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RESUMEN

La validacion de métodos analiticos dentro del laboratorio de analisis
fisicoquimico de agua para consumo humano, es un aspecto importante para el
cumplimiento del marco regulatorio. Validar el método de la 1,5-
Difenilcarbohidrazida por espectrofotometria visible garantiza la integridad de los
datos recolectados y las buenas practicas. EI método utilizado es oficial fue
adoptado por Hach Company como el método N° 8023, el reactivo es conocido
como ChromaVer® 3 y reacciona con el Cromo Hexavalente formando un
complejo colorimétrico que es proporcional a su concentracion, obteniendo
resultados que fueron sometidos a un andlisis estadistico.

El desarrollo analitico se realizé de acuerdo a las especificaciones establecidas
en la Guia de Validacion del Organismo Salvadorefio de Acreditacion (OSA). El
método es Normalizado por lo que los parametros de desempefio que fueron
estudiados son linealidad, exactitud, precision, limites e incertidumbre. Una parte
implicita en la linealidad fue la verificacion del rango de trabajo, el cual al
demostrar una tendencia lineal evidencia que cumple los requisitos y es apto para
su uso en toda la validacion. La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio
Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad
de El Salvador desde febrero del 2020 hasta octubre del 2022.

Los resultados fueron evaluados de acuerdo a criterios mostrando que la
linealidad presenta un coeficiente de determinacion de r?> = 0.9999 , ademas con
el enfoque hipotético y analisis de varianza se acepta que el modelo es lineal, la
exactitud en cuanto a los datos obtenidos fueron lo mas parecidos al valor de
referencia presentando una X de 0.9814, el CV de la precision en términos de
repetibilidad es del 0.1%, estando por debajo del criterio del 5% y en el caso de
la precision intermedia en el analisis de varianza entre los dos grupos, Fcalculado
es menor que Ftabia ( 0.36<4.41) por lo que no existe una diferencia entre ambas
variables, en cuanto la medicion de limites la cuantificacion sera hasta una
concentracion de 0.007 mg/L y la deteccién hasta 0.002 mg/L, mientras la
incertidumbre de todas la mediciones realizadas queda representada por 0.0088
mg/L considerando un factor de cobertura k=2. El método validado cumple en
todos los parametros demostrando obtener integridad, confiabilidad y seguridad
de los resultados, pero a su vez es recomendable establecer su periodo de
valides y asegurar que el método siga cumpliendo con el propdosito definido.
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1.0 INTRODUCCION.

El Cromo Hexavalente es el segundo metal mas comun y téxico en las fuentes
de agua, por lo que se considera peligroso para el medio ambiente y la salud
humana. Entre sus propiedades, resalta la anti-degradacién que facilita su
bioacumulacién provocando que se precipite con facilidad en capas superficiales
del suelo y cuerpos de agua.

Con el uso creciente de Cromo Hexavalente en materiales utilizados en las
industrias del cuero, pintura y textil, la exposicibn humana a este metal es posible
a través de la inhalacion, los alimentos y el agua potable, lo que presenta un
riesgo potencial. Algunos de los problemas de salud que puede causar
incluyen reacciones alérgicas, erupciones - cutaneas, - irritacion, hemorragias
nasales, indigestion, Ulceras, cancer de pulmoén e incluso la muerte. En cuanto a
su impacto ambiental, en altas concentraciones el Cromo Hexavalente se
acumula en plantas aumentando la probabilidad de plagas y provocando en
animales severos efectos negativos como enfermedades, defectos de
nacimiento, infertilidad y formacion de tumores. En este sentido, de acuerdo al
Reglamento Técnico Salvadorefio RTS 13.02.01:14 Agua. Agua de consumo
humano. Requisitos de calidad e inocuidad. Se establece que el limite maximo
permisible para agua de consumo humano del metal Cromo es de 0.05 mg/mL.

La importancia de realizar la validacién radica en dos puntos importantes, primero
es adaptar el método a las condiciones del laboratorio en términos de uso de
materiales y equipos, y segundo, asegurar los resultados, pues en la actualidad
la aplicacion de estos métodos ha incrementado convirtiéndose en una
necesidad.

El laboratorio de aguas cuenta con la certificacion para realizar este tipo de
analisis, pero es preciso ir implementando cada vez mas metodologias que
demuestren que los métodos con los que se cuentan tienen las caracteristicas de
funcionamiento adecuados a los requerimientos normativos para su aplicacion.

En vista de seguir aumentando métodos que cumplan estos requisitos de se ha
validado el método para la determinacion del contenido de Cromo Hexavalente
en una matriz de agua potable del sistema del alcantarillado publico que abastece
a la Universidad de El Salvador en San Salvador.
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El estudio se realizd espectrofotométricamente utilizando el reactivo ChromaVer
3 de Hach, método N° 8023, edicion 1, este es aceptado por U.S. Environmental
Protection Agency (USEPA) y adaptado por Standard Methods For the
Examination of Water and Wastewater como 3500 Cr B.

El tipo de validacion es prospectiva para meétodos normalizados, las
caracteristicas y criterios de desempefio se establecieron de acuerdo con los
lineamientos de la guia de validacion de métodos analiticos fisicoquimicos del
Organismo Salvadorefio de Acreditacion (OSA); en un periodo de estudio que
abarco de febrero 2020 a octubre de 2022 en el Laboratorio Fisicoquimico de
Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador,
obteniendo resultados que demostraron mediante las pruebas y su respectivo
estadistico la capacidad, confiabilidad, reproducibilidad, optimizacién vy
estandarizacion del método, por lo que, puede utilizarse en dicho laboratorio para
el propadsito previsto.
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2.1

2.2

2.0 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Validar el método de 1,5-Difenilcarbohidrazida para la determinacién de
Cromo Hexavalente en agua de consumo humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

224

Realizar el protocolo de validacion correspondiente al método de
1,5-Difenilcarbohidrazida para la determinacion de Cromo
Hexavalente en el rango de 0.010 a 0.700 mg/L Cr6*,

Evaluar los parametros de desempefio (linealidad, exactitud,
precision, limites e incertidumbre) para el método de la 1,5-
Difenilcarbohidrazida para la determinacion de Cromo Hexavalente.

Analizar los resultados de cada parametro mediante tratamiento
estadistico para determinar el cumplimiento de los criterios de
aceptacion y la capacidad del método en el andlisis de muestras de
agua de consumo humano.

Realizar el informe de la validacion del método de 1,5-
Difenilcarbohidrazida para la determinacion de Cromo Hexavalente.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Elagua. o

El agua es un compuesto con propiedades Unicas de gran importancia para la
vida, la naturaleza y el determinante exclusivo de los procesos fisicos, quimicos
y biologicos que gobiernan el medio natural. Es una molécula sencilla por atomos
pequefios, dos de hidrogeno y uno de oxigeno, unidos por enlaces covalentes
muy fuertes que hacen que la molécula sea muy estable.

El agua es el elemento mas importante de la vida y el desarrollo de todos los
seres Vivos, pero, la escasez de agua dulce a nivel mundial es un tema que
deberia tratarse como prioridad, debido a que en relacién con la cantidad total de
agua en el planeta: sélo un 3%, del cual menos del 1% es accesible para el
consumo humano, el resto se encuentra congelada en los glaciares o a grandes
profundidades.

Esta limitante con respecto al agua dulce lleva a una preocupacion mayor, el
agua potable o agua apta para el consumo humano, que, segun un estudio de la
Organizacion de las Naciones Unidas, de los 6,250 millones de habitantes
solamente 5,150 millones de habitantes tienen acceso, es decir que existen 1,100
millones que carecen de este vital liquido.

En El Salvador, asi como en otras partes del mundo, las principales razones por
las que esta situacion se agrava son: el derroche indiscriminado de agua potable
y la falta de herramientas educativas para crear conciencia sobre el uso
adecuado y su conservacion.

3.1.1 Propiedades fisicoquimicas del agua. @

El agua es un elemento del que dependen todos, estan vital que, desde un criterio
fisicoquimico, sus temperaturas de transformacién de un estado a otro han sido
tomadas como puntos fijos de referencia, a pesar de que su punto de congelacion
(0°C) vy ebulliciobn (100°C), sean anormales debido a las asociaciones
moleculares.

A temperatura ambiente, el agua es incolora, inodora, e insipida y en grandes
volimenes posee una tonalidad azul debido a la refraccion de la luz al
atravesarla.
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La densidad del agua es casi igual a la unidad (0.9999 g/mL a 20°C), su tension
superficial varia con la temperatura, disminuyendo desde 75.5 dinas/cm a 0°C
hasta un valor nulo en el punto critico (aquel en el coexisten los tres estados
fisicos de la sustancia), asi como los gases disueltos y con la presencia de otras
sustancias presentes en el agua. El valor del pH de aguas superficiales esta entre
6.00 - 8.50, siendo las aguas subterraneas mas acidas que las superficiales.

Teniendo una alta capacidad calorifica con un minimo de 34-35°C, actia como
bomba de calor en la regulacion del clima de la tierra, es asi como los océanos
actian como termostatos realizando un transito reversible de energia, desde las
aguas calidas hacia las zonas frias. El agua posee una alta reactividad que se
pone en manifiesto en su poder de disolucion de materiales. Un proceso de
disolucién implica el cambio en propiedades fisicas y quimicas de la disolucion
ya constituida, con respecto tanto al soluto como el propio disolvente.

La temperatura del agua se establece por la absorcién de radiacién en las capas
superiores del liquido. Las variaciones de la temperatura afectan a la solubilidad
de sales y gases en agua, y en general a todas sus propiedades, tanto fisicas
como microbiolégicas. La conductividad es producida por los electrolitos disueltos
en agua y en ella influye: terrenos drenados, composicién mineraldgica, tiempo
de contacto, gases disueltos, pH, y todo lo que afecte a la solubilidad de las sales.
El agua a temperatura ambiente, es incolora, inodora, e insipida y en grandes
volumenes posee una tonalidad azul debido a la refraccion de la luz al
atravesarla.

3.1.2 Contaminacion del agua. @

La Organizacion Mundial de la Salud define la contaminacion del agua de la
siguiente manera: “Debe considerarse que el agua esta contaminada cuando su
composicién o su estado estan alterados de tal modo que ya no relnen las
condiciones a una u otra o al conjunto de utilizaciones a las que se hubiera
destinado en su estado natural. En otras palabras, es cualquier cambio quimico,
fisico o bioldgico en la calidad del agua que tiene un efecto dafiino en todos los
organismos que vivan o la consuman. Por lo tanto, se considera que una persona
puede experimentar graves problemas de salud cuando bebe agua contaminada.

Existen varios tipos de agentes contaminantes del agua, siendo los primeros los
patdgenos. Estos incluyen: bacterias, virus, protozoos y los parasitos que
ingresan desde los sistemas de aguas residuales y las aguas residuales sin tratar
al alcantarillado de distribucion.
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El segundo tipo de contaminantes del agua son los que consumen oxigeno y se
dividen en: nitratos, fosfatos y bacterias; los primeros son considerados
nutrientes solubles, pero en una concentracioén constante en el agua promueven
el crecimiento de algas, que inicialmente pueden ser una forma de vida acuéatica,
pero si crecen en exceso, serian peligrosas debido a la demanda de oxigeno que
pueden necesitar; por otro lado, las bacterias descomponen los desechos, por
lo que requieren grandes cantidades de oxigeno para absorber causando
desabastecimiento hasta el punto en que otras formas de vida acuética mueren.

El tercer grupo de contaminantes del agua son los agentes contaminantes
inorganicos disueltos, como acidos, sales y metales téxicos. Grandes cantidades
de estos compuestos haran que el agua deje de ser categorizada como potable
y provocar ademas la muerte de la vida acuatica.

3.1.3 Contaminacién del agua con metales pesados. ¢

Los metales pesados son componentes naturales de la corteza terrestre, no
pueden ser degradados o destruidos, algunos metales pesados (por ejemplo,
cobre, selenio, zinc) son esenciales para mantener el metabolismo del cuerpo
humano. Sin embargo, a concentraciones mas altas pueden conducir a la
intoxicacion. Metal pesado se refiere a cualquier elemento quimico metalico que
tiene una densidad relativamente alta y es téxico o venenoso en concentraciones
bajas. ElI envenenamiento por metales pesados podria resultar, por ejemplo, de
la contaminacién del agua de consumo (tuberias de plomo), las concentraciones
en el aire por estar cerca de las fuentes de emision, o la ingesta a través de la
cadena alimentaria.

3.1.4 Contaminacién del agua potable con Cromo Hexavalente. .3

El Cromo Hexavalente es un metal de importante uso industrial en diversos
productos y diferentes procesos; suele encontrarse en dos estados estructurales
distintos y muy estables, el Cromo Ill o Trivalente y Cromo VI o Hexavalente, pero
es el Cromo en su estado de oxidacion +6 considerado el mas peligroso incluso
en pequefas cantidades. El cuadro N° 1 resume algunas de las propiedades por
la cual se diferencian segun su estructura.

Las fuentes importantes de contaminacion por Cromo Hexavalente son las
relacionadas con el ambiente ocupacional, las cuales han incrementado
considerablemente con el aumento del desarrollo industrial, entre las principales
actividades relacionadas con la contaminacion se pueden mencionar la mineria
y la industria.
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En la industria, el Cromo Hexavalente se utiliza principalmente en el
revestimiento de metales (cromados) con fines estéticos, para decoracion y para
cambios de color de distintos materiales. Ademas, este elemento es un
importante agente en los procesos de curtido de pieles y tratamiento de maderas.
Otras industrias que aumentan el riesgo de contaminacion por Cromo
Hexavalente se pueden mencionar las del cemento, colorantes, construccion,
curtidurias, metalurgia, pinturas (anticorrosivas) y material fotogréfico.

Cuadro N° 1. Propiedades del Cromo Trivalente y Hexavalente.

. CROMO
CARACTERISTICA CROMO TRIVALENTE HEXAVALENTE
Color Verde Naranja
Muta génico No Si
Carcinogénico No Si
Considerado residuo peligroso .
(EE.UU.) No S
Consi [ i
iderado residuo peligroso No Sj
(Europa)
Poder Curtiente Si No
Elemento esencial para el
metabolismo de seres Si No

humanos

Si: Carnes rojas, pollo,
Presente en alimentos lentejas, nueces, yema No
de huevo, etc.

Transformacion natural No, es muy estable No

3.1.4.1 Efectos del Cromo Hexavalente sobre la salud. ¢

Las personas pueden estar expuestas al Cromo Hexavalente o con compuestos
del metal a través de la inhalacion, los alimentos o bebidas y a través del contacto
directo de la piel. La mayoria de las personas consumen alimentos que contienen
Cromo Il la via principal de ingerir Cromo trivalente, ocurre de forma natural a
través de vegetales, frutas, carnes, levaduras y cereales.
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El Cromo en estado de oxidacién +3 es un nutriente esencial para el ser humano
y su deficiencia puede causar enfermedades cardiacas y algunos trastornos
metabdlicos como la diabetes. Pero incluso ingerir demasiado Cromo Il puede
causar efectos en la salud, como erupciones en la piel, por lo que, aunque este
sea esencial debe consumirse en condiciones moderadas.

El contenido de Cromo puede variar debido a las diferentes formas de cocinar y
almacenar los alimentos, por ejemplo, cuando se almacenan en latas o frascos
de acero, las concentraciones de Cromo pueden aumentar e incluso cambiar su
estado de oxidacion lo que puede tener un efecto marcado en la salud. Por otro
lado, el agua potable que es tan esencial para la vida deberia no contener o
contener Cromo Hexavalente que este dentro de los limites permisibles, por lo
gue es necesario tener en cuenta que si una fuente puede estar contaminada
seria un acto imprescindible verificar la ausencia del peligroso Cromo (VI).

El Cromo (VI) representa un eminente riesgo para la salud humana,
especialmente para quienes trabajan en la industria siderurgica y textil, el
problema es conocido ya que causa varios efectos sobre la salud. Puede causar
reacciones alérgicas como erupcidén cutanea en contacto con la piel, al ser
inhalado puede producir irritacion nasal y sangrado.

Otros problemas de salud a causa del Cromo (VI) o hexavalente son:
- Erupciones cutaneas
- Malestar de estdbmago y Ulceras
- Problemas respiratorios
- Debilitamiento del sistema inmune
- Dafio en los rifiones e higado
- Alteracion del material genético
- Cancer de pulmén
- Muerte

3.1.4.2 Efectos del Cromo Hexavalente sobre el ambiente

Una fuente de agua se considera contaminado o polucionado, cuando la
composicién o el estado de sus aguas son directa o indirectamente modificadas
por la actividad del hombre, en una medida tal, que disminuye la facilidad de
utilizacién para todos aquellos fines, o algunos de ellos, a los que podrian servir
en estado natural. @
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El Cromo Hexavalente también puede liberarse al medio ambiente durante la
combustion de gas natural, petréleo crudo o carbon, la descarga de aguas
urbanas e industriales y por la contaminacion de los recursos agricolas y
ganaderos, al no permanecer ni formar parte de la atmdsfera se deposita en el
suelo y el agua cambiando de una forma a otra, dependiendo de las condiciones
presentes causando que los canales superficiales y cuerpos de agua se
contaminen hasta el punto de ser insuficientes los procesos de auto depuracion
de los mismos.

En el Salvador existen entidades reguladoras encargadas de controlar sectores
o industrias que ofrecen servicios béasicos para los ciudadanos y exigir su
cumplimiento, dentro de ellas podemos mencionar la Norma Salvadorefia NSO
13.07.01:08 Agua. Agua potable ) y el Reglamento Técnico Salvadorefio RTS
13.02.01:14 Agua. Agua de Consumo Humano. Requisitos de Calidad e
Inocuidad. )

Dentro de sus requisitos de limites permisibles de calidad fisico quimicos para
sustancias quimicas de tipo inorganico de alto riesgo para la salud y para agua
de consumo, establece que el metal Cromo Hexavalente puede estar presente
en un maximo de 0,05 mg/L, ademas incorpora que, para efecto de control de
calidad por parte del administrador de agua, se aceptaran:

- Analisis realizados en el Laboratorio Nacional de Referencia o Laboratorios
acreditados que cuenten con la certificacion para el andlisis a realizar,
también

- Debe realizarse un andlisis con una frecuencia de cada afio (intermedio) y
cada tres afios (completo) para determinar el parametro del sistema, debido
a que la presencia de esta sustancia toxica es un peligro latente para la salud
del ser humano. g

3.2 Principios de espectroscopia. ¢.s

Los espectrofotometros UV-VIS son instrumentos de laboratorio utilizados para
analisis cualitativos y cuantitativos de compuestos quimicos, estas técnicas de
analisis tienen gran importancia para los diferentes sectores de la industria, estas
industrias son: quimica, farmacéutica, entre muchas otras.
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Una de las principales utilidades del espectrofotometro es que tiene la capacidad
de proyectar un haz de luz monocromatica (de una longitud de onda particular) a
través de una muestra y medir la cantidad de luz que es absorbida por dicha
muestra. Como también la relacion de la intensidad del color en una muestra y
su relacion a la cantidad de soluto dentro de la misma.

3.2.1 Espectrofotometria UV-Visible. @

La espectrofotometria UV-Visible se basa en la medicion de propiedades Opticas
gue derivan de la interaccién de la radiacion electromagnética con la materia
como la absorcién y emision de luz (asi como la luminiscencia), entendiéndose
como luz aquella porcion del espectro electromagnético que se maneja con
espejos y lentes, es decir las regiones ultravioleta y visible.

