determinacién de la

incertidumbre de la medicion: Aspectos generales sobre la validacién de métodos. p. 23.

2.5. Caracteristicas de desempefo de los métodos

Son los criterios, propiedades o capacidades cuantificables utilizados para

indicar el grado de calidad que tiene un método o bien para determinar si un

12



método cumple con los parametros para su uso previsto. Entre las caracteristicas

de desempefio de los métodos se encuentran a continuacion.

25.1. Linealidad

‘Capacidad de un meétodo para producir resultados directamente

proporcionales a la concentracion del analito en un rango definido”.*4

2.5.2. Limite de deteccidén

“Es la concentracion mas pequefia del analito que puede ser detectada por

el método con una certeza estadistica razonable”.1®

2.5.3. Limite de cuantificacion

“Valor de concentracion minima de analito que puede ser detectada con un

desempefio aceptable”.16
2.5.4. Exactitud
“Grado de concordancia entre resultado de una medicién y un valor

verdadero convencional, o un valor de referencia del mensurado. Es la

combinacién de la precision y la veracidad”.’

14 Pan American Health Organization. Buenas Précticas para Laboratorios Nacionales de Control
Farmacéutico. Anexo 3 informe 36. p. 48.

15 |bid. p. 37.

16 |bid. p. 44.

17 1bid. p. 58.
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25.4.1. Veracidad

“Proximidad de la media aritmética de los resultados generados por un
método y un valor aceptado como referencia. La evaluacién practica de la

veracidad se expresa cuantitativamente en términos de sesgo”.*®

254.1.1. Sesgo

Es la diferencia entre la expectativa relativa a los resultados de una
medicion y el valor aceptado como referencia. El sesgo es el error sistematico

total.

Para determinar este parametro se puede utilizar material de referencia,

material fortificado, material control o material ensayo de aptitud.

2.54.2. Precision

“Expresa cuan cerca estan los resultados de una serie repetida de ensayos
entre si. Estos ensayos se realizan bajo las mismas condiciones. La precision se
obtiene midiendo la repetibilidad, reproducibilidad y la precision intermedia de

medida”.1®

18 Eurolab Espafia. Guia Eurachem: La adecuacion al uso de los métodos analiticos — Una Guia
de laboratorio para la validacion de métodos y temas relacionados. p. 31.
19 |bid. p. 35.
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2.5.4.2.1. Repetibilidad
Grado de concordancia entre los resultados cuando las mediciones se
realizan por el mismo analista utilizando el mismo equipo en un intervalo corto de
tiempo.
2.5.4.2.2. Reproducibilidad
Es la variabilidad de los resultados de mediciones de este mesurando
realizadas en diferentes condiciones de medicion. Es decir que las mediciones
se realizan con analistas y equipos diferentes, laboratorios diferentes y en un
plazo prolongado de tiempo.

2.5.4.2.3. Precisién intermedia

Medida de la variabilidad en los resultados de mediciones realizadas en un

mismo laboratorio bajo condiciones.

2.55. Incertidumbre de medida

Es el parametro que caracteriza la dispersion de resultados que podrian ser

atribuidos razonablemente al valor asignado a la magnitud.
El resultado de una medicion es soOlo una estimacion del valor del
mensurando, y Unicamente se encuentra completo cuando esta acompafiado por

la incertidumbre de medicion.

En la practica existen numerosas fuentes posibles de incertidumbre en una

medicion, entre ellas:

15



Muestreo.

Efectos de la muestra: la muestra no es representativa de la magnitud
objeto de medicién o la muestra analizada no cuenta con el mensurando
definido.

Sesgos instrumentales: causados por las caracteristicas del equipo a
utilizar para realizar las medidas.

Valores inexactos de reactivos: patrones de medida o de los materiales de
referencia.

Analista: lectura sesgada de instrumentos analégicos.

Condiciones de medicion: conocimiento no adecuando sobre los efectos
de las condiciones ambientales sobre la medicion.

Figura 3. Relaciones entre algunos conceptos fundamentales

utilizados para describir la calidad de los resultados de

medicion
Tipo de error Descripeion cualitativa Medida cuantitativa
error sistematico —_— veracidad —_— sesgo
v
error (total) - exactitud N incertidumbre

T I T

. medidas de dispersion
error aleatorio —_— precision —_— (s, RSD...) en condiciones
especificadas

Fuente: Eurolab Espafia. Guia Eurachem: La adecuacion al uso de los métodos analiticos —

Una Guia de laboratorio para la validacion de métodos y temas relacionados. p. 30.
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2.6. Espectrometria UV-visible

Es un método analitico utilizado para determinar la concentracién de un compuesto
en solucién. Se basa en la capacidad de que tienen las moléculas de absorber
radiaciones que se encuentran dentro del espectro UV-visible, asi mismo que la
cantidad de luz absorbida es directamente proporcional a concentracion del
componente.

La absorcion de radiacion produce el espectro de absorcion, el cual proporciona
informacion relevante para determinar la composiciéon quimica, estructura y las
propiedades del compuesto.