Estos métodos se desarrollaron rapidamente a partir de la segunda mitad del
siglo 20 debido a la imperiosa necesidad de incrementar caracteristicas como
sensibilidad, selectividad, limite de deteccién, asi como la rapidez y a capacidad
de automatizacion para el andlisis de gran cantidad de muestras en tiempo
razonable. Un ejemplo lo da el control del ambiente que ha forzado a niveles
extremos el desarrollo de nuevas técnicas y métodos capaces de analizar nuevos
analitos que estan presentes en diversas matrices en muy pequefias cantidades
con pocos o0 ningun problema de interferencia en el analisis.

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

3.2.2 Absorcion de luz por las moléculas. ¢

Toda molécula, tanto en fase gaseosa como en solucion, posee una energia
cuantica interna (Eint) compuesta por las energias electronica (Ee-), vibracional
(Evib) y rotacional (Erot) y la misma se puede representar como:

Eint = Ee- + Evib + Erot

Segun la teoria cuantica, en una molécula estas energias son independientes
entre si y estan cuantizadas, es decir que pueden tomar solo ciertos y
determinados valores “permitidos” por los perfiles energéticos de las mismas. Por
otro lado, la misma teoria cuantica considera a la “/luz” como un fendmeno de
naturaleza dual (materia-onda), es decir que esta luz esta compuesta por unas
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particulas llamadas fotones que poseen energia definida por la frecuencia v (o
longitud de onda A) de la onda asociada al foton segun la ley de Planck.

E=hv=hxc/A

De la expresion anterior donde h es la constante de Plank, v es la frecuenciay c
la velocidad de la luz se deduce que la energia del fotén varia inversamente
proporcional con la longitud de onda A. Esta cantidad de energia que posee el
fotdn es la que determinara si una especie quimica adsorbera la radiacion de esa
longitud de onda.

La region Visible del espectro (350 a 750nm) interactia con los electrones de
valencia de las moléculas modificando la energia electronica y el contenido
definido de energia de los fotones sienta las bases para la selectividad en el
proceso de absorcion.

Frecuencia en hertz

w0 10" 10 10" oM 10 1 1 1 1 10t

i DE-'Jf

Rayos cosmicas

Rayos gamma

Rayos « Ondas Hertzianas
Ukrawvioleta
Inframajo
Fadar
Loz wisible Fhi
Televizsion
400 s00 600 70O Onda corta
Langitud de onda en nm Eadiadifusian
Tansmision
energia eléctrica
L] l-14l l-12l l_ll:ll I-El ._E]. l-4l I_El L] L] L] El l4l L] 6. L] S
10 10 10 10 10 10 10 1 10 10 10 10

Longitud de onda en metros

Figura N°1. Espectro Electromagnético.
3.2.3 Espectrofotometria de absorciéon molecular ultravioleta-visible. @

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

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

3.2.4 Ley de Lamberty Beer. o

La ley que rige los espectros cuantitativos de la absorcion de luz es la ley de
Lambert y Beer, la cual establece que, bajo ciertas condiciones experimentales
fijas como longitud de onda de la radiacion, camino Optico, temperatura entre
otras, la Absorbancia de la especie quimica varia directamente con la
concentracion segun la relacion:

A=logP°/P=e,1*b*C

Donde Po y P son las potencias luminicas incidente y emergente del medio
quimico, gn) es el coeficiente de extincion molar, o absortividad molar, b es el
trayecto 6ptico (cm) y C la concentracién molar (M).

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

Para una seccioén transversal molecular promedio de 10-1®* cm?y una transicion
electronica de alta probabilidad, el valor de gn) puede alcanzar un valor maximo
del orden de 10°.

Siendo g una caracteristica propia de la especie quimica que bajo ciertas
condiciones experimentales permanece constante, al igual que el trayecto optico,
que por lo general es 1 cm, entonces la expresion de la ley se transforma en:
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A=K=*C
Donde:
A= absorbancia de la muestra
K= es una constante que depende de la longitud de onda usada, de la sustancia
gue se analiza y del espesor de la celda usada.
C= concentracion de la muestra.

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

A=a+ (K*C)

Esta ecuacién representa la recta de calibracion realizada a partir de patrones de
concentracion conocida y la misma debe ser calculada a partir del método de los
minimos cuadrados con el que se obtiene la ecuacién de la recta mas probable
que pasa por los puntos determinados. De la misma se obtiene la concentracion
del analito por la expresion:

C = (A_a)/K

En el que C es la concentracion de la muestra, A absorbancia de la muestra, a
absorbancias de reactivos y solventes, otras interacciones y K es una constante
gue depende de la longitud de onda usada, de la sustancia que se analiza y del
espesor de la celda usada

3.2.5 Limitaciones dela Ley de Lamberty Beer. @

La ley de Lambert y Beer es una ley limite la cual exige condiciones casi ideales,
particularmente en lo que concierne a la monocromaticidad de la radiacién
utilizada, los niveles de concentracion inferiores a 0.01M y donde no debe haber
ningun fenémeno distinto al fendbmeno de absorcion de luz con la sustancia a
medir, en la Figura N°. 2 se ejemplifican estas desviaciones.
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Desviacion Ideal
Positiva
Desviacion
Negativa

Absorbancia

Concentracion

Figura N° 2. Desviaciones a la ley de Beer. i

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

- Limitaciones fundamentales: Es una ley limitante solo para concentraciones
bajas de analitos menores de 0.01M. A concentraciones muy altas las especies
absorbentes pierden su independencia, esto es al aproximarse demasiado las
moléculas interaccionan entre si provocando que cambien sus propiedades
eléctricas.

- Interferencias quimicas: La cuales se producen como consecuencia de la
asociacioén, disociacion o reaccion de las especies de interés, estas presentan
una dependencia fundamentalmente del pH de la solucion, de la cantidad de
concentracion del complejante y del Buffer, en fin, todos los factores que
pudieran afectar el equilibrio de la reaccion.

- Interferencias espectrales: la cual es debido a la radiacibn no monocromaética,
es decir no se emite una sola longitud de onda, para que se cumpla debe existir
un solo coeficiente de absortividad en el intervalo de A £ AA.
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- Interferencias instrumentales: provocado por errores de lectura que siempre
se producen, pero se hacen mas graves a valores pequefios o muy grandes de
absorbancias. También es provocada por la radiacidn parasita la cual es aquella
gue llega al detector y no procede de la muestra, esta se agrava mas a valores
altos de absorbancias y es provocada por polvos, por reflexiones o por defectos
del sistema Optico.

Ly, Pérdidas por dispesion
enla solucion
—

Haz incidente P 0

Haz Incidente

IEI 328 Haz emergente,
Po A P

" Haz emergente P

Pérdidas por
refexionen

|as interfases Pérdidas por reflexion

- :
\ enlas interfases

Figura N° 3. Ejemplos de interferencias instrumentales en la ley de Beer debido
a los efectos de la muestra y las celdas. ¢

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

La condicion de monocromaticidad es dificil de realizar experimentalmente y lo
gue se logra es aislar un rango de longitudes de onda, el cual debe ser entonces
lo mas estrecho posible y las mejores condiciones de medicidn se obtienen
cuando esta se realiza en el maximo de la curva.

Fuera de estas condiciones exigidas por la ley de Beer se producen desviaciones
de la linealidad las cuales pueden ser positivas 0 negativas.
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3.2.6 Instrumentacién utilizada en la espectrofotometria UV-Visible.

Los instrumentos utilizados en la espectrofotometria UV-Visible son los
fotometros y espectrofotometros, los cuales estan formados por distintos
componentes: una fuente de radiacion (fuente fotdnica), un sistema éptico de
lentes y espejos para la colimacion y direccion del haz luminoso, un dispositivo
seleccionador de la longitud de onda (monocromador), un porta muestra (celda),
el detector de la radiacion (detector fotonico) y procesador de la seiial.

Finalmente, la sefal procesada se puede presentar de manera digital en una
pantalla o display. En la Figura N° 4 se muestra un esquema general de un
sistema espectrofotométrico.

A. Lafuente foténica continda. ¢

La fuente de radiacidén debe proporcionar una salida luminosa potente, constante
y uniforme sobre una amplia regidn espectral. Las lamparas incandescentes
como el filamento de wolframio-halégeno se usan para el caso del rango visible
(A > 350 nm) mientras que para el rango ultravioleta (190 nm < A <400 nm) se
utiliza una lampara de deuterio o de hidrogeno.

Muchos espectrofotometros estan dotados de ambos tipos de lamparas a fin de
cubrir todo el rango util de la porcion ultravioleta y visible del espectro.

B. ElI monocromador. ¢

El monocromador es parte fundamental de un espectrofotometro, su tarea es la
de seleccionar un haz de radiacion con un ancho de banda y potencia definidos.
Este contiene diversos componentes como rendijas de entrada y salida
(regulables o fijas), espejos colimadores y localizadores, ademas de un elemento
dispersor, que puede ser un prisma o una red de difraccion plana.

El prisma como elemento dispersor fue sustituido ya hace mucho tiempo por las
redes de difraccion planas ya que, para obtener buen poder de resolucion, de
captacion de la luz y de dispersion se requiere de prismas grandes que puedan
medir con precision las lineas discretas en los espectros de emisién o las bandas
de absorcion.
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C. Celdasy porta muestras. ¢

Las celdas en el porta muestras son en general de base cuadrada de 1 cm de
lado y paredes perfectamente paralelas y perpendiculares entre si. Dos paredes
funcionan como “las ventanas” y las mismas deben ser transparentes en el rango
espectral de trabajo, para el rango visible son confeccionadas de vidrio o plastico
y de cuarzo para el rango ultravioleta, pero existen celdas cilindricas de 1 a varios
centimetros de espesor.

Las celdas de medicién pueden ser la causa de algunas interferencias fisicas
como dispersion de luz por ralladuras o absorcion parcial del haz de luz por grasa
0 sucio en las paredes. Igualmente, el mal posicionamiento de las mismas impide
gue el haz de luz incida realmente perpendicular a la ventana de la celda, lo que
hace b # 1 cm.

Algunos fotometros estan equipados con celdas redondas las cuales tienen la
desventaja de que pueden quedar mal posicionadas con respecto al haz de luz 'y
el camino Optico disminuye, con lo que la absorbancia medida también sera
menor.

Se pueden encontrar en el mercado gran diversidad de celdas para distintas
aplicaciones como técnicas de flujo continuo, termostatizadas, celdas
desmontables, celdas para gases, entre otras.

D. El detector foténico y procesamiento de la sefial. ¢

El detector fotdnica es un traductor éptico electrénico que convierte el impulso
luminico en un impulso eléctrico, cuya intensidad debe ser proporcional a la
intensidad luminosa que incide sobre él, el mismo debe poseer alta sensibilidad,
debe tener una respuesta lineal en un amplio rango espectral, producir una sefial
gue se pueda amplificar y tener bajo nivel de ruido algunas de estas
caracteristicas pertenecen a los tubos fotoemisores

El detector fotdnico mas utilizado en los espectrofotdmetros modernos es el tubo
fotomultiplicador, aunque algunos estan provistos con arreglo de diodos, son una
combinacion de un céatodo fotoemisor y una cadena interna de dinodos
multiplicadores de electrones. Sin embargo, el primero presenta mejores
caracteristicas de sensibilidad y rango lineal.
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Descripciéon de los componentes

Q 1 Lampara de (filamento de)
""" tungsteno
2 Ranura de entrada
; 3 Vidrio de proteccién contra el calor
\ / 4 Reticula
: 5 Ranura de salida

© / 6 Lente
7 Rueda de filtro

- _/® 8 Espejo divisor
_ pe)

9 Elemento de referencia

[\ N m— |j Eg’% 10 Compartimento para celdas 2
/L 11 Lente
g ® 12 Elemento de medicién
®) © 13 Compartimento para celdas 1
) 14 Diodo LED

Figura N° 4. Esquema de un fotdmetro de haz simple Hach DR2700. (1

La ventaja del espectrofotometro multicanal, radica en la velocidad con que se
pueden obtener los espectros en todo dominio espectral con respecto a los
instrumentos secuenciales clasicos. Por ultimo, la sefial saliente del detector
debe ser trabajada. El sistema de medida y procesamiento de los datos depende
del tipo de instrumento, modo de operacion, detector y la forma final que deberia
tomar la sefal procesada. El procesamiento puede comprender diferentes
transformaciones como amplificacion, divisibn de tensidn, conversiones
corriente-tension o analdgico-digital, operaciones matematicas como integracion,
logaritmos y diferenciacion.

3.2.7 Aplicaciones de la espectrofotometria UV-Visible. @

La espectrofotometria UV-visible es una de las metodologias analiticas
cuantitativas mas utilizadas para la determinacién de especies quimicas, a nivel
de trazas. Esto se debe a que muchas de estas especies, tanto organicas como
inorganicas, poseen caracteristicas espectrales de absorcion en esta region del
espectro electromagnético. Las aplicaciones de esta metodologia se encuentran
en muchos campos y dominios de la actividad social y econOmica, procesos
industriales, agricultura, medicina y ciencias de la salud, ingenieria ambiental,
ciencia de los alimentos, ciencia de suelos, investigacion basica y aplicada, entre
otros.
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Su uso permite la determinacion cuantitativa de muchas sustancias quimicas que
pueden ir desde metales hasta farmacos y sustancias organicas de interés
bioldgico, la realizacion de estudios cinéticos de reacciones lentas en solucién,
la determinacion de curvas de titulacion, por otro lado, la recopilacion de
espectros de absorcion en bases de datos permite la identificacion de sustancias
y la determinacion de su grado de pureza.

El andlisis espectrofotométrico UV-Visible es aplicable al andlisis de trazas que
se encuentran a niveles de concentracion entre 10# y 10° M, pudiéndose
determinar inclusive trazas a niveles de hasta 107 M. Para determinaciones
cuantitativas de calidad se requiere de instrumentos de calidad y mucha
rigurosidad en el tratamiento de la muestra y los patrones.

3.2.8 Espectrofotémetro Hach DR 2700. 2

El espectrofotometro esta disefiado para trabajo en el laboratorio o andlisis de
campo en la determinacién de multiples analitos. El instrumento es capaz de
medir mas de 300 sustancias o caracteristicas. Posee un rango de longitud de
onda multiple que va desde 400 a 900 nm, con una precision de = 1,5 nm,
resolucién de 1 nm y ancho de banda maximo de 5 nm (ver Anexo N° 1y 2).

Los modos de lectura incluyen transmitancia, absorbancia, y concentracion.

PARTES DEL EQUIPO

A. Pantalla tactil

B. Control de
encendido/apagado.

C. Compartimiento de la
muestra.

D. Compartimiento de
ldamparas.

Figura N°5. Partes del equipo espectrofotométrico HACH DR2700. (12
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3.2.9 Principio del método. (1314

El método para la determinacion de Cromo Hexavalente, establece que el analito
absorbe la maxima intensidad de luz en la region visible a una longitud de onda
de 540 nm en el espectrofotometro. Este método utiliza una formulacion de polvo
seco conocido como reactivo de Cromo (ChromaVer 3), que contiene un tampén
acido combinado con 1,5-Difenilcarbohidrazida y que reacciona en presencia de
Cromo Hexavalente cambiando de incoloro a purpura.

La transferencia de electrones entre las especies quimicas provoca una reaccion
oxido reduccion en la que el Cromo VI se reduce a Cromo Il (ver Figura N°6) en
solucion &cida, produciendo un complejo cromaoforo de color purpura. La reaccion
es muy sensible y la capacidad de absorcion molar basada en el Cromo es de
aproximadamente 40,000 L/g.cm.

' 0 ! 0 (llr(lll)
N, J\ N -2 NQ J’L _N
Difenilcarbohidrazida Difenilcarbazona

Figura N° 6. Reaccion de 1,5-Difenilcarbazona con Cromo Hexavalente.

La reaccion con Difenilcarbohidrazida puede verse influenciada por una serie de
elementos que pueden estar en estado de oxidacién +6, por ejemplo, las sales
Hexavalentes de Molibdeno y Mercurio reaccionaran con el reactivo para formar
el complejo con el reactivo, pero la intensidad sera mucho menor que la del
Cromo al pH especificado.

Se pueden tolerar concentraciones de Mo o Hg de hasta 200 mg/L. El vanadio es
una fuerte interferencia, pero las concentraciones de hasta 10 veces mas altas
que la del Cromo no causaran errores analiticos significativos.

El hierro en concentraciones superiores a 1 mg/L puede producir un color
amarillo, pero el color del ion férrico (Fe3*) no es fuerte y normalmente no se
encuentra dificultad si la absorbancia se mide fotométricamente a la longitud de
onda apropiada.
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3.3 Validacion de métodos analiticos. @s17)

Los laboratorios del sector quimico, industrial, farmacéutico y ambiental deben
cumplir con los estandares establecidos por la organizacion que los controla o
certifica y necesitan de la implementacion de sistemas que puedan asegurar la
calidad, con el propdsito de lograr el mas alto nivel de confiabilidad, tanto en
términos de materiales, equipos y metodologias como en la calidad de los datos
gue se generan a partir de ellos. Uno de los factores claves que proveen calidad
a los laboratorios es el empleo de métodos analiticos validados.

La validacion de un método analitico es un proceso mediante el cual se
demuestra por analisis de laboratorios que las capacidades del método cumple
con los requisitos para la aplicacion analitica prevista; es decir, es idoneo para
un proposito, se define como la confirmacion mediante el suministro de evidencia
objetiva de que se cumplen los requisitos para un uso o aplicacion especifica, o
como un proceso de verificacidbn de que un método es adecuado para resolver
un problema analitico en particular.

La validacion incluye la identificacion de fuentes de variabilidad y de error
sistematico de un procedimiento, no sélo dentro de la calibracion sino también en
el analisis de muestras reales.

En la practica de laboratorio se utilizan diferentes tipos de validacion: Validacion
Prospectiva, Validacion Retrospectiva y Revalidacion.

- Validacion prospectiva: se aplica cuando se elabora un método analitico. Es
tipica de los laboratorios de investigaciones y desarrollo comprendidos en el
estudio de todos los atributos analiticos necesarios para demostrar el buen
funcionamiento del método

- Validacion retrospectiva: se aplica a métodos no validados previamente y de
los que se tiene una amplia historia de resultados. Suele efectuarse en los
laboratorios de control.

- Revalidacion: se emplea cuando un método analitico, previamente validado
se ha introducido un cambio significativo. Los parametros analiticos a estudiar
se deciden en funcion del tipo de cambio efectuado.
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3.3.1 Ventajas de la validacion de un proceso analitico

Dentro de las ventajas que se pueden demostrar de una validacion para un
meétodo analitico podemos mencionar:

- Comprobar que los métodos son adecuados para su uso.

- Proporcionar un conocimiento y entendimiento profundo del método analitico.
- Minimizar fallos y repeticiones, con lo que se ahorran costos asociados

- Cumplimiento con las exigencias legales (Regulatoria).

- Da seguridad y confianza en los resultados obtenidos de los analisis

- Desempefio profesional analitico con responsabilidad.