Al momento que la luz es absorbida por una molécula, se da un salto desde un
estado energético basal, E1, a un estado con mayor energia, E2, Gnicamente se
absorbe la energia que permite el salto al estado excitado. Cada molécula se
distingue por una serie de estados excitados. Por lo tanto, una sefial de identidad
de estas es su espectro de absorcion, es decir la absorcién que a distintas
longitudes de onda presenta una determinada molécula.

En espectrofotometria de absorbancia se utiliza la radiacién electromagnética de
las regiones ultravioleta cercanas a 195-400nm y el visible entre 400 y 780 nm.20

Figura 4. Espectro electromagnético

400 nm 700 nm

Longitud de onda (metros) /
1018 10-12 0 e e——>

Rayos gama Rayos X ultravioleta infrarrojo microondas

Frecuencia (hertz)

' g 10" 107 107
energia (electron-voltios

0 1074 1078 10712

Fuente: DIAZ, Nieves Abril; BARCENA RUIZ, Antonio. Espectrofometria: Espectros de
absorcion y cuantificacion colorimétrica de biomoléculas. https://www.uco.es/dptos/bioquimica-
biol-mol/pdfs/08_ ESPECTROFOTOMETRIA.pdf. Consulta: 12 de octubre de 2020.

20 DjAZ, Nieves Abril; BARCENA RUIZ, Antonio. Espectrofometria: Espectros de absorcion y
cuantificacion  colorimétrica de  biomoléculas. https://www.uco.es/dptos/bioquimica-biol-
mol/pdfs/08_ ESPECTROFOTOMETRIA.pdf. Consulta: 12 de octubre de 2020.
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2.6.1. Transmitancia

Cuando un rayo de luz pasa a una determinada longitud de onda
perpendicularmente sobre una disolucion de un compuesto que absorbe luz, este
absorbe una parte de la radiacion incidente y deja pasar el resto. Cuando esta es

captada por un receptor posicionado al otro lado, es posible realizar la medicion.

La transmitancia de un componente en solucion es la relacion entre la
cantidad de luz transmitida que llega al detector una vez que ha atravesado la
muestra y la cantidad de luz que incidi6 sobre él.

2.6.2. Absorbancia

La absorbancia en un compuesto relacionado a la disolucion, ya que indica

la cantidad de luz absorbida por la sustancia.

18



3. DISENO METODOLOGICO

3.1. Variables

A continuacion, se describen las variables que fueron tomadas en

consideracion para el disefio metodoldgico.

o Variable independiente
o) Valoracion de hierro total en agua de consumo humano
o Variables dependiente
o Intervalo de trabajo
o Limite de deteccién
o Limite de cuantificacion
o Repetibilidad
o Precision intermedia
Tabla I. Variables
Variable Definicion tedrica Tip_o de Esca]a_ Fie Métofj(.),de Dimensionales Definicig’m Valores
variable medicion medicién estadistica
La valoracién de hierro
total es la obtencién de
Valoracion de la_ concentracion ~de Numérica Variable
hierro total analito en la muestra y | Cuantitativa de razon Espectrofotémetro | mg Fe/L independiente 0-x
se realiza por P
espectrofotometria
ultravioleta.
Intervalo en el cual el
Interv_alo de | método proporciona | o iotiva Numer]ca Grafico mg Fell Vanable_} 0-w
trabajo resultados con una de raz6n dependiente
incertidumbre aceptable
Concentracion mas
pequeiia del analito que
L|m|te” de puede;er detectada por Cuantitativa Numerlca Modelo matemaético | mg Fe/L Vanablg 0-e
deteccion el método con wuna de razén dependiente
certeza estadistica
razonable

19



Continuacion de la tabla I.

Nivel mas bajo en el cual
el desempefio del método
analitico es aceptable | Cuantitativa
para su aplicacion
prevista

Proximidad de la media
aritmética de los
Veracidad resultados generados por | Cuantitativa
un método y un valor
aceptado como referencia
Grado de concordancia
entre los  resultados
cuando las mediciones se
Repetibilidad | realizan por el mismo | Cuantitativa
analista utilizando el
mismo equipo en un
intervalo corto de tiempo
Medida de la variabilidad
en los resultados de

Numerlca Modelo matemaético | mg Fe/L Varlablg 0-
de raz6n dependiente

Limite de
cuantificacion

Numérica - o Variable
de raz6n Modelo matematico | % dependiente

Numérica | Coeficiente de Variable
. N % - 0-
de raz6n variacion dependiente

ﬁiﬂﬁg}a mediciones realizadas en | Cuantitativa 3‘:?;%? ANOVA - X:rlgr?clﬁente
un mismo laboratorio bajo P

condiciones

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.

3.2. Delimitacion del campo de estudio

El presente trabajo pretende aportar informacion a un laboratorio
especializado en el andlisis de agua en relacion con las caracteristicas de
desempefio de un método analitico para la determinacion de hierro total en agua
de consumo humano mediante espectrofotometria, con el fin que dicho método
sea validado. El laboratorio se encuentra en proceso de acreditacion por la Norma
ISO/IEC 17025:2017. Requisitos generales para la competencia de los
Laboratorios de ensayo y calibracion. La norma estipula que los laboratorios que

estan en proceso de acreditacion deben validar el método analitico.