3.3.2 Razones por las cuales es necesario validar un método

Los laboratorios necesitan justificar el aseguramiento de la calidad que disponen
y demostrar de que sus métodos analiticos proporcionan resultados fiables,
como esta existen otras razones en las que es necesario validar tales como:

- Sevalida cuando se ha desarrollado un nuevo método analitico.

- Cuando un método ya ha sido revisado, pero se requiere incorporar mejoras
0 extenderlo a un nuevo problema

- Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que sus pardmetros
de desempefio son adecuados para el uso en un problema analitico
especifico.

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

3.3.3 Requisitos de la validacion

Para llevar a cabo la validacion de un método y que su aplicacion analitica sea la
prevista debemos tomar en cuenta lo siguiente:

- Cumplir con buenas practicas de laboratorio.

- Adecuacion de los instrumentos, lo cual requiere de su respectiva calificacion
y calibracion (la evidencia de toda calibracion esta plasmada en un
certificado original).

- Adecuacion de los materiales, patrones de referencias confiables, reactivos
y cristaleria.
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Calificacion del personal, por medio de un récord de entrenamiento y
seguimiento

Adecuacién de documentacion de protocolo de validacion e informe de
validacion y certificado de validacion.

3.3.4 Pasos de lavalidacion

Cada validacion de un método cosiste en el desarrollo de tres pasos:

Establecimiento del protocolo de validacion.

Cuando se realiza una validacion de un método analitico es necesario contar
con la documentacién que sea capaz de evidenciar el objetivo, definicion del
tema a validar, la identificacion de parametros, el disefio del plan
experimental y los criterios de aceptacion. Este debe ser especifico para
determinado método; debiendo ir fechado y firmado por los responsables de
la validacion y la aprobacién del mismo.

Realizacion de la validacion.

La validacion abarca varios componentes para obtener datos de calidad
estos van desde la verificacién de calibraciones y materiales de referencias
hasta la calificacion de instrumentos analiticos en esta investigacién no se
incluye ninguna evidencia del estado de algunos requerimientos pero
contamos con que el laboratorio esta acreditado por ende cumple con todo
lo necesario para llevar a cabo los estudios experimentales y demostrar
cientificamente que el procedimiento analitico posee las caracteristicas de
desempeiio adecuadas.

Elaboracion del informe.

El informe de validacion tiene por objeto verificar que todos los datos se
comparen con los criterios o0 datos de origen también tiene el propdsito de
exponer un resumen total de los datos por cada determinacion y facilite
evaluar los resultados.

3.4 Protocolo de validacion. g

El protocolo de validacién se realiza en base a los parametros de desempefio a
estudiar, se documenta el resultado obtenido del desarrollo de cada parametro
en estudio y se verificar si cumple con los criterios de aceptacion
correspondientes.
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Segun el organismo Salvadorefio de Acreditacion OSA, la clasificacion del
método se diferencia en tres casos, en los que la dificultad de la validacién
aumenta del primero al tercero:

- Método Normalizado: Se trata de un método de ensayo normalizado, que se
aplica exactamente como esta descrito en referencias reconocidas
internacionalmente. Ejemplos de referencias reconocidas: USP, FEUM, EP,
BP, JP, IP, AOAC, Standard Methods, EPA, PAM, CIPAC, ASTM, ASHTO,
ISO, Codex Alimentarius, FDA, FAO, CE, USDA, otras referencias seran
evaluadas.

- Método Normalizado Modificado: Se trata de una modificacion a un método
de ensayo normalizado. Ejemplos: un método de extraccion diferente o la
aplicacion del método en una matriz diferente a la indicada, aplicacion del
método en rangos distintos de trabajo.

- Método No Normalizado: Se trata de un método de ensayo que no se
encuentra en referencias reconocidas internacionalmente.

Al evidenciar con documentos que un procedimiento analitico conducird con un
alto grado de seguridad a la obtencién de resultados precisos y exactos dentro
de las especificaciones y atributos de calidad previamente establecidos debe
cumplir con objetivos como los que se detallan en el cuadro N° 2 en los que vera
reflejado las diferencia entre los procedimientos segun sea el caso:

Cuadro N° 2. Objetivos de la validacion segun el tipo de procedimiento de ensayo

Método de ensayo Objetivo de la validacion

Caso 1: Comprobacion de que el laboratorio domina el ensayo y lo
Método Normalizado utiliza correctamente.

Comprobacion de que la modificacion introducida en el

Caso 2: método original no afecta la capacidad del laboratorio para

Método normalizado proporcionar resultados confiables. Ejemplos: Cambio del

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

Comprobacién de que el método cumple con las

i Casois: _ caracteristicas necesarias para dar resultados confiables
Método no normalizado para el fin propuesto.




43

En el cuadro N° 3, se registran los parametros a validar para métodos
Normalizados con lo que segun el organismo Salvadorefio de Acreditacion OSA
se lograra examinar si el método es adecuado para su aplicacion en los analisis
en que se procedan.

Cuadro N° 3. Parametros a Validar para métodos Normalizados.

Parametros/Método Cuantificacion de componentes
Selectividad / Especificidad No
Linealidad Si
Exactitud Si
Precision Si
Limite de Deteccion +
Limite de Cuantificacion Si
Robustez No
Incertidumbre Si
+: Puede o no requerirse, dependiendo de la naturaleza del analisis o rango a validar.
Nota: si la referencia indica los pardmetros de desempefio a evaluar cuando se realicen
modificaciones a los métodos, el laboratorio podra evaluar al menos estos pardmetros.

El procedimiento exacto de ejecucion del método analitico se encuentra en el
Protocolo de Validacion en el cual se desarrolla un plan experimental que
contiene las especificaciones y los diversos parametros que aplican de acuerdo
a la categoria a la que pertenece.

3.5 Evaluacién de los parametros de desempefio del método

Las pruebas de evaluacion de desempefio indican el rendimiento eficiente de un
método analitico, dado a que estos parametros son las propiedades
caracteristicas o capacidades cuantificables que indican su grado de calidad.

3.5.1 Linealidad. s

La linealidad es un parametro donde se mide la capacidad de un método analitico
para producir resultados que son proporcionales a la concentracion o cantidad
del analito dentro de un rango dado. Se determina por procesamiento matematico
de los resultados obtenidos del analisis del analito en diferentes cantidades o
concentraciones. La eleccion del rango y el nimero de puntos de prueba esta
estrechamente relacionada con el método utilizado. s
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Para utilizar este parametro en la cuantificacibn de un principio activo, se
recomienda de 3 a 5 niveles de concentracion experimentales, mientras que para
aplicarlo para la determinacion de un analito es necesario series de repeticiones
que incluya de 5 a 7 concentraciones cubriendo el intervalo de trabajo.

Las concentraciones recomendadas para analizar segun la guia de validacion
deben de ser de 0% a 150% del valor de la especificacion en este caso el valor
limite de trazas que recomiendan las normas. En general, se utiliza un minimo de
5 niveles de concentraciones.

Los resultados de la lectura de estas concentraciones se utilizan para determinar
cualitativamente el rango lineal graficando una curva de regresion @q. El
comportamiento lineal se observa cuando la cantidad o concentracion del analito
se mostrara en el eje "X y la respuesta del analito en el eje "'y en el que puede
ser la absorbancia o concentracion para métodos espectrofotométricos, area o

altura para cromatografia o cantidad de valorante gastado para titulacién

Para considerar que el método es lineal es necesario establecer los criterios de
regresion que demuestren el estado lineal a lo largo de las observaciones, la
mejor forma sera realizando una prueba estadistica de "'t de Student™” en el que
el valor de "'t calculado™ se compara con el valor tabulado de 't de tabla™ para
el nivel de significacion utilizado y con n-2 grados de libertad donde n
corresponde al numero total de determinaciones de "y".

El coeficiente de correlacion debe ser mayor o igual que 0,999, la pendiente en
el intervalo de trabajo tiene que incluir al 1 y el intercepto debe incluir al cero para
cumplir con el requisito de proporcionalidad como se exige para el cumplimiento
de la ley de Lambert-Beer en los métodos espectrofotométricos.

En un modelo lineal se debe considerar los residuales que no son mas que la
diferencia entre el valor obtenido cuando ya se ha realizado los ajustes y el valor
de referencia es decir un patron. Los valores se representan en un grafico donde
la coordenada “"x”* ser& la concentracion teorica y la coordenada 'y sera el
residual, su analisis permite determinar si existen datos andmalos (outliers) o
atipicos.

En cuanto a la representacion grafica anterior, se debe verificar algunos aspectos
tales como:
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— El nimero de residuales positivos sea aproximadamente igual al nUmero
de residuales negativos.

— Los residuales tienen que estar distribuido aleatoriamente.

— No deben mostrar tendencia.

3.5.2 Exactitud. @s1s20)

La evaluacién practica de la exactitud (veracidad) se fundamenta en la
comparacion de la media de los resultados de un método con relacion a valores
conocidos, es decir, la veracidad se determina contra un valor de referencia.

Se dispone de dos técnicas basicas:

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

- Comparacién con otro método caracterizado.

El objetivo de este parametro es producir resultados lo mas cerca posible del
valor real reflejando a su paso el sesgo o error en la tendencia a encontrar la
concentracion que se requiere.

Otra facultad de la exactitud es que es un excelente detector de interferencia que
puede presentarse por excesiva o insuficiente selectividad e identificAndose por
la variabilidad de los resultados por ejemplo cuando se utilizan métodos analiticos
muy laboriosos y con muchas etapas como extraccion, purificacion, existe la
posibilidad de un falso positivo considerando al método inexacto o engafioso.
Para verificar la exactitud utilizando un material de referencia, se determina la
media y la desviacion estandar de una serie de réplicas de una prueba y se
compara contra el valor caracterizado del material de referencia.

El material de referencia ideal seria un material certificado de matriz natural, muy
semejante a la muestra de interés. Claramente la disponibilidad de éstos
materiales es limitada. Los materiales de referencia para una validacion pueden
ser:

- Preparados por adicion de materiales tipicos con materiales de referencia con
pureza certificada u otros materiales de pureza y estabilidad adecuada.

- Materiales tipicos bien caracterizados, de estabilidad verificada internamente
y conservados para control de calidad interno.
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3.5.3 Precision. gs2y

La precision es medida mediante la repetibilidad, reproducibilidad y precision
intermedia este parametro se encarga de comprobar que los resultados de
pruebas analiticas repetidas realizadas en una muestra homogénea son iguales
entre si.

La repetibilidad estudia la variabilidad del método efectuando una serie de
andlisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas (un mismo
analista, mismos aparatos y reactivos, etc.) en un mismo laboratorio y en un
periodo de tiempo corto y la precision intermedia se estudia la variabilidad del
método efectuando una serie de analisis sobre la misma muestra, pero en
condiciones operativas diferentes (diferentes analistas, aparatos, dias, etc.) y en
un mismo laboratorio.

Los parametros estadisticos que caracteriza a la repetibilidad es la desviacion
estandar, el coeficiente de variacion y/o una prueba de homogeneidad de
varianza en donde se demuestre de que si as varianzas son homogéneas el
factor cantidad o concentracion de la muestra no influye en la determinacion.

Otra estimacion que permite evaluar es la incertidumbre en la estimaciéon de la
media, es decir, el error aleatorio que se corresponde con la dispersion de los
datos alrededor de la media.

En la reproducibilidad se estudia la variabilidad del método bajo condiciones
operativas diferentes y en distintos laboratorios. Esto aplica en caso de
organizaciones con diferentes laboratorios y/o cuando se requiera transferir
métodos.

Este parametro aplica Gnicamente a laboratorios que tienen cedes con las cuales
poder compararse. También aplica si se cuenta con historial en pruebas de
intercomparacion para el ensayo en estudio.

El andlisis matematico es el mismo que para la repetibilidad. El coeficiente de
variacion en el estudio de la reproducibilidad debe ser igual o mayor que el
obtenido en el estudio de repetibilidad para la misma cantidad o concentracién
debido a la mayor fuente de error que existe en la reproducibilidad.



47

3.5.4 Limites. @s22)

Cuando las mediciones se realizan a concentraciones bajas, existen tres
conceptos generales a considerar. En primer lugar, puede ser necesario
establecer un valor de resultado que es considerado un nivel de analito
significativamente diferente de cero. Regularmente, alguna accion es requerida
a este nivel, tal como declarar un material contaminado. Este nivel es conocido
como “valor critico” o “limite de decisién”, en segundo lugar, es importante
conocer la concentracion mas baja del analito que puede ser detectada por el
método a un nivel de confianza especificado. Es decir, ¢a qué concentracion real
se excedera con seguridad el valor critico descrito anteriormente? Los términos
como “limite de deteccion” (LoD), “valor minimo detectable”, son utilizados para
este concepto. En tercer lugar, es adicionalmente importante establecer el nivel
mas bajo en el cual el desempefio es aceptable para una aplicacion tipica. Este
tercer concepto usualmente es referido como el limite de cuantificacion (LoQ).

También es necesario distinguir entre el limite de deteccion del instrumento y el
limite de deteccion del método. El limite de deteccion del instrumento puede
basarse en el andlisis de una muestra, usualmente un blanco de reactivo,
sometido directamente al instrumento (es decir, omitiendo cualquier paso de
preparacion de muestra), o en la relacion sefial/ruido. Para obtener el limite de
deteccidén de un método, debe basarse en el andlisis de muestras que hayan sido
sometidas a todo el proceso de medicion obteniendo resultados calculados con
la misma ecuacion que para las muestras de ensayo. El dato mas util para la
validacion del método es el limite de deteccion del método.

Estos parametros se relacionan con la cantidad de analito requerida para dar un
resultado significativo, cualitativo o cuantitativo. Segun Un resultado "positivo" no
es suficiente para que el analista considere detectado un analito. Se precisa,
ademas, conocer el limite de deteccion en las condiciones del método; de lo
contrario se puede incurrir en un falso positivo, es decir, suponer el analito
presente en la muestra cuando de hecho no lo esta.

El limite de Cuantificacién es un término cuantitativo (menor cantidad medible)
mientras que el limite de deteccion es cualitativo (menor cantidad detectable).
Numeéricamente es mayor el limite de cuantificacion y representa la menor
cantidad de analito que puede analizarse con un % de coeficiente de variacion y
de recuperacion aceptables. Concentraciones menores pueden detectarse, pero
no cuantificarse.
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3.5.5 Incertidumbre. @327

La incertidumbre es un intervalo asociado con un resultado de medida que
expresa el rango de valores que razonablemente pueden atribuirse a la cantidad
gue se esta midiendo. Una estimacion de la incertidumbre debe tener en cuenta
todos los efectos reconocidos que operan en el resultado. Las incertidumbres
asociadas con cada efecto se combinan de acuerdo con procedimientos bien
establecidos. Se describen varios enfoques para obtener una estimacién de la
incertidumbre de los resultados de las mediciones quimicas. Estos tienen en
cuenta:

— La precision a largo plazo global del método (es decir, la precision
intermedia o la reproducibilidad);

— El sesgo y su incertidumbre, incluyendo la incertidumbre estadistica que
corresponde a las medidas de sesgo, y la incertidumbre en el valor de
referencia;

— Lacalibracién de equipos. Las incertidumbres asociadas con la calibracién
de equipos tales como pipetas y matraces volumétricos son a menudo
insignificantemente pequefia en comparacion con la precision global y la
incertidumbre en el sesgo. Si esto se puede verificar entonces las
incertidumbres de calibracién no necesitan ser incluidas en la estimacion
de la incertidumbre;

— Cualquier efecto significativo que opera ademas de lo anterior

Cuando la contribucién de los efectos individuales es importante, sera necesario
tener en cuenta las contribuciones individuales de todos los efectos individuales
por separado. Se debe de tomar en cuenta que sujetos pueden entrar en
consideracion adicional de los efectos fuera del alcance de un estudio
colaborativo. (s

La desviacion estandar de reproducibilidad configura una estimacién de trabajo
de la incertidumbre tipica combinada siempre que:

- El sesgo del laboratorio, medido en los materiales aplicables es pequefio
con respecto a la desviacion estandar de la reproducibilidad,
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- La repetibilidad interna es comparable con la repetibilidad del método
estandar, y

- La precision intermedia del laboratorio no es mayor que la desviacion
estandar de la reproducibilidad publicada.

3.6 Elaboracion del informe de validacion. ae

Luego del procedimiento de validacién se debe contar con documentacion que
respalde de que el protocolo se ha verificado en la practica y los resultados que
se han obtenido aseguran una alta confiabilidad

El principal objetivo de un informe es presentar la informacion suficiente para
poder concluir acerca de la validacion que se ha desarrollado, debe de reunir y
sintetizar los registros, resultados y la evaluacion de lo que se realiz6 a través de
las directrices establecidas en el Protocolo de Validacion.

Este documento ordena la informacion sobre los resultados primarios y
estadisticos de cada parametro, la discusion de los resultados y las conclusiones
de la validacion. También es importante que incluya como anexo, todas aquellas
pruebas que hagan constar el estado validado como resultados de los equipos,
bitacoras u hojas de pesada.

El alcance de un informe es cumplir con los requerimientos y difundir de manera
mas practica el cumplimiento de los parametros junto a los resultados que
respaldan la validacion del método.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio
El estudio que se realizo fue de tipo:

- Experimental: la validacion del método de 1,5- Difenilcarbohidrazida para la
determinacion de Cromo Hexavalente se elaboré y se adapto a las condiciones
especificas del Laboratorio de Andlisis Fisicoquimico de Aguas de la Facultad
de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador.

- Transversal: la investigacion se realizdé en un tiempo definido comprendido
entre febrero del 2020 hasta octubre del 2022, la validacion logro estudiar el
problema en el presente y podra utilizarse a largo plazo.

- Prospectivo: a medida se desarroll6 la validacion del método se cumplié con
cada objetivo del estudio. Ademas, este trabajo podra tener aplicacién util en
el futuro ya que aporto informacién veridica y confiable.

4.2 Investigacion bibliografica

Se realiz6 en las siguientes bibliotecas:

- "Dr. Benjamin Orozco" Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de
El Salvador.

- Central de la Universidad de El Salvador (UES)
- Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM)
- Recursos electronicos del portal: biblioteca.ues.edu.sv

- Internet

4.3 Ambito de aplicacion

La validacion del método 1,5-Difenilcarbohidracida fue desarrollado en el
Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de EI Salvador. El estudio se realizO para obtener evidencia
documental y demostrativa de que el método analitico produjo resultados dentro
de los intervalos y parametros definidos, logrando que fuera lo suficientemente
confiable y reproducible para continuar cumpliendo el propésito requerido en este
laboratorio.
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4.4 Parte experimental

441 Método analitico

El método utilizado es aceptado por la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos (USEPA) y la Asociacidon Americana de Salud Publica APHA,
como método estandar para el examen de agua y agua residuales llevando como
nombre el método oficial 3500-Cr B. Método colorimétrico (s y adoptado por Hach
Company como el método N° 8023 (.14, método de Difenilcarbohidrazida que a
su vez lo nombraron como ChromaVer® 3 donde el proveedor lo presenta como
una almohada que contiene polvo seco y es el reactivo para Cromo. El andlisis
se realizé en el Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de El Salvador (ver Anexo N° 3).