Por lo que, el campo de estudio se basa en estimar el intervalo de trabajo,
limite de deteccion y de cuantificacion del método analitico mediante un analisis
grafico, asi mismo estimar la exactitud del método mediante la veracidad,

repetibilidad y precision intermedia.
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Al finalizar de estimar dichas caracteristicas se evaluara la aceptabilidad de

estas para inferir si el método analitico es apto para su uso previsto.

3.3. Recursos humanos disponibles

o Investigadora: Br. Cindy Maria Bonilla Medina

o Asesora: MA. Ing. William Eduardo Fagiani Cruz
o Co-asesor: MSc. Inga. Ana Rufina Herrera Soto
3.4. Recursos materiales disponibles

Para realizar mediciones fiables de la concentracion de hierro total de
diversas muestras de la matriz de agua potable, es necesario contar con el
equipo, cristaleria y reactivos adecuados.

3.4.1. Equipo

Se necesita la combinacion de un espectrofotdmetro VIS de alto rendimiento

con tecnologia RFID para obtener medidas fiables y trazables de analisis.

o DR 3900 Espectrofotometro

3.4.2. Cristaleria

La cristaleria necesaria para llevar a cabo el método debe de estar en

buenas condiciones y certificadas.

° Beackers

o Pipetas volumétricas
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o Celda de andlisis, cuadrada, de una pulgada, 10-mL.

3.4.3. Reactivos

Se debe de utilizar un reactivo que permita convertir todo el hierro soluble y

la mayoria de las formas insolubles de hierro de la muestra en hierro ferroso

soluble.
o FerroVer Iron Reagent Powder Pillow
3.5. Técnica cuantitativa

Para la evaluacion de las caracteristicas de desempefio a través de distintos
analisis se debe realizar la medicion de la concentracién de hierro total de

diversas muestras de la matriz de agua potable.

3.5.1. Determinacion de la concentracion de hierro total
o Seleccionar en la pantalla programas almacenados.
o Seleccion el test 265 Hierro FerroVer y dar inicio.
o Llenar una celda cuadrada de una pulgada con 10 mL de la muestra

utilizando una pipeta volumétrica.

o Anadir a celda del paso 3 el contenido de un sobre de reactivo de hierro
FerroVer Iron ReagentPowder Pillow.

o Agitar con rotacion para mezclar.

o Seleccionar en la pantalla de espectrofotbmetro el simbolo de
temporizador y pulsar OK. Comienza un periodo de reaccion de 3 minutos.

o Dejar reaccionar por 2 minutos extra si la muestra contiene 6xido de hierro

visible.
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Llenar otra celda cuadrada de una pulgada con 10mL de la muestra
utilizando una pipeta volumétrica.

Al finalizar el temporizador, limpiar bien el exterior de la celda del paso 8 y
colocarla en el soporte porta cubetas con la marca de llenado hacia la
derecha.

Seleccionar en la pantalla CERO, la pantalla indicara 0,00 mg/L Fe.
Limpiar bien el exterior de la celda del paso 4 y colocarla en el soporte
porta cubetas con la marca de llenado hacia la derecha.

Seleccionar en la pantalla MEDICION, la pantalla indicara el resultado de

la concentracion del hierro en mg/L Fe.

3.5.2. Determinacion del limite de deteccion y cuantificacion

del método analitico

Medir la concentracién de hierro total de una muestra blanco, es decir
matriz que no contenga cantidades detectables del analito.
Repetir 10 veces el paso 1.

Repetir del paso 1 al 2 con otras 2 muestra blanco.

3.5.3. Determinacion del rango lineal

Medir la concentracion de hierro total de una muestra blanco, es decir
matriz que no contenga cantidades detectables del analito.

Medir la concentracion de 6 patrones de calibracion. Las concentraciones
deben estar espaciadas uniformemente en el rango de interés.

Realizar 3 repeticiones del paso 1 al 2.

Graficar la respuesta en funcién de la concentracion de los patrones.

Identificar el rango lineal aproximado.
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3.5.4. Determinacion del intervalo de trabajo

Medir la concentracion de hierro total de una muestra blanco, es decir
matriz que no contenga cantidades detectables del analito.
Medir la concentracion de 6 patrones de calibracion. Las concentraciones
deben estar espaciadas uniformemente en el rango lineal.

Realizar 3 repeticiones del paso 1 al 2.

3.55. Determinacién de la veracidad del método analito

Medir la concentraciobn de hierro total de 3 materiales de referencia

utilizando el método candidato.

Repetir 10 veces el paso 1.

3.5.6. Determinacion de repetibilidad

Medir la concentracion de hierro total del material de referencia utilizando
el mismo equipo y analista, en un corto plazo de tiempo.

Repetir 6 veces el paso 1.

Realizar el paso 1 al 2 con otros 3 materiales de referencia. Las
concentraciones de los materiales deben estar espaciadas uniformemente

en el rango de interés.

3.5.7. Determinacion de precision intermedia

Medir la concentracion de hierro total del material de referencia utilizando

el mismo equipo y distinto analista, en un plazo prolongado de tiempo.

Repetir 6 veces el paso 1.
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o Realizar el paso 1 al 2 con otros 3 materiales de referencia. Las
concentraciones de los materiales deben estar espaciadas uniformemente

en el rango de interés.

3.6. Informacién recolectada

Para la evaluacion de las caracteristicas de desempefio a través de distintos
analisis se realiza la medicidén de la concentracién de hierro total de diversas

muestras de la matriz de agua potable.

Tabla Il. Determinacion de la concentracién de hierro total en agua
potable para la estimacién del limite de detecciény

cuantificacion

Muestra blanco | Concentracién (mg Fe/l)
0,020
0,010
0,010
0,020
0,010
0,010
0,020
0,010
0,020
0,020
0,000
0,000
0,020
0,020
2 0,000
0,020
0,000
0,020
0,020
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Continuacion de la tabla Il.

Muestra blanco | Concentracién (mg Fe/lL)
0,020
0,020
0,020
0,010
0,000
0,000
0,020
0,000
0,000
0,020

Fuente: elaboracion propia, segun datos obtenidos en Laboratorio 4Q.

Tabla 11l Determinacion de la concentracién de hierro total en agua
potable para la estimacion del rango lineal

Concentracion de .
No. de muestra referencia (mg Cor_1centra0|on
Fell) medida (mg Fe/L)

0,010

Blanco 0,000 0,000
0,010

0,840

1 0,500 0,630
0,530

1,000

2 1,000 1,040
1,010

1,510

3 1,500 1,590
1,510

2,270

4 2,000 2,130
2,010
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Continuacion de la tabla Ill.

Concentracion de -
. Concentracion
No. de muestra referencia (mg .
medida (mg Fe/L)
Fe/l)
2,710
5 2,500 2,660
2,680
3,030
6 3,000 3,010
3,110

Fuente: elaboracion propia, segun datos obtenidos en Laboratorio 4Q.

Tabla IV. Determinacion de la concentraciéon de hierro total en agua

potable para la estimacién del intervalo de trabajo

Concentracion de Concentracion
referencia (mg Fe/L) | medida (mg Fe/L)

0,010
Blanco 0,000 0,040
0,010
0,500
1 0,500 0,510
0,500
1,040
2 1,000 1,040
1,030
1,540
3 1,500 1,540
1,530
2,090
4 2,000 2,070
2,000

No. de muestra
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Continuacion de la tabla V.

No. de muestra Concer!tracién de Concentracién
referencia (mg Fe/L) | medida (mg Fe/l)
2,660
5 2,500 2,700
2,630
3,030
6 3,000 2,980
2,990

Fuente: elaboracion propia, segun datos obtenidos en Laboratorio 4Q.

Tabla V. Determinacion de la concentracion de hierro total en agua

potable para la estimacién de la veracidad

Concentraciéon de Concentracién
referencia (mg Fe/L) | medida (mg Fe/lL)
1,03
1,02
1,00
1,00
1,04
1,00
1,02
1,01
1,01
1,00
2,00
1,94
1,96
1,92
1,94
1,96
1,96
1,94
1,91
1,96

MR

1 1,00

2 2,00
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Continuacion de la tabla V.

Concentracién de Concentracion
referencia (mg Fe/L) | medida (mg Fe/lL)
2,86
2,83
2,90
2,84
2,87
2,90
2,85
2,90
2,88
2,86

MR

3 3,00

Fuente: elaboracion propia, segun datos obtenidos en Laboratorio 4Q.

Tabla VI. Determinacion de la concentracion de hierro total en agua

potable para la estimacién de la repetibilidad

MR Hora Concentracién de Concentracién
referencia (mg Fe/l) medida (mg Fe/L)
08:00 1,01
08:20 1,01
08:40 1,01
1 09:00 1,00 1,01
09:20 1,01
09:40 1,02
10:00 2,01
10:20 2,08
10:40 2,00
2 11:00 2,00 1,99
11:20 2,00
11:40 2,02
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Continuacion de la tabla VI.

MR Hora Concentracién de Concentracién
referencia (mg Fe/L) medida (mg Fe/L)
12:00 3,00
12:20 2,94
12:40 2,94
3 13:00 3,00 2,96
13:20 2,95
13:40 2,96

Fuente: elaboracion propia, segun datos obtenidos en Laboratorio 4Q.

Tabla VIl.  Determinacion de la concentracion de hierro total en agua

potable para la estimacion de la precisién intermedia, analista

1
Analista 1
Dia Hora Concen_tracién de Concentracion medida
referencia (mg Fe/L) (mg Fe/l)
7:00 1,040
8:00 1,090
9:00 1,020
1 1000 1,00 1,020
11:00 1,070
12:00 1,060
7:00 1,570
8:00 1,550
9:00 1,580
2 1000 1.50 1550
11:00 1,570
12:00 1,570
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Continuacion de la tabla VII.