4.4.2 Materiales, equipo y reactivos (ver Anexo N° 4).

4.4.3 Procedimiento de medicién

1. Seleccionar el método de medicién en el comando “Hach Programs”,
seleccionando 90 Chromium, Hex.

2. Tomar 10.0 mL del solvente de la muestra en es decir agua desmineralizada
o ultra pura en un tubo de ensayo o celda afiadir el contenido de un sobre de
reactivo en polvo Chromaver 3 y esperar 5 minutos (sera el blanco).

3. Mezclar para homogenizar e iniciar el temporizador a 5 minutos.

4. En el tiempo de espera en un tubo de ensayo o celda de 10.0 mL preparar la
muestra afiadiendo el reactivo en polvo Chromaver 3 mezclando e iniciando
otro temporizador a 5 minutos

5. Cuando el tiempo de 5 minutos se agot6 tomar el blanco, limpiar la celda,
colocarlo en el soporte de la celda del espectrofotémetro y leer a cero (0.00
mg/L Crb%).

6. Luego una vez terminado el tiempo de reaccion de la muestra colocar la celda
en el soporte, la cual debe estar limpia y libre de huellas o manchas y
proceder a leer los resultados directos en mg/L Cré*.

7. Finalmente, el analista de la prueba, remite los datos tomados de las
muestras, para generar el analisis o informe detallado.



53

4.4.4 Protocolo de validacion. @630

El protocolo de operacion del método para esta validacion se realizo, reflejando
el procedimiento exacto de ejecucion, de manera que se facilite la comprension,
la obtencion de resultados y se asegure que el método se valido de manera
adecuada. A continuacién, se desglosa el contenido de acuerdo a la guia de
referencia (ver Anexo N° 5):

- Identificacion, Propésito y/u Objetivo: se identifico de acuerdo al control interno
de documentos del laboratorio, aclara la finalidad de la validacion y la fecha de
realizacion

- Alcance: declara la generacién de documentacion que respalde la aplicabilidad
del método

- Responsables: las personas que llevaran a cabo la validacion y la aprobacién
del mismo.

- Parametros a estudiar: los parametros se seleccionan en funcion de las
caracteristicas de la muestra, concentracion y el tipo de método analitico

- Muestras (Matrices): definir el tipo de muestra

- Equipos: se identifican los equipos implicados en la validacion, y se incluye el
comprobante de la calificacion del equipo.

- Descripcion del Método analitico: describe el procedimiento para la
determinacién de los parametros a evaluar, con indicacién de reactivos,
soluciones patrén, materiales, técnicas y calculos.

- Procedimiento para la determinacion de pardmetros a evaluar: detalla el
procedimiento a seguir, debe incluir detalles como cantidad de alicuotas,
diluciones, analisis estadistico a aplicar y los criterios de aceptacion que estaran
basados en las necesidades o la finalidad del método.

- Autorizacion o aprobacion: incluira firma y fecha del gerente de aseguramiento
de calidad y del analista a cargo.

4.45 Procedimiento de los parametros de desempefio requeridos para la
validacion del método. s, =

El propésito de la validacion es mostrar que el Cromo Hexavalente se puede
determinar utilizando el método presentado, a continuacion, se describe en
detalle el tratamiento que se llevé a cabo para cada parametro, junto con los
requisitos estadisticos y especificaciones de desempefio de las cuales obedece
cumplir.
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4451 Linealidad

4.45.1.1 Verificacién del kit de trabajo y la respuesta del equipo de
medicion mediante curva de calibracion. @i

El laboratorio para lograr el mas alto nivel de precisién y confiabilidad solicito
verificar los limites de medicion del kit de trabajo previo a su uso en toda la
validacion, por lo tanto, como esta verificacion se ve incluida en la guia de
validacion y en este parametro; se evallio que el rango propuesto del instrumento
o método de andlisis y el procedimiento de calibracién fueran aptos para el uso.

El procedimiento que se siguio fue el siguiente:

1. Se prepararon seis soluciones distribuidas en el rango de cobertura de
0.010 a 0.700 mg/L, para lo cual se partié del estandar de referencia de
1000 mg/L para preparar una solucién madre de 50.0 mg/L.

2. A partir de la solucién de 50 mg/L de Cré* se preparé una soluciéon de 10.0
mg/l, se tomd una alicuota de 10.0 mL con pipeta volumétrica y se transfirio
a un matraz volumétrico de 50.0 mL; llevando a volumen con agua ultra
pura ver el diagrama de la dilucion en el Anexo N° 6

3. De esta solucion se tomaron alicuotas con bureta de 10.0 mL, para
preparar 50.0 mL de cada solucién patron (ver Anexo N° 7), a
continuacion, se detallan los volimenes tomados para preparar la curva
de calibracion en la Tabla N° 1.

4. Para lalectura se siguio el procedimiento de medicién segun el punto 4.3.3

Tabla N°1. Tabla de calibracion para la determinacion de Cromo Hexavalente.

S ., . Concentracion
Concentracion inicial Volumen de solucién patrén .
Tubo (mg/L) o) = e final (mg/L) a
obtener
Blanco 0.000 0.0 0.000
1 0.500 1.0 0.010
2 0.500 5.0 0.050
3 10.000 0.5 0.100
4 10.000 15 0.300
5 10.000 25 *0.500
6 10.000 3.5 0.700
NOTA: las soluciones 0.010 y 0.050 mg/L se preparan a partir del estandar de *0.500 mg/L




55

El andlisis estadistico para la verificacion incluye un gréfico de regresion que
explique la proporcionalidad relacionada de las dos variables de interés en una
curva de calibracion, por lo tanto, el criterio de aceptacion es que se represente
una tendencia lineal proporcional a las concentraciones medidas.

445.1.2 Linealidad

Para la linealidad del método es necesario preparar a partir de la solucién madre,
5 concentraciones distintas para construir la curva de calibracion, las
concentraciones que se tomaron en cuenta fueron de acuerdo al rango
recomendado por las tablas de referencia AOAC en la guia de validacion
fisicoquimico de la OSA para la cuantificacion del analito a nivel trazas ver Anexo
N° 8. (0, 33,34)

El procedimiento que se siguié se describe a continuacion:

1. Se prepard una solucion estandar a una concentracion de 10.0 mg /L y
partiendo de ésta se elaboré cinco diluciones de concentraciones
conocidas (ver Anexo N° 9).

2. Para cada una de estas soluciones incluyendo el blanco se aplico el
tratamiento de muestra segun numeral 4.3.3, para cada concentracion por
triplicado.

3. Se midieron las muestras en el espectrofotometro HACH DR 2700, a una
longitud de onda de 540 nm.

Para procesar los datos se elabor6 una curva de calibracién de la concentracién
medida contra concentracion resultado, se calculé por medio de féormulas y por
el método de estimacién por minimos cuadrados (ver Anexo N° 10) el valor de la
pendiente (b,), la ordenada al origen (b,), el coeficiente de determinacion (r?), el
intervalo de confianza de la pendiente (IC(B,)), el intervalo de confianza para la
ordenada al origen (IC(B,)) y el coeficiente de variacién de regresion (CV x/y).

Para la aprobacion formal se evaluaron, criterios de aceptacion tanto para el
intervalo lineal como para el intervalo de trabajo:

Intervalo lineal

— Comportamiento lineal en la grafica de concentracidén versus respuesta
analitica.
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El intervalo de confianza del intercepto debe incluir el cero, cuando se
incluyan concentraciones bajas en la curva.

Intervalo de trabajo

Pendiente
Asumiendo la prueba de hipotesis con una prueba de tstudent asi:

Hipétesis nula (Ho): la pendiente es igual a la unidad (b = 1)

Hipotesis alternativa (Ha): la pendiente es distinta a la unidad (b # 1)

b-u
teale = 55 y teo25(@ 4l

Sit(-) <tea <t(+), Se acepta Ho y se rechaza Ha, Sit (-)> tca > t (+), S€
acepta Ha y se rechaza Ho (ver Anexo N° 11).

Intercepto

Asumiendo la prueba de hip6tesis con una prueba de tstudent de dos colas
asi:

Hipoétesis nula (Ho): la pendiente es igual a cero (a = 0)
Hipotesis alternativa (Ha): la pendiente es distinto a cero (a # 0)

b—u
teae =5 Y toesedl

Sit(-) <tca <t (+), se acepta Ho y se rechaza Ha, Sit (-)> tcas > t (+), S€
acepta Ha y se rechaza Ho (ver Anexo N° 11).

Otros criterios tomados en cuenta son:

El coeficiente de correlacion de Pearson r = 0.98

El intervalo de confianza de la pendiente debe incluir la unidad

Andlisis de varianza, se elabora una tabla (ver Tabla N° 2) de los
resultados estadisticos asi:



Tabla N° 2. Analisis de varianza de la regresion lineal
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Gl Suma de Cuadrados = =
Cuadrados Medios cal (005
Regresién 1 SCreg CMreg Tabla
Error n-2 SCerr CMerr
N= NUmero total de pruebas
Total n-1 SCT CMT

Con la utilizacién de las formulas que se encuentran en el Anexo N°10 se calculo
el Fca y este fue evaluado bajo el segundo planteamiento de hipotesis para
encontrar si el modelo es o no el adecuado para cumplir con el criterio.

Asumiendo que para una prueba de hipétesis:

Hipdtesis nula (Ho): EI modelo lineal no es adecuado
Hipdtesis alternativa (Ha): EI modelo lineal es adecuado

Fcalc= CMreg/CMerr

Si Fcac €S menor o igual a F de tabla se acepta Ho y se rechaza Ha, Si Fcac €S
mayor o igual a F de tabla se acepta Ha y se rechaza Ho (ver Anexo N° 12).

Para la evaluacion de residuales y para que se pueda considerar valido un
modelo de linea recta, se debe verificar en el grafico de residuales lo siguiente:

- Elnimero de residuales positivos es aproximadamente igual al nUmero de
residuales negativos.

- Los residuales tienen que estar distribuido aleatoriamente de preferencia
entre valores de +1.5

- No deben mostrar tendencia

Nota: Para dicho analisis se utilizé la ecuacion lineal resultante del parametro de
linealidad.
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4.45.2 Exactitud. 23435

La exactitud del método se demostré analizando tres niveles de concentracion de
soluciones estandar de Cromo Hexavalente que se prepararon por triplicado,
realizando asi nueve determinaciones en total.

El procedimiento que se llevo a cabo fue el siguiente:

1. Se prepar6 una solucién estandar de Cromo a una concentracién 10.0 mg/L
y partiendo de ésta se elaboraron tres diluciones (ver Anexo N° 13).

2. Cada una de estas soluciones triplicada para cada concentracién fueron
tratadas segun numeral 4.3.3

3. Las lecturas fueron realizadas en el espectrofotdmetro HACH DR2700, a una
longitud de onda de 540 nm.

La parte estadistica para la exactitud del método consistio6 en calcular el
porcentaje de recuperacion aparente ( R(%)) el sesgo (b) y el error relativo
porcentual (b(%)) utilizando el método de andlisis con muestras fortificadas,
ademas se calculé la media aritmética (X), la desviacion estandar ( S) el
coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza ( IC(,)) el formato de
tabla para el caculo de cantidad recuperada y formulas se encuentran en el Anexo
N°14.

Los Criterios de aceptacidén que se tomaron en cuenta para este parametro son:

- El promedio de la recuperacion aparente debe encontrarse entre el rango de
70% - 110 %
- El coeficiente de variacion debe ser menor a 5% y

- El valor de la media debe incluirse en el intervalo.
445.3 Precision. (18,21)

La precision es medida en 3 parametros repetibilidad, precision Intermedia y
reproducibilidad para efecto del Laboratorio solamente se realizé en 2
repetibilidad y precision Intermedia. Para la repetibilidad se inici6 con la
preparacion de una solucién estandar correspondiente a 0.05 mg/L Crb*y termino
con la preparacion de la muestra a continuacion se especifica el procedimiento
correspondiente a cada uno:



59

Estandar:

1. Se prepar6 una solucion estandar a una concentracion de 0.500 mg/L, (ver
Anexo N° 15).

2. A esta solucién se le realizo el tratamiento de muestra segin numeral 4.3.3,
repitiendo la medicion diez veces a la misma solucion.

3. Luego se procedio a las lecturas en el espectrofotdmetro HACH DR2700, a
una longitud de onda de 540 nm.

Muestra:
1. En un Baker de 500 mL se recolecto 250 mL de agua potable extraida del grifo

2. Se Pipeteo 10.0 ml de muestra y se transfirié a un tubo de reaccién con tapon
de rosca debidamente rotulado el procedimiento se repitié 10 veces.

3. Luego se agrego el contenido de un sobre ChromaVer 3 a cada tubo y se
mezcld en esta parte se realiz6 una muestra a la vez.

4. Después de permitir un tiempo de reaccion de 5 minutos se procedié a su
lectura. En presencia de Cromo Hexavalente, aparecera un color violeta.

El analisis para evaluar la repetibilidad del método se realiz6 calculando el
porcentaje de recobro para luego calcular estadisticamente la media aritmética
(%), la desviacion estandar (S), el coeficiente de variacion (CV) e intervalo de
confianza (1C,)) (ver Anexo N° 16).

El criterio de aceptacion consistio en:
- Coeficiente de variacion: <5 %

Para la precision Intermedia se requirié de un analisis para determinar si existe
una desigualdad significativa con respecto a las varianzas de las mediciones de
muestra entre analistas manteniendo solamente las condiciones del dia,
instrumento y area de analisis. El estudio estadistico se realizo de acuerdo a las
tablas N° 3 y tabla N° 4 pero ademas se evalud la media aritmética (y), la
desviacion estandar (S), el coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de
confianza de las muestras (IC(,)) las ecuaciones estadisticas que se pueden ver

en el Anexo N° 16.
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Tabla N° 3. Datos para el andlisis de varianza- modelo matematico

i (niveles del factor)
- Donde: A es
Varlable. Al A2 A3 ...An el numero
_ o A1l Az Az .Ant de
j (repeticiones) ocasiones
A1z Az As2 ...An2
IT=2A1+tZA2
ZA ZA2 ZAs ZAn +ZAs+...TA
Media muestral Yij
a Ocasiones r=repeticiones totales
£ Error
Vij=X+aitegf
La tabla ANOVA se resume de la siguiente forma: (s
Tabla N° 4. Analisis de varianza de la precision intermedia
| Sumade Cuadrados = E
9 Cuadrados Medios cal sty
ai a-1 SCai CMai Tabla
Error a(r-1) SCg¢j CMgj
Total ar-1 SCT CMT

El criterio se basé en un planteamiento de hipotesis y de esta forma se concluyé
si el método era preciso.

- Analisis de varianza, asumiendo la prueba de hipétesis:
Ho: Las varianzas son iguales  sx?1=sx%
Ha: Las varianzas son distintas  sx?1 # sx?2

Se calcula el estadistico F asi:

Si SX?1> SX%2 Fcalc= SX?1/SX?%2

Si Fcaic €s menor o igual a F de tabla se acepta Ho y se rechaza Ha,
Si Fcalc €s mayor o igual a F de tabla se acepta Ha y se rechaza Ho.
(ver Anexo N° 12).
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4454 Limites. @o373s

Para la medicion de este parametro se prepararon muestras fortificadas a la
menor concentracion aceptable medidos una vez cada uno ademas de
mediciones de blancos que fueron tomados en el transcurso del estudio.

El procedimiento que se llevé a cabo se describe a continuacion:

- Se prepararon diez soluciones partiendo de 0.005 mg/L a 0.009 mg/L, para la
recopilacion de los datos de los blancos se utilizaran las lecturas de todas las
calibraciones a cero realizadas durante el estudio de validacion la casca de
preparacion se puede ver en el Anexo N° 17.

- Se traté a cada una de estas soluciones segun el tratamiento de muestra del
numeral 4.3.3 por una sola vez para cada concentracion.

- Luego se realizaron las lecturas en el espectrofotometro HACH DR 2700, a
una longitud de onda de 540 nm.

El andlisis estadistico para evaluar a las muestras que se fortificaron involucra el
calculo de la pendiente (b;), la ordenada al origen (b,), el coeficiente de
determinacion (r2) y los intervalos de confianza para la pendiente (IC(f,)) esto
con el apoyo de la estimacién por minimos cuadrados (ver formato de tabla y
formulas en Anexo N° 18)

Para el resultado de las mediciones de los blancos se calcul6 la desviacion
estandar (S,), pero para conocer cudl es el grado de confianza que puede tener
el método a concentraciones bajas se aplicaron las ecuaciones de Limite de
deteccién (LD) y Limite de cuantificacion (LC) (ver formula en Anexo 18)

Criterio de aceptacion

- El coeficiente de determinacion debe ser mayor a 0.98 y el valor de la
pendiente debe incluirse en el intervalo de confianza de los valores de blanco
de muestra o de los valores de los blancos de muestra fortificadas.

4455 Incertidumbre. o4

En la estimacion de la incertidumbre se tomo en cuenta todos los efectos
conocidos que influyeron directamente en el resultado. Estas incertidumbres se
combinan para obtener una estimacion del error que las mediciones pueden
tener, el proceso que se siguio fue el siguiente (ver Anexo N°19).
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- Especificar el mesurando: Identificar la funcibn con el parametro de la
linealidad del método

- ldentificar las fuentes de incertidumbre: Identificar con la funcion los factores
involucrados

- Cuantificar las incertidumbres: agrupar las incertidumbres o evaluarlas por
individual segun sea conveniente cada una reducida a incertidumbre estandar.
asas) EN este parametro solo se agrupara las incertidumbres de volumen (ver
Anexo N° 20).

- Calcular la incertidumbre con la funcion de regresion lineal utilizando el valor
de “y” ingresando el valor deseado de “X” en la ecuacion.

- Cuantificar la incertidumbre de repetibilidad, se utilizan los resultados del
pardmetro de repetibilidad, en el calculo de la desviacion estandar.

- Reducir a las incertidumbres siguiendo los siguientes pasos:
1.La desviacion estandar de mediciéon se divide el valor calculado entre dos.

2.La incertidumbre de la resolucién se reduce dividiéndolo entre la raiz
cuadrada de tres.

3.La incertidumbre de la repetibilidad se reduce dividiendo la desviacion
estandar calculada entre la raiz cuadrada del niamero de repeticiones
realizadas.

- Calcular la incertidumbre combinada uc(y), utilizando el método de la raiz
cuadrada de la suma de cuadrados.

- Calcular la incertidumbre expandida (U), se multiplica la incertidumbre
combinada por el factor de cobertura k=2.

- Reportar la incertidumbre expandida,y mg Cr®*/L + U

4.4.6 Elementos para procesar la informacién

Los datos recopilados fueron procesados mediante céalculos estadisticos para
poder interpretarlos, en este estudio se establecid que no se utilizara el programa
de hoja de célculo de Excel, siendo la Unica excepcion la creacion de graficos.
Como evidencia de este proceso se encuentran en anexos las formulas y la
resolucién de los célculos que corresponden a cada parametro que fue realizado
por los analistas.
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4.4.7 Informe de validacion. a

Con la presentacion de este informe se da paso al cumplimiento del ultimo
requerimiento de la Guia, el alcance de este informe es plasmar lo que se ha
logrado con la validacion de manera que el Laboratorio de aguas de la
Universidad de El Salvador cumpla con los programas, los requisitos y los
estandares de certificacion para los cuales esta previsto en el analisis de Cromo
Hexavalente en agua de consumo ver Anexo N° 21.

Especificamente las partes que conforman el informe de validacion son las
siguientes:

— Referencia del protocolo utilizado

— Resultados analiticos

— Resultados estadisticos

— Parametros validados y criterios de aceptacion

— Interpretacion de resultados y/o conclusiones

— Cuadro resumen de los resultados obtenidos (pardmetro, criterio, resultado y
conclusion)

— Declaracion de aptitud del método

— Datos crudos de la validaciéon

— Autorizacion por o las personas asignadas por el laboratorio



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

En base a que pueden existir diferentes métodos para el analisis de este metal,
se elaboro una validacion del método analitico de 1,5 -Difenilcarbohidrazida para
la determinacion de Cromo Hexavalente en agua potable. El control analitico se
realizd mediante el seguimiento de los parametros de linealidad, exactitud,
precision, limites y estimacion de incertidumbre en la medicion.

El propdsito de la verificacion de los resultados de la practica y el rendimiento de
las caracteristicas de desempefio del método que se detalla a continuacion es
cumplir con los requisitos, demostrar que es adaptable y es el indicado para las
aplicaciones analiticas previstas.

5.1 Protocolo de validacién

Se disefd un protocolo de validacion para un método normalizado de acuerdo a
los requerimientos del Laboratorio de agua de la Universidad de El salvador y con
base a los lineamientos de la Guia de Validacion de Meétodos Analiticos
Fisicoquimicos del Organismo Salvadorefio de Acreditacion (OSA), en el cuadro
N° 4 de este documento detalla el proceso a sequir, las caracteristicas y criterios
de desempefio de los parametros determinados.

Cuadro N° 4. Protocolo de validacion del método 1,5-Difenilcarbohidrazida

Cadigo:PCHO6
Fecha:17/03/2021
Revision #1
Cambio #1

Pag. N°1 de 6
Facultad de Quimica y Farmacia. Universidad de El Salvador

PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO DE
ANALISIS DE 1,5-DIFENILCARBOHIDRAZIDA

1. PROPOSITO

Validar un método analitico sensible que permita la determinacién cuantitativa exacta, precisa
y reproducible de Cromo Hexavalente dentro del rango de 0.010 a 0.700 mg/L Cr®* en agua
potable, que sea apto a las condiciones espectrofotométricas con las que el laboratorio
cuenta, realizar su respectivo analisis estadistico de los resultados obtenidos por el método
analitico utilizado y cumplir con los criterios establecidos.

Finalidad de la validacion: Validar el método de la 1,5-difenilhicarbohidracida para el
Laboratorio de analisis de agua de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de
El Salvador

Fecha de inicio: 17 de marzo de 2021
Fecha de finalizacion: julio de 2021
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Cuadro N° 4. (Continuacioén)

2. ALCANCE

Desde la realizacion analitica hasta la documentacion de la validacién evidenciando su
cumplimiento con su respectivo informe.

3. RESPONSABLES
Analistas responsables de la Validacion: Meibelyn Guerra y Evelin Pineda
Responsable de Calidad: Licdo. Henry Hernandez

4. PARAMETROS A ESTUDIAR

(de acuerdo a Guia Técnica de Validacién de Métodos)

Parametros de desempefio: Linealidad, Exactitud, Precision, Limite de Deteccion, Limite de
Cuantificacion e Incertidumbre

5. MUESTRA (MATRICES)
Matriz: agua potable extraida del grifo.

6. EQUIPOS INVOLUCRADOS EN LA VALIDACION

Equipo/s: Espectrofotometro visible Hach DR 2700

Puesta en uso: 27 de julio de 2009

Fecha de Ultima verificacion: junio de 2019

Referencia de registro de calibracion: Libro de documentos y registros

7. DESCRIPCION DEL METODO ANALITICO

El método utilizado es aceptado por la Agencia de Proteccibn Ambiental de Estados Unidos
(USEPA) y la Asociacién Americana de Salud Publica APHA, como método estandar para el
examen de agua y agua residuales llevando como nombre el método oficial 3500-Cr B.
Método colorimétrico y adoptado por Hach Company como el método N° 8023, método de
Difenilcarbohidrazida que para uso de la compafia se conoce como ChromaVer® 3 , el
proveedor lo presenta como una almohada que contiene polvo seco y es el reactivo para
Cromo. La prueba determina Cromo Hexavalente disuelto en agua.

Metodologia: La medicién se basa en una reaccion de color entre el reactivo especifico y el
Cromo Hexavalente contenido en la muestra. La intensidad de color es proporcional a la
concentracioén. El analisis se realiz6 en el Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultad
de Quimica y Farmacia de la Universidad de EIl Salvador.

Tipo de método analitico: espectrofotométrico

A. REACTIVO

- Reactivo ChromaVer 3 de Hach para la determinacion de Cromo Hexavalente en agua.
N°:1271099-LM Lote: 09018 Fecha de vencimiento: Oct-2021

- Agua ultra pura
N°: 36284123 Lote: LD0025 Fecha de vencimiento: Dic-2023
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B. ESTANDARES
Estandar de Cromo 1000 pg/mL Lote: HC99974679 Fecha de vencimiento: 2022/06/30

C. MATERIALES

- Tubos de reaccion con tapén de rosca (tubos de ensayo)
- Celdas de vidrio de 50 mm, 20 mm y 10 mm

- Cronometro

D. CONDICIONES AMBIENTALES
Condiciones normales de temperatura y humedad relativa del laboratorio

E. MEDIDAS DE SEGURIDAD PARA EL USO DE REACTIVOS
- Uso de gabacha

- Gafas de seguridad

- Mascarilla antigases

- Guantes de Nitrilo

F. PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES
Preparacion de la solucién blanco (preparar antes de las lecturas o cuando se requiera)
1. Rotular un tubo de reaccién con tapdn de rosca como ““blanco™

2. Llenar hasta la marca con 10.0 ml de agua ultra pura
3. Adicionar al tubo rotulado como blanco el contenido de un sobre ChromaVer 3 y mezclar
4. Permitir un tiempo de reaccion de 5 minutos y proceder a su lectura.

G. PREPARACION DE ESTANDARES Y MUESTRA

Preparacion del Estandar.

1. Con una bureta de 10.0 mL tomar una alicuota de 2.5 mL del estandar de referencia de
1000 mg/L

2. Transferirla a un matraz volumétrico de 50 ml rotulado como st1,

3. Llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por inversion.

4. Pipetear 10 ml del matraz volumétrico stl,

5. Transferirlo a un matraz volumétrico de 50 ml rotulado como solucién madre,

6. Llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por inversion, la solucién tendra una
concentracion final de 10 mg/L. De esta solucion tomar las alicuotas con bureta de 10.0 mL,
para preparar 50.0 mL de las soluciones requeridas.

H. Preparacién de la Muestra

1. En un Baker de 500 mL recolectar 250 mL de agua potable extraida del grifo.

2. Pipetear 10.0 ml de muestra transferir a un tubo de reaccién con tapén de rosca
debidamente rotulados el procedimiento se repite 10 vece

3. Adicionar el contenido de un sobre ChromaVer 3 a cada tubo y mezclar realizar una
muestra a la vez

4. Permitir un tiempo de reaccion de 5 minutos y proceder a su lectura. En presencia de
Cromo Hexavalente, aparecera un color violeta.
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|. PRODCEDIMEINTO DE LECTURA EN EL EQUIPO

- Encender el equipo, dejando de 10 a 15 minutos sin usar para su estabilizacion

- Seleccionar el método 8023.

- Pipetear 10.0 mL de las muestras o estandares a los niveles de concentracion requeridos
para cada repeticién y transferirla a un tubo de reaccién con tapon.

- Adicionar el contenido de un sobre ChromaVer 3 a cada tubo y mezclar.

- permitir un tiempo de reaccién de 5 minutos.

- Afiadir la solucién blanca en la celda correspondiente y limpiar.

- Colocar la celda en el compartimiento correspondiente.

- presionar el comando “cero”

- Se observara en pantalla el resultado directo como 0.000 mg/L.

- Afadir la solucién estandar o muestra en la celda correspondiente y limpiar.

- Colocar la celda en el compartimiento correspondiente.

- presionar el comando “medicién”

- Se observara en pantalla el resultado directo en mg/L de Cromo Hexavalente (Cré+).

- Anotar los resultados

J. CALCULOS
La lectura es directa, por lo tanto, no es necesario calcular el contenido de Cromo Hexavalente
en la muestra.

8. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LOS PARAMETROS A EVALUAR

LINEALIDAD
Verificacion de rango de trabajo del KIT mediante curva de calibracion.

Preparacidn del Estandar

Con una bureta de 10 mL tomar una alicuota de 2.5 mL del estandar de referencia o solucién
patron de 1000 mg/L, transferirla a un matraz volumétrico de 50 mL rotulado como stl, llevar
a volumen con agua ultra pura y agitar por inversion. Pipetear 10 ml del matraz volumétrico
stl, transferir a un matraz volumétrico de 50 mL rotulado como solucion madre, llevar a
volumen con agua ultra pura y agitar por inversion.

Transferir a una bureta de 10 mL la solucién madre, medir y verter los siguientes volimenes:
05 mL, 1.5 mL, 25 mL y 3.5 mL, en matraces volumétricos de 50 mL rotulados
respectivamente, llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por inversion las soluciones
tendran una concentracion final de 0.1 mg/mL, 0.3 mg/mL, 0.5 mg/mL y 0.7 mg/mL.

De la solucién con concentracién de 0.5 mg/L pipetear 1 mL y 5 mL, transferirlo a un balén
volumétrico de 50 mL rotulados respectivamente, llevar a volumen con nagua ultra pura y
agitar por inversion, las soluciones tendran una concentracion final de 0.01 mg/L y 0.05 mg/L.
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Procedimiento de lectura
Leer las 6 soluciones a una longitud de onda de 540 nm, una sola vez en el espectrofotémetro
segun el literal “’I"” del protocolo de validacion.

Linealidad del método

Preparacidn del Estandar

Con una bureta de 10 mL tomar una alicuota de 2.5 mL del estandar de referencia o solucién
patron de 1000 mg/L, transferirla a un matraz volumétrico de 50 mL rotulado como L1st1,
llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por inversion. Pipetear por triplicado 10 ml del
matraz volumétrico L1st1, transferir respectivamente cada alicuota a un matraz volumétrico
de 50 mL rotulado como solucion madre 1,2 y 3, llevar a volumen con agua ultra pura y agitar
por inversion.

Transferir a una bureta de 10 mL las soluciones madres una a una, medir y verter los
siguientes voliumenes: 0.05 mL, 0.25 mL, 0.5 mL, 1.5 mL y 3.5 mL en matraces volumétricos
de 50 mL rotulados respectivamente, llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por
inversién las soluciones tendran una concentracion final de 0.01 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.1
mg/mL, 0.3 mg/mL y 0.7 mg/L. Preparar 3 series de cada concentracién.

Procedimiento de lectura
Leer las 15 soluciones a una longitud de onda de 540 nm, una sola vez en el espectrofotometro
segun el literal I del protocolo de validacion.

EXACTITUD
Preparacidn del Estandar
Con una bureta de 10 mL tomar una alicuota de 2.5 mL del estandar de referencia o solucién
patron de 1000 mg/L, transferirla a un matraz volumétrico de 50 mL rotulado como E1st1,
llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por inversion. Pipetear por triplicado 10 ml del
matraz volumétrico Elstl, transferir respectivamente cada alicuota a un matraz volumétrico
de 50 mL rotulado como solucion madre 1,2 y 3, llevar a volumen con agua ultra pura y agitar
por inversion.
Transferir a una bureta de 10 mL las soluciones madres una a una, medir y verter los
siguientes volimenes: 0.15 mL, 0.25 mL y 0.5 mL, en matraces volumétricos de 50 mL
rotulados respectivamente, llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por inversion las
soluciones tendran una concentracion final de 0.03 mg/mL, 0.05 mg/mL y 0.1 mg/mL. Preparar
3 series de cada concentracion.

Procedimiento de lectura
Leer las 9 soluciones a una longitud de onda de 540 nm, una sola vez en el espectrofotémetro
segun el apartado “’I"” del protocolo de validacién.
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PRESICION

Preparacion del Estandar

Preparar un estandar a la concentracién limite permitida en agua de consumo humano de la
siguiente manera: con una bureta de 10 mL tomar una alicuota de 2.5 mL del estandar de
referencia o solucion patrén de 1000 mg/L, transferirla a un matraz volumétrico de 50 mL
rotulado como P1stl, llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por inversion. Pipetear 10
ml del matraz volumétrico P1stl, transferir a un matraz volumétrico de 50 mL rotulado como
solucién madre, llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por inversion.

Transferir a una bureta de 10 mL la solucion madre, verter 2.5 mL en matraces volumétricos
de 50 mL rotulados como P1.1, P1.2... P1.10, llevar a volumen con agua ultra pura y agitar
por inversion.

Pipetear 5 mL de las soluciones P1.1, P1.2... P1.10, y transferir a matraces volumétricos de
50 mL rotulados como P1, P2... P10 las soluciones tendran una concentracion final de 0.05
mg/mL. Repetir el procedimiento 10 veces.

Preparacidn de la muestra

En un Baker de 500 mL recolectar 250 mL de agua potable extraida del grifo. Pipetear 10.0
ml de muestra, transferir a un tubo de reaccién con tapdn de rosca debidamente rotulados
como M1, M2, ... M10, Adicionar el contenido de un sobre ChromaVer 3 a cada tubo y mezclar

Nota: realizar una muestra a la vez para permitir un tiempo de reaccién de 5 minutos. El
procedimiento se repite 10 veces. En presencia de Cromo Hexavalente, aparecera un color
violeta.

Procedimiento de lectura
Leer las soluciones de estandar (10) y muestras (10) a una longitud de onda de 540 nm, una
sola vez en el espectrofotometro segun el apartado “'I”” del protocolo de validacion.

LIMITES

Preparacidn del Estandar

Con una bureta de 10 mL tomar una alicuota de 2.5 mL del estandar de referencia o solucion
patron de 1000 mg/L, transferirla a un matraz volumétrico de 50 mL rotulado como L1stl,
llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por inversién. Pipetear 10 ml del matraz
volumétrico L1stl1, transferir a un matraz volumétrico de 50 mL rotulado como soluciéon madre,
llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por inversion.

Transferir a una bureta de 10 mL la solucion madre, verter 2.5 mL en matraces volumétricos
de 50 mL rotulados como L1.1 y L1.2, llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por
inversion.
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Transferir a una bureta de 10 mL las soluciones L1.1 y L1.2 una a una, medir y verter los
siguientes volumenes: 0.5 mL, 0.6 mL, 0.7 mL, 0.8 mL y 0.9 mL en matraces volumétricos de
50 mL rotulados respectivamente, llevar a volumen con agua ultra pura y agitar por inversion
las soluciones tendran una concentracion final de 0.005 mg/mL, 0.006 mg/mL, 0.07 mg/mL,
0.08 mg/mL y 0.09 mg/L. Preparar 2 series de cada concentracion.

Preparacidn de la solucién blanco (preparar antes de las lecturas)

Rotular un tubo de reaccién con tapon de rosca como “~“blanco™, llenar hasta la marca con
10.0 ml de agua ultra pura, afadir al tubo rotulado como blanco el contenido de un sobre
ChromaVer 3 y mezclar. Permitir un tiempo de reaccién de 5 minutos y proceder a su lectura.

Nota: para las lecturas de los blancos se utilizaran los resultados de todas las calibraciones
a cero realizadas para el estudio de validacion. (10 lecturas de agua ultra pura)

Procedimiento de lectura
Leer las soluciones de estandar (10) y de blancos (10) a una longitud de onda de 540 nm, una

sola vez en el espectrofotdmetro segun el apartado “"I"” del protocolo de validacion.

INCERTIDUMBRE

Procedimiento:

1.Especificar el mesurando
Declarar la "especificacién del mensurando” de una forma concisa y sin ambigledades de
lo que se va a medir ademas expresarla de forma cuantitativa mediante un modelo
matematico que relacione el valor del mensurando con los parametros de los que depende.

2.ldentificar las fuentes de incertidumbre
Reunir una lista exhaustiva de fuentes de incertidumbre relevantes algunas fuentes tipicas
a tomar en cuenta estan: efectos instrumentales, pureza de reactivos, material volumétrico,
recuperacion del analito en una matriz, correccion del blanco, efectos del analista y los
aleatorios.

3.Cuantificacién de la incertidumbre
Para efectos de la practica donde sea necesario elaborar una evaluacién de la incertidumbre
asociada a cada fuente individual para posteriormente combinarlas o determinar la
contribucién combinada de incertidumbre de los resultados de algunos o de todas las
fuentes involucradas. En este paso tomar en cuenta una segunda evaluacion que valore
algunos componentes que no se han incluido.

a) Concentraciéon (mg/L) de Cromo Hexavalente medido en el instrumento a través de la
curva de calibracion. (individual)

b) Incertidumbre de factor de dilucién (contribucién combinada)

¢) Incertidumbre del Estandar de referencia certificado (ERC) (individual y combinada)

d) Combinacion de las Fuentes De Incertidumbre (primera combinacion)

e) Incertidumbre por repetibilidad de la muestra (valoracién de componente no incluido)
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Nota: cada incertidumbre debe estar calculada de manera estandar por lo tanto evaluar si es
. . ., . ., , S . . . .,
una distribucién es rectangular calcular con desviacion estandar 7 Siesuna distribucion

. . .. < S
triangular calcular con desviacién estandar WG

4.Calcular la incertidumbre combinada
Después de estimar los componentes individuales o los grupos de componentes de la

incertidumbre y de expresarlos como incertidumbres estandar, el siguiente paso es calcular
la incertidumbre estandar combinada. Evaluar componentes que no se han incluido y
calcular con un nivel de confianza de 95% y un factor de cobertura k=2 la incertidumbre

expandida.

9. CRITERIOS DE ACEPTACION

NG

Parametro de

~ Determinar Reportar Criterio de aceptacién
desempefio
Verificacién de rango Graficar la respuesta Tendencia directamente
de trabajo del KIT (eje y) en funcién de la | proporcional con
mediante curva de concentracion (eje x) | respecto a las
calibracion. concentraciones
medidas
Calcular las Comportamiento lineal
estadisticas de en la gréfica de El intervalo de
regresion apropiadas | concentracion vs confianza del intercepto
, respuesta analitica. debe incluir el cero
Calcular y graficar los
residuales (diferencia
entre el valor Datos aleatorios en el | Elintervalo de
observado “y” y el valor | grafico de residuales confianza de la
calculado de “y” pendiente debe incluir
Linealidag | Pronosticado por la Intervalo de trabajo: la unidad

linea recta, para cada
valor de “X”). La
distribucion aleatoria
de residuales en torno
a cero confirma la
linealidad. Las
tendencias
sistematicas indican la
no linealidad o un
cambio de varianza

Pendiente, Intercepto,
coeficiente de
determinacion.