Dia Hora Concer!tracién de Concentracién medida
referencia (mg Fe/lL) (mg Fell)
7:00 2,05
8:00 2,06
9:00 2,04
3 10:00 2,00 2,04
11:00 2,05
12:00 2,04

Fuente: elaboracion propia, segun datos obtenidos en Laboratorio 4Q.

Tabla VIII. Determinacion de la concentracién de hierro total en agua

potable parala estimacion de la precision intermedia, analista

2
Analista 2
Dia Hora Concentracién de | Concentracién medida
referencia (mg Fe/L) (mg Fe/lL)
7:00 1,040
8:00 1,020
9:00 1,020
1 10:00 1,00 1,000
11:00 1,000
12:00 1,020
7:00 1,560
8:00 1,550
9:00 1,550
2 10:00 1.50 1550
11:00 1,560
12:00 1,550
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Continuacion de la tabla VIII.

Dia Hora Concentracién de Concentracién medida
referencia (mg Fe/lL) (mg Fell)
7:00 1,960
8:00 2,140
9:00 1,980
3 10:00 2,00 2,000
11:00 2,010
12:00 2,090

Fuente: elaboracion propia, segun datos obtenidos en Laboratorio 4Q.

3.7. Tabulacién y ordenamiento de la informacion
Para la estimacion de las caracteristicas de desempefié se realiza el
andlisis de medidas replicadas de muestras blanco, asi como muestras de

referencia.

Tabla IX. Determinacion del limite de deteccién y cuantificacion

Concentracion So S’
medida (mg (mg (mg
Fell) Fell) Fell)
0,020
0,010
0,010
0,020
0,010
0,010
0,020
0,010
0,020
0,020

LOD
(mg Fell)

Muestra

blanco LOQ (mg FellL)

0,005 0,007 0,022 0,075
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Continuacion de la tabla IX.

Concentracion So S’
l\gllj::éga medida (mg (mg (mg (m;?:IZ/L) LOQ (mg FellL)
Fe/l) Fe/l) Fe/l)
0,000
0,000
0,020
0,020
0,000
2 0.020 0,010 0,015 0,044 0,146
0,000
0,020
0,020
0,020
0,020
0,020
0,020
0,010
0,000
3 0.000 0,010 0,014 0,042 0,141
0,020
0,000
0,000
0,020
X 0,036 0,120
Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.
Tabla X. Determinacion del rango lineal aproximado
No. de Concentraciéon d Concentracioén X
muestra | referencia (mg Fe/L) | medida (mg Fe/L) | (mg Fe/l)
0,010
Blanco 0,000 0,000 0,007
0,010
0,840
1 0,500 0,630 0,667
0,530
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Continuacion de la tabla X.

No. de Concentracién d Concentracién X
muestra | referencia (mg Fe/L) | medida (mg Fe/L) | (mg Fe/lL)
1,000
2 1,000 1,040 1,017
1,010
1,510
3 1,500 1,590 1,537
1,510
2,270
4 2,000 2,130 2,137
2,010
2,710
5 2,500 2,660 2,683
2,680
3,030
6 3,000 3,010 3,050
3,110

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.

Figura 5. Identificacién del rango lineal aproximado

3,000
2,500

2,000

FelL)
s
o
o

1,000

y =1,022x +0,0101
R? = 0,9983

0,500

Concentracion medida (mg

0,000
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000

Concentracion de referencia (mg Fe /L)

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.
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Figura 6. Residuales
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Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.

Tabla XI. Determinacion del intervalo de trabajo

No. de Concentracion de Concentracion

muestra referencia (mg Fe/L) | medida (mg Fe/lL) X (mg Fell)

0,010
Blanco 0,000 0,040 0,020
0,010

0,500
1 0,500 0,510 0,503
0,500

1,040
2 1,000 1,040 1,037
1,030

1,540
3 1,500 1,540 1,537
1,530

2,090
4 2,000 2,070 2,053
2,000

2,660
5 2,500 2,700 2,663
2,630
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Continuacion de la tabla XI.

No. de Concentracién de Concentracion _
muestra referencia (mg Fe/L) | medida (mg Fe/lL) X (mg Fell)
3,030
3,000 2,980 3,000
2,990

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.

Tabla XII. Determinacién de la veracidad

MR

Concentracion de
referencia

(mg Fe/l) medid

Concentracion

a (mg FellL)

X (mg FelL) | b (%)

1,030

1,020

1,000

1,000

1,040

1,000

1,000

1,020

1,010

1,010

1,000

1,013 1,300

2,000

1,940

1,960

1,920

1,940

2,000

1,960

1,960

1,940

1,910

1,960

1,949 2,550
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Continuacion de la tabla XII.