El intervalo de
confianza del
intercepto

El intervalo de
confianza de la

pendiente

Andlisis de varianza

r=0.98

Residuales entre 1.5
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Coeficiente de
variacion:
<5 %

b) Valores de los
blancos de muestra
fortificadas

- Reportar
Desviacion estandar

de la muestra (S) de:

a) Valores de blanco
de muestra o b)
Valores de los
blancos de muestra
fortificadas

. Calcular el
Determinar el valor de .
. coeficiente de .
. Sesgo, error relativo o El valor de la media
Exactitud orcentual o variacion y el debe inclui |
Eecu e intervalo de : ebe incluirse en e
P confianza. intervalo
Porcentaje de Recobro:
70% - 110 %
Repetibilidad
Determinar el coeficiente | Determina la
de variacion porcentual repetibilidad como el | Coeficiente de
de los resultados o del coeficiente de variacion:
porcentaje de recobro variacion porcentual | <5 %
obtenido y determinar el
L ANOVA de los datos.
Precision
Precision intermedia
Determinar el coeficiente ..
L Coeficiente de
de variacién porcentual o
variacién porcentual
de los resultados o del y el andlisis Fcal<F tab
orcentaje de recobro cal<r.ta
P . J . ANOVA de los datos
obtenido y determinar el
ANOVA de los datos
Intervalo de trabajo:
Pendiente,
Intercepto,
coeficiente de
determinacion.
Desviacion estandar de
la/s muestra/s de: Calcular los limites rz0.98
a) Valores de blanco de | de detecciény
Limites muestra o cuantificacién El valor de la pendiente

debe incluirse en el
intervalo
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Incertidumbre

Especificar el
mensurando

Identificar las fuentes
de incertidumbre

Cuantificar los
componentes de la
incertidumbre (u)

Calcular la incertidumbre
estandar combinada (uc)

Calcular la
incertidumbre expandida

(uexp)

Reportar la
incertidumbre
expandida con un
factor de cobertura
k=2

y un nivel de
significancia del
95%.

Debe cumplir con la
siguiente ecuacion
ymg Crét/L +U

Aprobado por:

Aprobado por:

Fecha de Redaccién: 02/2020

Firma:

Fecha de aprobacion: 10/2022

Firma:

El protocolo traté de enfatizar la parte analitica y las diferentes etapas del proceso
de validacion involucradas y de esta manera obtener resultados de alta calidad y

un método confiable.

5.2 Evaluacion de los parametros de desempeiio del método

El principal objetivo de esta investigacion fue demostrar que el procedimiento

analitico evaluado es apto para ser utilizado en el laboratorio en la identificacion

de Cromo Hexavalente en agua potable. La medicion analitica fue llevada a cabo

por medio del seguimiento de los parametros de desempefio de linealidad,
exactitud, precision, limites y estimacion de incertidumbre en la medicidon segun
lo que se especificd en el protocolo de validacion.
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5.2.1 Linealidad

5.2.1.1 Verificacidon de rango de trabajo del equipo mediante curva de
calibracion

En la verificacion del rango de trabajo se prepararon 6 soluciones de
concentracion conocida, con la finalidad de comprobar que la cobertura del
método es lo que rotulaba.

Para facilitar las diluciones se inici0 tomando una alicuota del estandar de
referencia de 1000 ppm se prepard una solucidén concentrada o solucion madre,
gue fue la base para realizar otra dilucién de trabajo con la que al diluirla se
obtuvieron las demas soluciones con menor concentracion. Luego de su lectura
dio lugar a la primera tabla de resultados (ver Tabla N° 18 en Anexo N° 22).

Al observar la respuesta del método fue el esperado verificando ademas del
rango de trabajo, el sistema para provocar la reaccion quimicay la respuesta del
equipo. La medicion de las concentraciones usando una longitud de onda de 540
nm fueron confiables sin presentar mayor diferencia en las distintas mediciones,
por lo que en general el sistema se ajusta ya que hay una relacion entre las
variables, prueba de ello es el coeficiente de determinaciéon r? = 0.9997 con una
clasificacion de grado de correlacién dentro del valor esperado.

Para manifestar la relacion de los datos obtenidos en la calibracion del método
analitico y la tendencia de la concentracibn de Cromo Hexavalente en una
muestra, se presenta la siguiente grafica (ver Figura N° 7).

0.8
y =1.0007x + 0.0006

0.7 R?=0.9997
S
206
()
2 05
c
:8 0.4 —@— Concentracién practica
©
€ 0.3
g Lineal (Concentracién
§ 0.2 practica)
O

0.1

0
0 0.2 0.4 0.6 0.8
Concentracidon Muestras de Ensayo

Figura N° 7. Grafico de curva de calibracion de verificacion de rango de trabajo.
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Al comparar la relacion entre los valores de las magnitudes indicadas por el
instrumento de medicion y el material de referencia, se obtiene como resultado
una tendencia positiva contra la de estandares de concentracion conocida del
mismo analito, por lo que, el kit es apto para su uso en la validacion de este
método.

5.2.1.2 Linealidad del método

La linealidad del método se demostré preparando a partir de la solucion madre,
5 concentraciones distintas, la curva de calibrado se bas6 en el rango
recomendado por las tablas de referencia AOAC en la guia de validacion
fisicoquimico de la OSA para la cuantificacion del analito a nivel trazas @s las
concentraciones fueron las siguientes 0.01 mg/L, 0.05 mg/L, 0.10 mg/L, 0.30
mg/L y 0.70 mg/L (2 %, 10 %, 20 %, 60 %, 140 %) cada uno de estos niveles se
realizaron por triplicado, obteniendo un total de quince determinaciones mas un
blanco, se realizaron lecturas de cada solucion a la longitud de 540nm,
obteniéndose los resultados que se observan en la Tabla N° 19 en Anexo N° 22.

Al graficar los resultados obtenidos en la Figura N° 8 evaluamos la curva de
calibracion de la linealidad del método. Este ejercicio permitié evidenciar que el
método analitico cuenta con la capacidad de obtener resultados en una direccion
proporcional, es decir, la concentracion o cantidad del analito en un rango
definido mantiene un comportamiento lineal

Grafico de Linealidad del metodo

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

—o—Y

Lineal (Y)

Respuesta Practica

0 0.2 0.4 0.6 0.8
Concentracién Tedrica

Figura N° 8. Curva de calibracion en la determinacion de Cromo Hexavalente.
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Para verificar los datos se procedié a calcular estadisticamente el método de
estimacion por minimos cuadrados, proporcionando los datos necesarios para
obtener los resultados que se presentan en la Tabla N° 5 (ver célculos y Tabla
N° 24 en Anexo N° 23).

Tabla N° 5. Resumen estadistico de Linealidad

Prueba estadistica Resultado
Pendiente (b,) 1.00405
Ordenada al origen (bg) -0.0007396
Coeficiente de determinacion (r?) 0.9999
1.004054 * 0.005376240
Intervalo de confianza de la pendiente Sunerior 099867 1760
(ACH) P '
Inferior 1.009430240
} -0.0007396 ik 0.001850913
Intervalo de confianza para la ordenada al s X 0002590513
origen (IC(By)) upernior -
Inferior 0.001111313
Coeficiente de variacién de regresién (cvxy), 1.05%

El coeficiente de correlacion da como resultado r? = 0.9999, el criterio por el que
se requirid este calculo especifica que debe ser mayor a 0.98 indicando una
linealidad adecuada del método y una buena prediccion a cerca de los resultados.

Con este analisis obtuvimos que el intervalo de confianza para la pendiente
comprende la unidad por lo que es un criterio de aceptacion conforme al resultado
del método.

Por otra parte, el intervalo de confianza para la ordenada al origen de muestras
a diferentes concentraciones incluye el cero y esta en coordenadas de negativo
a positivo determinando un intervalo aceptable por su analisis estadistico.

Al evaluar la linealidad del método el conjunto de datos obtenidos nos da a
conocer que la dispersion de los resultados es aceptable esto con respecto al
analito de interés debido a que el coeficiente de variacion (1.05%) es menor al
propuesto (5%).

La prueba de hipétesis usando t-student con 95% de confianza para la pendiente
se obtuvo que t calculado fue igual a 310.18, si tcal = t tabla (310.1822.160) la
hipotesis nula se rechaza en vista a que la pendiente es significativamente
diferente de uno (1.0041).
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Para el intercepto la prueba de hipoétesis para t calculado es igual a -271.605,
asumiendo que para la prueba de hipétesis si t de tabla = tcal (-2.160 = -271.605),
se rechaza la hipotesis nula en este resultado se acepta debido a que el
intercepto es diferente de cero significativamente (-0.0007).

En el andlisis de varianza se elabor6é la Tabla N° 6 donde se resume los
resultados de los estadisticos quedando de la siguiente manera (ver calculo en
Anexo N° 23).

Tabla N° 6. Analisis de varianza de la regresion lineal

Gl Suma de Cuadrgdos Feu Foos)
Cuadrados Medios
Regresion 1 0.9783 0.9783 978.30 4.67
Error 15-2=13 0.0015 0.1x10°3 = 15
Total 15-1=14 0.9798 0.07

Al analizar los resultados en conjunto el ANOVA de los datos para una
distribucion F de Fisher al 95% para un grado de libertad y n= 13; partiendo de la
hipétesis en el cual si Fcalc es mayor o igual a F de tabla se acepta Ha y se
rechaza Ho el criterio se acepta (978.30 24.67) mostrando un modelo lineal
adecuado.

Un residual es la diferencia entre el valor observado y el valor estimado por la
linea de regresion, es decir Residuo = (Yi — ﬁ-) se puede ver en la Tabla N° 25
en el Anexo N° 23 el valor de los residuales.

Haciendo uso de los datos obtenidos en la Tabla N° 5 formamos una ecuacién
de regresion lineal con el objetivo de encontrar nuevas concentraciones (y =
1.00405x — 0.0007396). En la cual el valor de (x) se sustituye con los datos de
las concentraciones medidas.

Estas nuevas concentraciones fueron utilizadas para analizar y nombrar con
propiedad de que el modelo de regresion lineal en los errores de estimacion es
constante a lo largo de las observaciones, asi si una varianza es constante nos
permite disponer de que el modelo es mas fiable.

Como se observa en la Figura N° 9 los residuales de la linealidad del método,
presenta una distribucion aleatoria y no refleja tendencias, demostrandose la
ausencia de error sistematico por lo que el método es valido debido a que cumple
con el supuesto del modelo lineal.
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Grafico de los residuales
0.0060
0.0040
0.0020

0.0000

Residuos

-0.0020

-0.0040
Muestra de ensayo

Figura N° 9. Analisis residual de la linealidad

5.2.2 Exactitud

La exactitud fue evaluada utilizando el material de referencia en este caso las
soluciones de estandar de Cromo Hexavalente que mediante 3 réplicas en las
concentraciones de: 0.010 mg/L, 0.050 mg/L y 0.100 mg/L (2%, 10% y 20%)
obteniendo los resultados de la Tabla N° 20 en el Anexo N° 22.

Al procesar los resultados se demostré la cantidad recuperada de cada muestra
utilizando el método de analisis, estos resultados se encuentran en la Tabla N°
26 en el Anexo N° 23. Al obtener los datos, se calculé estadisticamente los
requerimientos necesarios para su analisis y darles cumplimiento a los criterios,
en la Tabla N° 7 se muestran los resultados.

Tabla N° 7. Resultados estadisticos del pardmetro de exactitud.

Prueba estadistica Resultado
Media aritmética (X) 0.9814
Desviacion estandar ( S) 0.0221
Coeficiente de variacion (CV) 2.25%
0.9814 + 0.016987533
Intervalo de confianza ( IC ) Superior 0.998387533

Inferior 0.964412467
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En este resultado conocemos que para un analisis de intervalo de trabajo debe
verse incluido un valor que figure entre el limite superior e inferior de los
resultados, para la exactitud el intervalo incluye la media aritmética (0.9814) por
lo que las mediciones se acercan al valor verdadero siendo exactos.

Para determinar la concentracion o el grado de cercania de los datos en torno a
las concentraciones de adicién conocida, se calcul6 la recuperacion aparente
(R(%)) los resultados obtenidos junto a las ecuaciones utilizadas para su
resolucién se encuentran en la Tabla N° 27 del Anexo N° 23.

Al analizar la cercania de los resultados al valor verdadero, se estim6 ademas un
componente comun de error sistematico o sesgo dando como resultado -0.001,
-0.001 y -0.002 y el erro porcentual -3.33%, -2.0 y -2.0 lo cual es aceptable ya
gue en comparacion con los valores aceptados como real las cantidades de
sesgos hegativos solo implica la existencia de valores bajos de la variable
obtenidas experimentalmente, eso reafirma los datos obtenidos en el analisis
debido que al evaluar el porcentaje de recuperacion se obtuvo 96.67%, 98.0% y
98.0% dichos porcentajes que aungue no son precisos Si son exactos
encontrandose entre el rango de los porcentaje de recobro del criterio de
aceptacion (70%-110%) verificando de esta manera que el método es exacto.

5.2.3 Precision

Esta caracteristica de validacion fue realizada con la preparacion de 10
soluciones de estandar correspondiente a la concentracion de 0.05 mg/L Cré*,
ademas se analizaron 10 muestras en presencia de matriz en este caso agua de
consumo humano, manteniendo las condiciones de: dia, instrumento y
laboratorio en la Tabla N° 21 en el Anexo N° 22 se puede observan la lectura de
los resultados de estdndares y muestras para evaluar la repetibilidad y la
precision intermedia.

La estimacion de la repetibilidad del método se realiz6 con el célculo del
porcentaje de recobro para medir la proporcion de concordancia en respuesta al
meétodo, variacion que se observa cuando el analista mide la misma parte muchas
veces logrando la repetibilidad siempre que se conserven las mismas
condiciones en la Tabla N° 28 en el anexo N° 23 se presenta los resultados.

Es importante para este parametro tomar en cuenta que para la precision
intermedia los resultados de repetibilidad fueron utilizados como el analista 1.
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Con los resultados del calculo de porcentaje de recobro se plantearon
estadisticos para conocer el coeficiente de variacion y los intervalos de confianza
en los niveles de concentracidon estudiados en la Tabla N° 8 se presentan los
resultados (ver calculos en Anexo N° 23).

Tabla N° 8. Resultados estadisticos del parametro de precision.

Prueba estadistica Resultado
Media aritmética () 27.26%
Desviacion estandar ( S) 2.82%
Coeficiente de variacion (CV) 0.1%
27.26% + 2.017344675
Intervalo de confianza ( IC ) Superior 29.28%
Inferior 25.24%

El coeficiente de variacion al ser menor que el criterio de aceptacion (5%) nos
indica que la dispersion es casi nula y como se puede ver la media de los
resultados 27.26% se encuentra dentro del intervalo de trabajo que comprende
del 25.24% al 29.28%, por lo que, el método es preciso.

Para la precision intermedia es necesario estimar por un analisis de varianza para
comprobar si existe un cambio significativo con respecto a las variables y las
condiciones de analisis de este parametro, previo a esto es necesario obtener
datos de recuperacién en la Tabla N° 29 del Anexo N° 23 se reflejan los
resultados.

Con los datos obtenidos se inicia el andlisis de Varianza (ANOVA) en la Tabla N°
9 se resume los resultados obtenidos para estudiar si no existe una diferencia
significativa entre los dos grupos de mediciones a diferentes condiciones, el
desarrollo de los calculos se encuentra en el Anexo N° 23.

Tabla N° 9. Analisis de varianza de la precision intermedia

Suma de Cuadrados

gl Cuadrados Medios Pl et

ai 1 3.7845 3.7845 0.365239882 4.41
Error 2(10-1)=18 186.5103 | 10.36168333
Total 19 190.2948 10.01551579




82

Los resultados de la serie repetida de ensayos analiticos que se realizaron sobre
10 réplicas de una muestra de agua de consumo humano para precision
intermedia en la prueba de varianza evaluada por medio del estadistico de
distribucion F de Fisher-Snedecor resulto que para F calculado = 0.36, es
conforme segun el criterio de aceptacion donde Fcal<F.tab ( 0.36<4.41) , por
lo tanto, en el planteamiento de la hipdtesis nula en el que las varianzas son
iguales se acepta y se considera que el método es preciso bajo las condiciones
a las que fue adaptado.

5.2.4 Limites

Para la determinacion de la cantidad minima y la cantidad maxima que puede
cuantificar y detectar el método de analisis (rango de trabajo) para Cromo
Hexavalente se elaboraron 10 muestras fortificadas a concentraciones conocidas
en el rango de medicion del reactivo con las siguientes concentraciones: 0.005
mg/L, 0.006 mg/L, 0.007 mg/L, 0.008 mg/L, 0.009 mg/L a partir de una solucion
0.500 mg/L. Debemos recordar que este parametro puede formar parte de la
verificacion para el método que se desea validar antes de ponerlo en uso, los
resultados de las lecturas se encuentran en la Tabla N° 22 en el Anexo N° 22.

Para comprobar los datos se determiné el valor de la pendiente (b1), el coeficiente
de determinaciéon (r?) y el intervalo de confianza de la pendiente, con la
estimacion de minimos cuadrados, a continuacion, se presentan los resultados.
La resolucion estadistica se encuentra en la Tabla N° 30 en el Anexo N° 23.

Tabla N° 10. Resumen estadistico de limites.

Prueba estadistica Resultado
Pendiente (b,) 0.9207
Ordenada al origen (by) -0.000052786
Coeficiente de determinacion (r?) 0.9992

0.9207 + 0.007504357

Intervalo de confianza de la pendiente

Superior 0.928204357
(IC(B)) .

Inferior 0.913195643
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Las muestras fortificadas resultaron estar dentro de los parametros esperados ya
que para un coeficiente de determinaciéon de 0.99 los datos son fiables
presentando una nula variacion en la medicién. En cuanto al resultado del
intervalo de confianza la pendiente obtenida en el estudio esta dentro del intervalo
del valor que se considera real por lo que el método es el mas adecuado a utilizar.

La determinacion del limite de deteccion y de cuantificacion se realiza mediante
el calculo de la desviacion estandar de las mediciones del blanco en la tabla N°
23 en el Anexo N° 22 se observan los resultados de estas mediciones y en la
Tabla N° 11 los resultados. Los calculos se realizaron conforme a la Tabla N° 31
en el Anexo N° 23.

Tabla N° 11. Resultados de limites de deteccion y de cuantificacion.

Desviacion estandar (Sp) 0.000675
Limite de deteccion (LD) 0.0024
Limite de cuantificacion (LC) 0.007

En la determinacion de limites se dio lectura a 10 blancos durante el desarrollo
experimental para obtener mediante la ejecucion estadistica la desviacion
estandar encontrando que la menor cantidad donde la sefial es distinguida de la
del ruido es 0.002 mg/L y la concentracion limite de cuantificaciéon bajo las
condiciones de trabajo del laboratorio fue 0.007 mg/L.

5.2.5 Incertidumbre

La incertidumbre es una forma de expresar que, para un mesurando y su
resultado de medicién, no hay un solo valor, sino un niumero con valores
dispersos alrededor del resultado, que son provocados por las observaciones de
datos.

Para calcular la incertidumbre de los resultados en la medicion atribuidos al
mesurando que en este caso son las concentraciones de Cromo Hexavalente
Cr®* en agua de consumo humano se siguié el procedimiento de la guia de
estimacion de incertidumbre (ver Anexo N° 19) partiendo de un modelo
matematico que involucre los factores que intervienen en las mediciones (ver
anexo N° 23), donde la sumatoria de todos estos conlleven a un solo valor que
recopile la totalidad de las incertidumbres.
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La primera fue la concentracién (mg/L) de Cromo Hexavalente medido en el
instrumento a través de la curva de calibracion. El calculo de esta incertidumbre
se elaboré utilizando la ecuacion de linea recta del parametro de linealidad
conformada por la pendiente y el intercepto (y = 1.0041x - 0.0007) dando como
resultado 0.0015 (ver Anexo N° 23).