Concentracion de Concentracion
MR referencia . X (mg FelL) | b (%)
(mg Fell) medida (mg Fe/L)
2,860
2,830
2,900
2,840
2,870
3 3,000 2.900 2,870 4,370
2,850
2,900
2,880
2,860
X (mg Fell) 2,740
Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.
Tabla XIII. Determinacion de la repetibilidad
Concentracion | Concentracién X
MR | Hora | de referencia medida (mg o CV(%)
(mg Fell) (mg Fe/lL) Fell)
08:00 1,010
08:20 1,010
08:40 1,010
1 09-00 1,000 1,010 1,012 0,004 | 0,404
09:20 1,010
09:40 1,020
10:00 2,010
10:20 2,080
10:40 2,000
2 11-00 2,000 1.990 2,017 0,033 | 1,619
11:20 2,000
11:40 2,020
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Continuacion de la tabla XIII.

Concentracion | Concentracion X
MR | Hora | de referencia medida (mg o CV(%)
(mg Fell) (mg Fell) Fell)
12:00 3,000
12:20 2,940
12:40 2,940
3 3,000 ' 2,958 0,022 | 0,753
13:00 2,960
13:20 2,950
13:40 2,960
X (%) 0,925
Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.
Tabla XIV. Determinacion de la precision intermedia
ANALISIS DE VARIANZA CON MR 1
Origen delas | Sumade Grados de | Promedio de o Valor critico
S . F Probabilidad
variaciones | cuadrados libertad los cuadrados para F
HORAS 0,003 5,000 0,001 1,000 0,500 5,050
ANALISTAS 0,003 1,000 0,003 6,494 0,051 6,608
Error 0,003 5,000 0,001
Total 0,008 11,000
ANALISIS DE VARIANZA CON MR 2
Origen de las Suma de Grados de Promedio de . Valor critico
S . F Probabilidad
variaciones | cuadrados libertad los cuadrados para F
HORAS 0,000 5,000 0,000 1,585 0,789 5,050
ANALISTAS 0,005 1,000 0,005 5,976 0,004 6,608
Error 0,001 5,000 0,000
Total 0,006 11,000
ANALISIS DE VARIANZA CON MR 3
Origen de las Sumade Grados de Promedio de Valor critico
variaciones | cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
HORAS 0,014 5,000 0,003 1,235 0,411 5,050
ANALISTAS 0,001 1,000 0,001 0,377 0,566 6,608
Error 0,011 5,000 0,002
Total 0,026 11,000

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.
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3.8. Analisis estadistico

Mediante un andlisis de varianza de dos factores es posible determinar si

el origen de las muestras blanco provoca o no un cambio en la determinacion del

limite de deteccidn y cuantificacion el método analitico.

Criterio de aceptacion de hipotesis nula

Tabla XV.
Hipoétesis nula (Ho) M1 = M2 = U3
Hipotesis alternativa (Hi) M1 # P2 # M3
Criterio de aceptacion de Ho F < Feritico

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.

Andlisis de varianza de las muestras blanco utilizadas para la

Tabla XVI.
determinacion de LODy LOQ
Origen de Suma de Grados | Promedio de Valor
las cuadrados de los F Probabilidad critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre grupos | 8,67E-05 2,000 4,33E-05 0,557 0,579 3,354
Dentro de
los grupos 0,002 27,000 7,78E-05
Total 0,002 29,000

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.

39




Tabla XVII. Analisis de varianza de la veracidad calculada para los

destinos MR

Origen de las Sumade Grados de Promedio de . Va!or

e . F Probabilidad critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 47,557 2,000 23,779 16,517 0,000 3,354
Dentro de los

grupos 38,869 27,000 1,440

Total 86,427 29,000

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.
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4. RESULTADOS

Luego de realizar las medidas correspondientes de muestras de agua
potable con concentraciones conocidas de hierro total y muestras blanco, para
determinar las caracteristicas desempefio se obtuvieron los siguientes
resultados. Asi mismo se observa si las mismas cumplen con los criterios de

aceptabilidad.

Tabla XVIII. Caracteristicas de desempefio del método analitico

Caracteristica de
desempeiio Resultado
Intervalo de trabajo (mg Fe/L) 0,036 - 3,000
LOD (mg Fell) 0,036
LOQ (mg FelL) 0,120
Veracidad (b%) 2,740
Repetibilidad (CV%) 0,925
F Feritico
Presién intermedia (ANOVA) | Analistas | 1,273 | 5,050
Dias 4,282 | 6,608

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.
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Tabla XIX. Criterios de aceptacion de las caracteristicas de desempefio

Caracteristica de Criterio de No
desempefio aceptabilidad Cumple cumple

Intervalo de trabajo (mg Fe/L) N/A N/A N/A
LOD (mg Fe/L) N/A N/A N/A
LOQ (mg FelL) N/A N/A N/A
Veracidad (%) %b <10 % X
Repetibilidad (%) CV=< 3 %. X
Presion intermedia F < Feiitico X

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Excel 365.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Segun la tabla XIX el intervalo de trabajo, intervalo en el cual el método
proporciona resultados con una incertidumbre aceptable es 0,036 — 3,00 mg Fe/L.
El limite inferior del intervalo de trabajo esta determinado por el limite de
cuantificacion, LOQ. El limite superior del intervalo de trabajo esta definido por
las concentraciones a las cuales se observan anomalias significativas en la

sensibilidad analitica.