La segunda incertidumbre evaluada fue la del factor de dilucion en total fueron 3
los que afectaron la medicion a estos se incluyeron y se combinaron otras fuentes
de incertidumbre, como lo fueron la incertidumbre del volumen de aforo de
muestras y volumen de la alicuota y se represent6 a través de una ecuacion (ver
Anexo N° 23).

Al combinar las incertidumbres de volumen fue necesario conocer la
incertidumbre debida al material volumétrico e identificar también las otras
fuentes que afectan la medicion, en este paso se tomé en cuenta los certificados
de calibracion. En la Tabla N° 32 del Anexo N° 23 se encuentran los datos y el
modelo matematico utilizado para este calculo.

Cada incertidumbre debida al material volumétrico se vio afectado ademas por 3
factores la repetibilidad, la calibracién y la variabilidad de temperatura cada una
fue evaluada por separado (ver ecuacion en Anexo N° 23).

La incertidumbre de la repetibilidad fue determinada por cada instrumento que
estuvo involucrado en la dilucién del estandar de referencia. El calculo se realizo
como se puede observar en las Tablas de la N° 33 a la N° 35 en el Anexo N° 23.
Para la incertidumbre de la calibracion de los materiales volumétricos fue
necesario conocer la incertidumbre expandida emitida por los proveedores o
servicios de calibracion, estos datos y la ecuacién utilizada se encuentran en LA
Tabla N° 36 del Anexo N° 23. La incertidumbre de la variabilidad de la
temperatura también fue estudiada con una ecuacidon que involucra las
temperaturas tanto al momento de la medicién como la que refiere el material de
medicién (ver Anexo N° 23).

Luego del desarrollo de los calculos para la estimacion de las incertidumbres de
los 3 factores de disolucion, los resultados fueron 0.028, 0.007 y 0.283 (ver
Tablas N° 37 y N° 38 en el Anexo N° 23).

La tercera y ultima incertidumbre involucrada fue la del estandar de referencia
certificado (ERC); el material de referencia Chromium standard solution 1000 mg/
L Cr contiene una incertidumbre asociada (incertidumbre expandida Ugxp = 5.0
mg/Kg = 5.0 mg/L segun proveedor) la cual fue trasformada en incertidumbre
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estandar dio como resultado 2.5 mg/L, en su preparacién para tener una solucion
a la concentracion de 0.05 mg/L se realizaron 3 diluciones se planteé un modelo
matematico y una formula el cual al resolverla se obtuvo una incertidumbre de
0.0002. (ver célculos en Anexo N° 23).

El criterio para evaluar la incertidumbre consistia en la combinacion de las fuentes
de todos los contribuyentes una vez se conociera la incertidumbre estandar, pero
en este punto debia considerarse incertidumbres que no fueron tomadas en
cuenta en las categorias antes evaluadas siendo una la incertidumbre de la
repetibilidad de la muestra, el cual para su célculo se utilizaron los resultados del
pardmetro de precision obteniendo como resultado la incertidumbre estandar de
1.461949x1023 que multiplicada por la concentracion de masa obtenida en las
mediciones se obtuvo el resultado de 0.0154 el cual es el valor de la
incertidumbre derivada de la concentracién. (ver calculo y Tabla N° 39 en Anexo
N° 23)

En el célculo de la incertidumbre combinada el resultado fue de 0.2845 pero este
dato es una incertidumbre relativa es decir adimensional por lo que fue necesario
multiplicarla por la incertidumbre derivada de la concentracién por el cual se
obtuvo que la incertidumbre combinada es igual a 0.0044 mg/L. Considerando un
nivel de confianza de 95% y un factor de cobertura k=2, la incertidumbre de la
medicion es p=0.0088 mg/L, y finalmente se representa de la siguiente manera
as: []Cr* = (0.0139 + 0.0088) mg/L

Para un mejor andlisis sobre la contribucién relativa de las fuentes de
incertidumbre identificadas se representan los diferentes datos de las fuentes
obteniendo la siguiente grafica ver Figura N° 10.

Factor de dilucion 3
Fcator de dilucion 2
Factor de dilucion 1

incertidumbre del material de referencia certificado

Incertidumbre de la concentracion del mesurando
gue se mide en el instrumento

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Figura N° 10. Contribucion de incertidumbres en la medicion
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Al expresar la duda o incertidumbre que se tiene del resultado de medicion para
la metodologia de Cromo Hexavalente se tomo en cuenta la guia Técnica sobre
Trazabilidad e Incertidumbre en las Mediciones Analiticas
gue emplea la técnica de Espectrofotometria de Ultravioleta-Visible y el modelo
matematico, por lo que de acuerdo al método de regresion lineal resulto que la
incertidumbre sera de + 0.0088 mg/L y donde segun la Figura N° 10 la mayor
contribucién de incertidumbre a los resultados es debido al factor de disolucionas).

5.3 Informe de validacion

Para finalizar se presenta el informe de los resultados obtenidos comparados con
los criterios que rigen la aprobaciéon del método de la 1,5-Difenilcarbohidrazida
para la determinacién de Cromo Hexavalente en agua potable.

Cuadro N°5. Informe de validacion del método 1,5-Difenilcarbohidrazida

Cadigo:ICHO06
INFORME DE VALIDACION DEL METODO DE Fechalsioibel
ANALISIS DE 1,5-DIFENILCARBOHIDRAZIDA Cambio #1
Pag. N° 1 de
Facultad de Quimica y Farmacia. Universidad de El Salvador
Protocolo de Referencia: Validacién del Método de Analisis de 1,5-Difenilcarbohidrazida
Codigo:PCHO06
Estandar utilizado: Estandar de Cromo 1000 ug/mL Lote: HC99974679 Fecha de
vencimiento: 2022/06/30 Ver certificado de analisis
Resultados analiticos de los parametros de validacion
Parametro
de Resultados
desempefio
Verificacién de rango de trabajo del equipo mediante curva de
calibracién
Medicion Del rango declarado por el kit
Resultados:
Concentracién de Concentracién
Tubo .
Muestras Medida
Linealidad Blanco 0.000 0.000
0.010 0.009
2 0.050 0.050
3 0.100 0.098
4 0.300 0.299
5 *0.500 0.496
6 0.700 0.700




Cuadro N°5. (Continuacion)

Linealidad del método
Por lo menos por triplicado 5 niveles de concentracion de la solucién
de referencia
Resultados:
Concentracion tedrica | Respuesta Practica
0.01 0.009
0.01 0.008
0.01 0.006
0.05 0.048
Linealidad 0.05 0.049
continuacion 0.05 0.051
0.10 0.104
0.10 0.101
0.10 0.103
0.30 0.298
0.30 0.302
0.30 0.297
0.70 0.704
0.70 0.702
0.70 0.701
Un analista debe: Preparar tres (3) series de 3 muestras fortificadas
es decir que a cada serie se le adiciona una cantidad conocida del
analito.
1° serie
Valor Blanco | Adicion ppm Valor 2
1 0.001 0.03 0.03
2 0.001 0.03 0.029
3 0.001 0.03 0.029
Exactitud 2° serie __
Como % de Valor Blanco | Adicion ppm Valor 2
Recuperacion. 1 0.001 0.05 0.051
0.001 0.05 0.048
3 0.001 0.05 0.049
3° serie
Valor Blanco | Adiciéon ppm Valor 2
1 -0.001 0.1 0.097
0.001 0.1 0.099
0 0.1 0.098




Cuadro N°5. (Continuacion)

Al menos 10 réplicas de una muestra de agua de consumo humano
Resultados:
Analista 1 Analista 2
1 0.015 0.015
Precisién como 21 0.014 0.015
Repetibilidad y 3] 0.013 0.015
Precision 4| 0.016 0.015
Intermedia 51 0.015 0.013
6 | 0.015 0.012
7 | 0.015 0.014
8 | 0.012 0.016
9| 0.011 0.013
10 | 0.013 0.011
Concentracion tedrica del estandar preparado a partir de: 0.50 mg/L
de Cr 6+
Resultados:
Repetibilidad del N° Concentracién N° Concentracién
método 1 0.049 6 0.051
2 0.049 7 0.051
3 0.051 8 0.048
4 0.048 9 0.049
5 0.049 10 0.050
A partir de la solucion 0.5 mg/mL se prepar6 por triplicado las
concentraciones.
Resultados:
NE Cor'u?entracién Concentracion
Teodrica Recuperada
1 0.005 0
o 2 0.005 0
Limites 3 0.006 0.0067
4 0.006 0.0067
5 0.007 0.0077
6 0.007 0.0077
7 0.008 0.0087
8 0.008 0.0077
9 0.009 0.0097
10 0.009 0.0097
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Resultados estadisticos de los parametros de validacion
Linealidad

Verificacién de rango de trabajo del equipo mediante curva de calibracion

Grafico de verificacion de kit de trabajo

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Concentracion Medida

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Concentracién Muestras de Ensayo

Resultados de linealidad del método

Pendiente: b; = 1.00405
Ordenada al origen: by, = —0.0007396

Coeficiente determinacién: r? = 0.9999

Grafico de Linealidad del metodo

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Respuesta Practica

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Concentracion Tedrica
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Prueba de hipétesis

Andlisis de varianza de la regresion lineal

Gl Suma de Cuadrgdos Feu Foos
Cuadrados Medios
Regresion 1 0.9783 0.9783 978.30 4.67
Error 15-2=13 0.0015 0.1x1073 _
Total 15-1=14 0.9798 0.07 n=15

Ho: El modelo lineal no es adecuado
Ha: El modelo lineal es adecuado

4.4.7.1.1 Andlisis residual de la linealidad del sistema

Se rechaza Ho, si Fcac €s mayor o igual a F de tabla y se acepta Ha (978.30 24.67)

intercepto debe
incluir el cero

r=0.98

Residuales
entre £1.5

r? =0.9999

Maximo = 0.0043
Minimo=-0.0035

Grafico de los residuales
0.0050 N
" *
) * o ° *
g 0.0000 & ry T T T T T T i 1
& ¥ ®* 01 02 03 04 05 06 07 08
* *
-0.0050
Muestra de ensayo
Criterios de aceptacién
Parametro Criterio Resultado Conformidad
El intervalo de
confianza de la
incluir la unidad
El intervalo de
confianza del = —
Linealidad IC(by) 0.0007396 + 0.001850913 Conforme
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Exactitud

Media aritmética: X = 0.9814 = 98.14%
Desviacion estandar:S = 0.0221
Coeficiente de variacion:CV = 2.25%
Intervalo de confianza: IC () = 0.9814 + 0.016987533

Célculo de cantidad recuperada a partir de una concentracion conocida.

incluirse en el
intervalo

Porcentaje de
Recobro: 70 %
-110%

1 X =0.9814 = 98.14%

Error relativo | Recuperacion
Adicion ) ) Sesgo porcentual aparente
Concentraciones | Promedio
ppm (mg/L) . _ b b(%) R(%)
experimentales X) _ _ 3
Xref X - Xref X — Xref X
—=%100 * 100
Xref Xref
0.03 0.03
0.03 0.029 0.029 -0.001 -3.33 96.67%
0.03 0.029
0.05 0.051
0.05 0.048 0.049 -0.0010 -2.00 98.0%
0.05 0.049
0.1 0.097
0.1 0.099 0.098 -0.002 -2.0 98.0%
0.1 0.098
Criterios de aceptacién
Parametro Criterio Resultado Conformidad
Coeficiente de
variacion:
<5 % CV =225%
El valor de la
media debe —
Exactitud IC(w) = 0.9814 + 0.016987533 Conforme
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Precisién
Repetibilidad

Media aritmética:y = 27.26%
Desviacion estandar:S = 2.82%
Coeficiente de variacion: CV = 0.1%

Intervalo de confianza: IC(p) = 27.26% + 2.017344675

Superior 29.28%
Inferior 25.24%

Precisién Intermedia

Prueba de hipétesis

Andlisis de varianza de la Precision Intermedia

gl Suma de Cuadrados Feal F(0.05)
Cuadrados Medios
ai 1 3.7845 3.7845 0.365239882 4.41
Error 2(10-1)=18 186.5103 10.36168333
Total 19 190.2948 10.01551579

Ho: Las varianzas son iguales sx?1 = sx?%
Ha: Las varianzas son distintas sx21 # sx%

Si Fcac €s menor o igual a F de tabla se acepta Ho y se rechaza Ha, Fcal<F.tab

Criterios de aceptacién

Parametro Criterio Resultado Conformidad

Coeficiente de
Repetibilidad | variacion: cV =0.1% Conforme
<5%

Precision

intermedia Fcal<F.tab (0.365 < 4.41) Conforme
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Pendiente: b, = 0.9207

Inferior

Superior

Limite de deteccion

Limites

Ordenada al origen: b, = —0.000052786
Coeficiente de determinacion: r? = 0.9992

Intervalo de confianza para la pendiente

C(B,) = 0.9207 + 0.007504357

0.913195643
0.928204357

Desviacion estandar: S, = 0.000675

_3.3x0.000675

09207 = 0.0024
Limite de cuantificacion
_ 10x0.000675 _ -
T 09207
Criterios de aceptacién
Parametro Criterio Resultado Conformidad
r=0.98
r? = 0.9992
El valor de la
Limites . Conforme
pendiente C(B,) = 0.9207 + 0.007504357
debe incluirse
en el intervalo




Cuadro N°5. (Continuacion)

Incertidumbre

La incertidumbre combinada:

Ucombinada = /(0.0015)2 + (0.0002)2 + (0.028)2 + (0.007)2 + (0.283)2 = 0.2845

Considerando un nivel de confianza de 95% y un factor de cobertura k=2 se calcula la
incertidumbre expandida de este método obtenido lo siguiente:

Uexp = UI * k
Uexp = 0.0044mg/L +2 = 0.0088mg

La expresion que representa la incertidumbre de la medicion es la siguiente:

[]Cré* = (0.0139 + 0.0088) mg/L

Contribiucion de Incertidumbre en |la Medicidon

Factor de dilucion 3
Fcator de dilucion 2

Factor de dilucion 1

incertidumbre del material de referencia
certificado

Incertidumbre de la concentracion del I
mesurando que se mide en el instrumento

0 005 01 015 0.2 025 0.3

Criterios de aceptacién

Parametro Criterio Resultado Conformidad
Debe cumplir con
la siguiente [1cret =
Incertidumbre | ecuacién (0.0139 + 0.0088) mg/L Conforme
ymg Cr®t /L +U
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Cuadro resumen de los resultados obtenidos

Parametro de
desempefio

Criterio de
aceptacion

Resultado

Declaracién
de
conformidad

Linealidad

Tendencia
directamente
proporcional con
respecto a las
concentraciones
medidas

Lineal

El intervalo de
confianza de la
pendiente debe
incluir la unidad
El intervalo de
confianza del
intercepto debe
incluir el cero
r=0.98
Residuales entre
+1.5

IC(b;) = 1.00405 £ 0.005376240

I1C(by) = — 0.0007396
+0.001850913
2 = 0.9999

Maximo = 0.0043
Minimo= -0.0035

Conforme

Exactitud

Coeficiente de
variacion: <5 %

El valor de la media
debe incluirse en el
intervalo

Porcentaje de
Recobro:
70 % - 110 %

CV =2.25%

IC(w) = 0.9814 + 0.016987533

1 X =0.9814 = 98.14%

Conforme

Repetibilidad

Coeficiente de
variacion:
<5 %

CV =0.1%

Conforme

Precision
intermedia

Fcal<F.tab

(0.365 < 4.41)

Conforme

Limites

r=0.98

El valor de la
pendiente debe
incluirse en el
intervalo

r? =0.9992

C(By) = 0.9207 + 0.007504357

Conforme

Incertidumbre

Debe cumplir con la
siguiente ecuacién
ymg Crét/L +U

[1Cre* = (0.0139 + 0.0088) mg/L

Conforme
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta validacion confirman que el método de la 1, 5
Difenilcarbohidrazida es apto para la determinacion de [[Cr®* en agua de consumo
humano y puede ser de uso rutinario ya que cumplié con los parametros minimos de
validacion propuestos en la metodologia y se puede garantizar la confiabilidad en los
resultados.

Declaracion de Aptitud del Método: Validado
Fecha de elaboracién del informe: 10/2022

Analistas responsables: Meibelyn Magdalena Guerra Lara (Analista 1)
Evelin Veronica Pineda Merino (Analista 2)
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6.0 CONCLUSIONES

. Los resultados de los parametros evaluados mostraron ser exactos, precisos
y lineales, lo que contribuye garantizar la confiabilidad del método.

. Se demostr6 que el método es especifico y robusto incluso cuando es
desarrollado por diferentes analistas, por lo que es idoneo para su uso.

. Las concentraciones medidas espectrofotométricamente en el rango de 0.010
a 0.700 mg/L presentan una respuesta conforme a la formacién del complejo
1,5-Difenilcarbohidrazona.

. La incertidumbre proporcionada por el factor de dilucién es el que mas
predomina y aporta al célculo de la incertidumbre combinada, pero no afecta
la fiabilidad de los resultados.

. La incertidumbre de medicion de + 0.0088 mg/L, determind el nivel de
confianza que contendran los resultados luego de su analisis.

. Se validé el método analitico para la determinacién de la concentracién de
Cromo Hexavalente en agua y se demostr6 que es apto para el propésito
indicado ya que cumple con los criterios establecidos.

. El informe de validacion respalda las técnicas realizadas en el laboratorio
garantizando la calidad, la seguridad y confiabilidad del método.
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7.0 RECOMENDACIONES

Al Laboratorio de Aguas en la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad
de El Salvador.

1. Establecer un periodo en el que se realice un seguimiento del estado validado
del método para asegurar que no existan cambios que lo afecten de manera
directa.

2. Tener en cuenta que la incertidumbre a la medicion aumenta al realizar
diluciones por lo que se sugiere estudiar las diferentes alternativas en la que
se pueda preparar una solucién de manera mas directa.

3. Realizar la validaciéon de mas métodos analiticos para garantizar la calidad de
los resultados y cumplir con los requerimientos de las entidades reguladoras.

4. Capacitar al usuario del método analitico con el propésito de mitigar errores
en su aplicacion.

5. Instar a las autoridades a promover y realizar investigaciones de este caracter
ya que es altamente aplicable a los marcos regulatorios, no solo en el
Laboratorio de Aguas, sino también a nivel de industrias Farmacéuticas
creando la experiencia y las habilidades que necesitaran los futuros
profesionales.
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GLOSARIO g
Analito: Especie quimica que se analiza.

Adecuacion al propdsito: Grado al cual los datos producidos por un proceso de
medicion permiten a un Usuario tomar decisiones técnica y administrativamente
correctas para un Propdésito establecido.

Blanco: puede ser un blanco de reactivo o un blanco muestra problema que
contenga todos los ingredientes de la muestra excepto los analitos

Coeficiente de variacion: es la desviacion estandar expresada en funcién de la
media. Normalmente se expresa en porcentaje.

Control de calidad interno: Serie de procedimientos asumidos por el personal
de un laboratorio para el continuo seguimiento de las operaciones y de los
resultados de las mediciones con el fin de decidir si los resultados son lo
suficientemente confiables como para ser emitidos.