Para evaluar el limite de deteccién (LOD), se realiz6 el analisis de medidas
replicadas de muestras blanco, es decir matrices que no contienen cantidades
detectables del analito. Segun la tabla XIX la concentracibn mas pequeia del
analito que puede ser detectada por el método con una certeza estadistica

razonable es de 0,036 mg Fe/L

Segun la tabla XIX se establece que el nivel mas bajo en el cual el
desempefio del método analitico es aceptable para su aplicacion prevista es de
0,120 mg FelL.

La exactitud de medicidn expresa la proximidad de un Unico resultado a un
valor de referencia. La validacion de métodos investiga la exactitud de los
resultados evaluando los efectos sistematicos y aleatorios sobre resultados
individuales. Por lo tanto, la exactitud, en este trabajo, se estudia utilizando tres

componentes: veracidad, repetibilidad y precision intermedia.

La veracidad de mediciéon permite estimar la proximidad de la media de un

namero infinito de resultados producidos con el método analitico a un valor de
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referencia. Ya que no es posible realizar un namero infinito de mediciones, no se
puede medir la veracidad. Sin embargo, en este trabajo se realizo esta evaluacion
expresada cuantitativamente en términos de sesgo. El sesgo del método surge
de los errores sistematicos inherentes a éste, independientemente del laboratorio
que lo utilice. Segun la tabla XX, el resultado obtenido de sesgo cumple con el

criterio de aceptacion.

La repetibilidad permite conocer la mas pequefia variacion en los
resultados. Por ello para determinar dicha caracteristica de desempefio se realizd
un analisis de muestras con concentraciones conocidas por un solo analista
utilizando el mismo equipo en un corto plazo de tiempo. El valor del coeficiente
de variacion es frecuentemente utilizado como un indicador de la repetibilidad.
Valores muy bajos (inferiores a 1 %) reflejan muy buena repetibilidad. Valores
superiores a 3 % son indicadores de baja repetibilidad (Hurtado et al., 2017). En
la tabla XIX se puede observar que el CV obtenido fue menor al 1 %, por lo que
el método analitico refleja muy buena repetibilidad.

Otro término que permite estimar la variacion de los resultados es la
precision intermedia, esta caracteristica de desempefio ofrece una estimacion de
la variacion en los resultados cuando las mediciones se realizan en un solo
laboratorio, pero en condiciones que son mas variables que las condiciones de
repetibilidad, analistas diferentes y mediciones realizadas en un plazo prolongado

de tiempo.

Para evaluar la presion intermedia se realizé un analisis de varianza de los
datos obtenidos, el cual permite observar cémo varia la concentracion medida
dependiendo del analista sin diferenciar el tiempo transcurrido entre medicion,
asi como estudiar como se comporta la concentracion medida dependiendo del

tiempo trascurrido entre mediciones sin diferenciar el analista. Segun la tabla XIX
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y tabla XX se observa que para ambos estudios se cumple el criterio de

aceptacion, por lo que el método cuenta con precision intermedia.

Segun la seccion de andlisis estadistico se establece que el origen de las
muestras blanco no provoca un cambio en la determinacion del limite de
deteccidén y cuantificacion el método analitico. También se establece que el
origen de las muestras de referencia provoca un cambio en la estimacion de la

veracidad del método analitico.
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CONCLUSIONES

El estudio demostré que el método analitico para la determinacion de
hierro total en agua de consumo humano mediante espectrofotometria es

apto para continuar el proceso de validacion de este.

El intervalo en el cual el método proporciona resultados con una
incertidumbre aceptable es 0,036 — 3,00 mg Fe/L. El limite de deteccién y
cuantificacion del método es de 0.036 mg Fe/L y 0,120 mg FellL,

respectivamente.

La veracidad expresada cuantitativamente en términos de sesgo cumple
con los criterios de aceptabilidad, por lo que método analitico para la
determinacién de hierro total en agua de consumo humano mediante

espectrofotometria es veraz.

El método es repetible y preciso bajo las condiciones de trabajo

establecidas.

Las caracteristicas de desempefio del método cumplen con los criterios de

aceptacion, por lo que el mismo es apto para su uso previsto.
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RECOMENDACIONES

Trabajar bajo las mismas condiciones propuestas en este trabajo para
garantizar la confiabilidad de los resultados, ya que la modificacion de
una o varias condiciones implica una nueva determinacion de las

caracteristicas de desempefio

Conocer las indicaciones del manual del fabricante para obtener
informacion especifica sobre el mantenimiento y buen funcionamiento del

equipo de trabajo.
Implementar un sistema de gestion bajo la norma ISO/IEC 17025 en el

laboratorio para asegura que los ensayos cumplan con los criterios de

calidad y fiabilidad que el cliente exige y necesita.
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APENDICES

Apéndice 1. Requisitos académicos

Propiedades
Extensivas e
Intensivas

Quimica 3

Quimica
Error de medicion

Andlisis
Cuantitativo
Métodos Analiticos

en el Analisis
Cuantitativo

Area de Laboratorio de Absorcion
Fisicoquimica Fisicoquimica 2 UV-Vis

Ingenieria Quimica

Tipos de muestras

de agua
Calidad del
agua
Area de Constituyentes del
Ciencias agua
Basicas y
Complemetarias

Analisis

Estadisitica 2 estadistico

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Visio 2019.
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Apéndice 2. Arbol de problemas

EFECTOS

CAUSAS

Falta de competitividad en el
mercado

No se le demuestra al cliente que
el laboratorio tiene la capacidad de

Pérdida de tiempo, dinero y

generar resultados validos ecurses
No se garantiza la No se garantiza la fiabilidad de Falta de productividad del
competencia técnica del los resultados analiticos laboratorio

laboratorio

y —

UN LABORATORIO DE ENSAYO CARECE DE LA ACREDITACION CON LA NORMA ISO/IEC 17025:2015
DEL METODO ANALITICO QUE DETERMINA LA PRESENCIA DE HIERRO TOTAL EN AGUA PARA
CONSUMO HUMANO MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA

v 1
Requisitos no No existe la validacion
adecuados para el del método
sistema de gestion
| ' l
Control no adecuado Falta de planificacion de Falta de la determinacion Falta de la validacion
de los documentos ya acciones para abordar los de las caracteristicas de del procedimiento
existentes riesgos y oportunidades desempefio del método utilizado

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Visio 2019.
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Apéndice 3. Mediciones realizadas con espectrofotémetro

Medicion | Opciones
i

Fuente: elaboracion propia, toma de espectrometro, Laboratorio 4Q.

Apéndice 4. Reaccibdn entre el reactivo FerroVer Iron Reagent Powder Pillow

y materiales de referencias a distintas concentraciones

MR = 0.5 mg Fe/L MR=15mgFe/L MR =2.5mgFe/L MR =3 mg Fe/L

Fuente: elaboracion propia, toma de muestras, Laboratorio 4Q.
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Apéndice 5. Métodos y modelos de los datos segun tipo de variables

Limite de deteccidén

LOD =3 x s,
(Barwick et al., 2016)

Donde:
LOD = Limite de deteccion
S o = Desviacion estandar considerando el promedio

Limite de cuantificacion

LOQ = kg * s,
(Barwick et al., 2016)

Donde
LOQ = Limite de cuantificacion
ko = Factor, el valor por defecto para ko es 10

Desviacion estandar considerando el promedio

r _ S0

S, =
° Vn
(Barwick et al., 2016)

Donde:
S o = Desviacion estandar considerando el promedio
n = ndamero de réplicas promediadas en el uso de rutina.

Rango lineal
o Graficar la respuesta en funcién de la concentracion
o Examinar visualmente para identificar el rango lineal aproximado y los

limites superior e inferior del intervalo de trabajo.

58




Continuacién del apéndice 5.

Concentracion medida en funcién de la muestra de ensayo

L

Concentracion medida

1007

= =
[}
i

Bl

Intervalo de @~ ——»

trabajo

—

-

LOO

-

I [ [ [
20 40 | &0 100

Concentracion de la muestra de ensayo

Fuente: Eurolab Espafia. Guia Eurachem: La adecuacion al uso de los métodos analiticos —

Una Guia de laboratorio para la validacion de métodos y temas relacionados. p. 31.

Valores atipicos

o Graficar la respuesta en funcién de la concentracién
o Examinar visualmente para determinar valores atipicos que quiza no se

reflejen en la regresion.
o Calcular la regresion adecuada.
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Continuacién del apéndice 5.

13.  Concentracion medida en funcién de la muestra de ensayo

100

L
=
1

bl 7

L

Concentracion medida

0 | I I I
0 20 40 Ll &l 100

Concentracion de la muestra de ensayo

Fuente: Eurolab Espafia. Guia Eurachem: La adecuacion al uso de los métodos analiticos —
Una Guia de laboratorio para la validacion de métodos y temas relacionados. p. 34.

Residual

R = Yops — Yeal

Donde:

R = Residual

Yops = Valor observado de y

Y.a1 = Valor calculado de y pronosticado por la linea recta, para cada valor de
X
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Continuacién del apéndice 5.

Residuos en funcion del nUmero de ejecuciones

2’1|---|---:---:---:---:---u

1,1

:

0,1

fl

residuos

03

[T T T T T T T T[T T T T[T T 7T
F ul
| T T N T B T A B A B B B

-13

K

el
=t

§ 12 16 20
nimero de ejecuciones

fan)
= |

Fuente: Eurolab Espafia. Guia Eurachem: La adecuacion al uso de los métodos analiticos —
Una Guia de laboratorio para la validacion de métodos y temas relacionados. p. 35.

Veracidad a través del sesgo

X —Xx
b(%) = —"L x 100
xref
Fuente: (Barwick et al., 2016)

Donde

b(%) = Sesgo en términos de porcentaje
X = Media de los resultados

xrer = Valor de referencia

Repetibilidad a través del coeficiente de variacién

So
CV(%) = r * 100
Fuente: (Arriola, 2012)
Donde

spo= Desviacion estandar
x = Media de los resultados

Fuente: elaboracion propia, empleando Microsoft Word 365.
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