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

Exactitud de una medicién: Es la proximidad de concordancia entre el resultado
de una medicion y el valor de referencia aceptado.

Desviacion estandar: estadistico basico indicativo de la dispersion o variabilidad
de los resultados.

Intervalo (rango): concentraciones incluidas entre la concentracion superior e
inferiores del analito (incluyendo estas), para las cuales se ha demostrado que el
método es preciso, exacto y lineal.

Incertidumbre de medida: Parametro no negativo que caracteriza la dispersion
de los valores atribuidos a un mensurando, a partir de la informacion que se
utiliza.

Intervalo de confianza: Intervalo en torno al valor estimado que contiene el valor
real con una probabilidad determinada.

Intervalo de trabajo: Es el intervalo en el cual el método proporciona resultados
con una incertidumbre aceptable. El extremo inferior del intervalo de trabajo esta
determinado por el Limite de Cuantificacion, el extremo superior del intervalo de
trabajo esta definido por las concentraciones a las cuales se observan anomalias
significativas en la sensibilidad analitica.



Intervalo lineal: Es la capacidad de un método analitico para dar resultados que
son directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un
intervalo dado.

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

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

Linealidad: Define la habilidad del método para obtener resultados de la prueba
proporcionales a la concentracion del analito.

Material de referencia (MR): Material o sustancia en la cual uno o mas valores
de sus propiedades son suficientemente homogéneos y bien definidos como para
ser utilizados en la calibracion de aparatos, en la evaluacion de un método de
medicion o para asignar valores a otros materiales.

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

Método analitico: descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis de
un componente especifico de la muestra.

Mensurando: Magnitud que se desea medir

Métodos no normalizados: Método que no aparece en la literatura oficial
reconocida.

Muestra: Parte representativa de la materia muestra del analisis.

Parametros de desempefio: parametro especifico a estudiar en un protocolo de
validacion.



Precision: Es la proximidad de concordancia entre los resultados de pruebas
independientes obtenidos bajo condiciones estipuladas.

Precision intermedia: La precision intermedia expresa la variacion dentro de un
laboratorio en: diferentes dias, diferentes analistas, diferente equipo, etc.

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

Prueba de Robustez: Estudio dentro del laboratorio para evaluar el
comportamiento de un proceso analitico cuando se efectian pequefios cambios
en las condiciones ambientales y/o de operacién, semejantes a aquéllos que
pudieran surgir en los diferentes ambientes de prueba. La prueba de robustez
permite obtener informacion de los efectos de cambios menores de una forma
rapida y sistematica.

Repetibilidad: precision en condiciones de repetibilidad, es decir, condiciones
segun las cuales los resultados independientes de una prueba se obtienen con
el mismo método, sobre objetos de prueba idénticos, en el mismo laboratorio, por
el mismo operador, usando el mismo equipo y dentro de intervalos de tiempo
cortos.

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

Revalidacién: La revalidaciéon de un método analitico consiste en repetir de
forma total o parcial su validacion, ya sea debido a modificaciones en el método,
equipos, en la muestra a analizar, etc. para garantizar la obtencion de resultados
fiables.

Robustez: La “robustez” de un procedimiento analitico es "una medida de su
capacidad para permanecer no afectado por pequefias variaciones premeditadas
de los parametros del método. La robustez proporciona una indicacion de la
fiabilidad del método durante su uso normal”.

Selectividad: Describe la habilidad de un procedimiento analitico para diferenciar
entre varias sustancias en la muestra y es aplicable a métodos en los que dos o
mAas componentes son separados y cuantificados en una matriz compleja.



Sensibilidad: El cambio en la respuesta de un instrumento de medicion dividido
por el correspondiente cambio del estimulo.

Sesgo: Desviacion consistente de valores medidos a partir del valor verdadero,
originada por errores sistematicos durante un procedimiento.

Validacion: Confirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que se
han cumplido los requisitos para una utilizacion o aplicacion especifica prevista.

Validacién de un Método:

1. El proceso de establecer las caracteristicas de desempefio y limitaciones de
un método y la identificacion de las influencias que pueden modificar esas
caracteristicas y hasta qué punto. ¢ Qué analitos puede determinar el método, en
gué matrices, en presencia de qué interferencias? ¢En esas condiciones, qué
niveles de precision y de exactitud pueden alcanzarse?

2. El proceso de verificacion de que un método es adecuado a su propdsito, 0
sea, para resolver un problema analitico particular. Es aplicable cuando el
meétodo se esta desarrollando con un propdsito especifico. En quimica analitica
otro uso comunmente encontrado del término de validacion es en el contexto de
instrumentacién. La Validacién de Instrumentos se usa para describir el proceso
de establecer que un instrumento en un momento dado es capaz de
desempefiarse de acuerdo a la especificacion disefiada. Estos procesos podran
alcanzarse, por ejemplo, mediante calibraciones o verificaciones de desempeiio.

Verificacion: Confirmacion mediante la aportacion de evidencia objetiva de que
se han cumplido los requisitos especificados.

Valor verdadero convencional (de una magnitud): Valor atribuido a una
magnitud particular y aceptado, algunas veces por convencion, por tener una
incertidumbre apropiada para un proposito dado.
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ANEXO N° 1
ESPECTROFOTOMETRO HACH DR 2700

Tabla N°12. Especificaciones técnicas del espectrofotometro HACH DR 2700

Especificaciones de funcionamiento

Modo operativo Transmitancia (%), absorbancia y concentracion

Fuente de luz Lampara de (filamento de) tungsteno en atmadsfera gaseosa
(visible)

Rango de longitud de onda 400-900 nm

Precision de longitud de onda +1.5nm

Reproducibilidad de longitud de onda <0.1nm

Resolucion de longitud de onda 1nm

Calibracion de longitud de onda Automatica

Seleccién de longitud de onda Automatica, mediante seleccion de un método

Ancho de banda espectral <8nm

Rango de medida fotométrico + 3.0 Abs en el rango de longitud de onda 400-900 nm

Precisién fotométrica 5 mAbs a 0.0-0.5 Abs
1% a 0.50-2.0 Abs

Linealidad fotométrica < 0.5%—-2 Abs

<=1%a>2 Abs
con vidrio neutro a 546 nm

Luz difusa <0,1% T a 500 nm con filtro 0G570/3

Almacenamiento de datos 500 valores medidos (resultado, fecha, hora, ID de la
muestra, ID del usuario)

Programas del usuario 50

Especificaciones fisicas y ambientales

Anchura 220 mm (8.6 pulgadas)

Altura 135 mm (5.3 pulgadas)

Profundidad 330 mm (12.9 pulgadas)

Peso 4.06 kg (8.95 Ibs) sin bateria
4.38 kg (9.66 Ibs) con bateria

Condiciones de funcionamiento 10-40 °C (50-104 °F), 80% humedad relativa maxima (sin
condensacion)

Condiciones de almacenamiento —40-60 °C (—40-140 °F), 80% humedad relativa maxima (sin

condensacion)

Especificaciones técnicas adicionales

Conexion a la red 15 VDC / 30VA
Cargador: (100-240 V/50-60 Hz)
Bateria, recargable de litio, 11.1V, 4.4 Ah

Interfaces Utilice Unicamente cable blindado de una longitud max. de
3m.
1x USBtipo A
1x USB tipo B

Estanco al agua segun IP 41 con la tapa cerrada

IP 42 con la cubierta protectora colocada en su sitio

Clase de proteccién Clase de proteccion Il




ANEXO N° 2

ESQUEMA DEL EQUIPO HACH DR 2700

Vista Frontal Vista Posterior

Figura N° 11. Representacion grafica del espectrofotometro Hach DR2700 y sus
elementos de control g

Descripcion de los elementos de control

Interruptor de encendido/apagado
USB Tipo B

Enchufe a la red

Proteccion

USB Tipo A

Pantalla de control tactil
Compartimiento de celdas

NookwNE



ANEXO N° 3
FOTOGRAFIAS DE REALIZACION DE LA VALIDACION

T

. My — Ty Ay

Figura N°12. Fotografias de la determinacion de los pardmetros de validacion
para el método analitico en el Laboratorio de Aguas de la
Universidad de El Salvador.



ANEXO N° 4
MATERIALES, EQUIPO Y REACTIVOS
Cristaleria calibrada y certificada

35 balones volumétricos de 50.0 mL serie 01
3 bureta de 10 mL serie 01

1 pipeta volumétrica de 1.0 mL serie 01

1 Beaker de 500 mL

1 pipeta volumétrica de 5.0 mL serie 01

2 Beaker de 100 mL

Equipo

Espectrofotometro Hach DR 2700
Celda de muestra de 10 mL
Soporte metalico

Reactivos

Estandar utilizado
- Chromium standard solution 1000 mg/L

Reactivo utilizado
- ChromaVer ® 3 Chromium Reagent Powder Pillows, 5 or 10 mL
- Agua destilada



ANEXO N° 5

REQUERIMIENTOS DE LA GUIA DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS (OSA) PARA ESTABLECER UN PROTOCOLO



SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD
G 9.6 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS FISICOQUIMICOS
VERSION 2 APROBADO 2017/05/23

ORGANISMO SALVADORENO DE ACREDITACION

7.1.1 Establecer un protocolo de validacion.

El protocolo deber ser fechado y firmado por los responsables de la validacion o persona designada por el
laboratorio y debe incluir como minimo lo siguiente:

A IDENTIFICACION.
Se debera de identificar de acuerdo al control interno de documentos definido por el laboratorio.

B. OBJETIVO.
Definir la finalidad del protocolo de validacién. (Ej. Definir los pardmetros a validar, las actividades

necesarias para la realizacion de la validacion del método XXX-YY-ZZ para la evaluacion del
analito EE por la técnica CFG)

C. ALCANCE.
Delimitacion de tipo de muestra, matriz, analito, rango de concentracion, técnica analitica.

Nota: Para muestras de alimento se debera de utilizar la clasificacion establecida en el RTCA
67.04.54:10 Alimentos y bebidas procesadas. Aditivos alimentarios, para la definicion de Matriz y
nimero de muestras a validar segun lo detallado en el apartado 7 "Sistema de Clasificacion de los
alimentos” de dicho reglamento, se dara por valido el alcance de la validacion de acuerdo a lo
siguiente:

1- Categoria de alimento:
Al demostrar la Aptitud del método a través de la validacion de al menos el 50% del total de
sub categorias y de cada una de ellas 2 tipos de alimentos. (Si la subcategoria lo permite).

Ejemplo:

Para dar por aceptada la categoria de alimento 02.0 Grasas y aceites y emulsiones grasas, se
debera de realizar la validacion de al menos el 50% de las sub categorias que para el
ejemplo siguiente corresponderia a 2 subcategorias. Si elegimos la subcategoria 02.1 y 02.2
tendremos que realizar a validacion de al menos 2 tipos de alimentos de cada una., se podria
seleccionar la validacion de: Aceite de mantequilla, Grasas y aceites vegetales, Mantequilla y
mantequilla concentrada y Margarina y productos similares. Al realizar éstas 4 validaciones,
se daria por valida la categoria 02.0.

02.0 Grasas y aceites y emulsiones grasas
02.1 Grasas y aceites practicamente exentos de agua

02.1.1 Aceite de mantequilla (manteca), leche de grasa anhidra "ghee"”

02.1.2 Grasas y aceites vegetales

02.1.3 Manteca de cerdo, sebo, aceite de pescado y otras grasas de origen animal
02.1.4 Mezcla de aceites y/o grasas de origen animal y vegetal.
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SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD
G9.6 vpumcréu DE METODOS ANALITICOS FISICOQUIMICOS
VERSION 2 APROBADO 2017/05/23

ORGANISMO SALVADORENO DE ACREDITACION

02.2 Emulsiones grasas, principalmente del tipo agua en aceite

02.2.1 Emulsiones con 80 por ciento de grasa como minimo
02.2.1.1 Mantequilla y mantequilla concentrada
02.2.1.2 Margarina y productos similares
02.2.1.3 Mezclas de mantequilla y margarina

02.2.2 Emulsiones con menos del 80 por ciento de grasa

02.3 Emulsiones grasas principalmente del tipo agua en aceite incluido los productos a base de
emulsiones grasas mezclados y/o aromatizados

02.4 Postres a base de grasas, excluidos los postres lacteos de la categoria de alimentos 01.7

2- Subcategoria de alimento:
Al demostrar la Aptitud del método a través de la validacion de al menos 2 tipos de alimentos
(si la subcategoria lo permite).

3- Un alimento en especifico. Al demostrar la Aptitud del método a través de la validacion para
ese alimento.

Nota: Para cualquier otro tipo de muestra, el OSA evaluard la aceptacion de un grupo o
categoria de matriz para establecer un alcance siempre y cuando se validen al menos 2 tipos
de muestras para ese grupo o categoria, siempre que sea posible y basado en la normativa o
a la bibliografia presentada por el laboratorio.

Para los casos en los que no existen Categorias o Sub categorias, el alcance estara definido
por el tipo especifico de muestra que se valida.

D. RESPONSABLES

Equipo de validacion: Definir e identificar con Nombre los analistas que realizan la validacion,
persona(s) que revisa(n) el informe de validacion, persona(s) que autorizan el informe de
validacion.

E. PARAMETROS A ESTUDIAR Y LOS CORRESPONDIENTES CRITERIOS DE ACEPTACION
Establecer los parametros a validar y su criterio de aceptacion de acuerdo al tipo de referencia
utilizada.

F. MUESTRAS (MATRICES).
Se definiran los tipos de muestra, identificacion.

G. EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES DE REFERENCIA INVOLUCRADOS EN LA VALIDACION
Detallar los equipos involucrados en la validacion asi como la codificacion interna que se ha
asignado a cada uno. En cuanto a los reactivos y materiales de referencia utilizados, detallar lote,
fecha de vencimiento y proveedor del mismo.
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SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD
G 9.6 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS FISICOQUIMICOS
VERSION 2 APROBADO 2017/05/23

ORGANISMO SALVADOREND DE ACREDITACION

H. REFERENCIA DEL METODO ANALITICO A VALIDAR

Detallar el nombre, version, edicion, afio y cualquier otra informacion pertinente de las
referencias utilizadas, que permita identificar el método a validar.

I PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE 1OS PARAMETROS A EVALUAR
Detallar claramente los pardmetros que se han definide para realizar la validacién asi como un
detalle del procedimiento a seguir para la estimacion de cada uno, en el cual incluyan como
minimo detalle de las pesadas a realizar, diluciones, analisis estadistico a aplicar y detalle del
proceso a seguir para su determinacion y los criterios de aceptacion.

7.1.2 Realizacién de la validacién.

Una vez se ha aprobado el protocolo se procede a hacer la validacion de acuerdo a lo planificado.
Aqui se incluye el proceso de calculo estadistico de los distintos parametros evaluados.
Se detalla a continuacidn, los parametros estadisticos que pueden realizarse en una validacion.

El laboratorio debera demostrar la validacion correspondiente de su alcance segin lo detallado en el
numeral 7.1.1 c) Alcance de ésta Guia.

a) Selectividad / Especificidad.

Procedimiento de determinacion de la selectividad.

En el estudio de la selectividad, como norma general se comparan los resultados del analisis de muestras
con y sin analito en presencia ¢ ausencia de impurezas, productos de degradacién, sustancias
relacionadas, excipientes (matriz o placebo), y dependiendo del tipo de muestra, tipo de técnica analitica,
instrumento de medicion. Partiendo de la experiencia en el andlisis de la muestra, se deben establecer las
posibles sustancias y/o elementos y adicionar cantidades conocidas de éstas, solas o combinadas a la
muestra y evaluar su respuesta al método, bajo las mismas condiciones de analisis.

La selectividad de un procedimiento debe ser establecida para métodos desarrollados internamente en el
laboratorio, métodos adaptados de la literatura cientifica y métodos publicados por organismos de
estandarizacion utilizados fuera del alcance especificado en el método estandar. Cuando los métodos
publicados por organismos de normalizacion son aplicados dentro de su alcance, la selectividad
usualmente habra sido estudiada como parte del proceso de normalizacion.

Generalmente, la selectividad de un método se investiga estudiando su habilidad de medir el analito de
interés en muestras a la cuales se le agregaron intencionalmente interferencias especificas (aquellas que
se considere probable de encontrar en las muestras). En aquellos casos donde no esté claro si las
interferencias ya estdn presentes o no, la selectividad del método puede ser investigada estudiando su
habilidad de medir el analito comparado con otros métodos independientes. Se detallan a continuacion
ejemplos de la determinacion de la selectividad:
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ANEXO N° 6

CASCADA DE DILUCION DEL ESTANDAR DE REFERENCIA

Preparar una solucién madre de 50.0 mg/L, se calculd la alicuota por medio de
la ecuacion C1Vi= C2V2, donde la alicuota a tomar (V1) se calcul6 de la siguiente
manera:

V1=C2V2/C1= (50.0 mg#) (50.0 mL)/1000 myA=2.5 mL

Se midié una alicuota de 2.5 mL de estandar con Bureta de 10.0 mL, se transfirid
a un matraz volumétrico clase A de 50.0 mL y se lleva a volumen con agua ultra
pura, el diagrama de la dilucion es el siguiente:

1000 mg/L (solucién patrén)

!

2.5 mL——» 50 mL (50 mg/L) solucién madre

A partir de la solucion de 50 mg/L de Cré* se preparé una soluciéon de 10.0 mgl/l,
se tomé una alicuota de 10.0 mL con pipeta volumétrica y se transfirié a un matraz
volumétrico de 50.0 mL; llevando a volumen con agua ultra pura, el diagrama de
la dilucién es el siguiente:

50 mL (50 mg/L) solucion madre

!

10 mL ——> 50 mL (10 mg/L)



ANEXO N° 7

ESQUEMA DE VERIFICACION DE RANGO DE TRABAJO DEL KIT
MEDIANTE CURVA DE CALIBRACION

1000 mg/L (solucion patrén)

!

2.5mL —>» 50 mL (50 mg/L) solucién madre

v

10 mL —» 50 mL (10 mg/L)

pasar esta solucidn a una
bureta de 10 0 25 mL

0.5mL 1.5mL 2.5mL 3.5mL
MATRAZ ‘
VOL.UMETRICO
DE 50 ML ' 1/ ,,'/ AN ';/ h
W ) W ) ) W )
[0.1 mg/L] [0.3 mg/L] [0.5 mg/L] [0.7 mg/L]
1.0mL 5.0 mL
MATRAZ
VOL.UMETRICO
DE 50 ML VRN SN
() (_
[0.01 mg/L] [0.05 mg/L]

Figura N° 14. Preparacion de solucion madre y soluciones de verificacion de
rango



ANEXO N° 8
GUIA PARA CONSIDERAR LOS NIVELES DEL INTERVALO LINEAL

SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD
G 9.6 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS FISICOQUIMICOS
VERSION 2  APROBADO 2017/05/23

ORGANISMO SALVADORENO DE ACREDITACION
ANEXO 3: Tablas de referencia AOAC
Guia para considerar los niveles del Intervalo lineal
Categoria Tipo de prueba Intervalo recomendado |

80 % - 120% del valor de la

1 Cuantificacion de analito L
especificacion

Cuantificacion del analito a 0 %- 150% del valor de la
nivel trazas especificacion

Criterios de aceptacién para Porcentaje de Recobro

Concentracion del Analito Intervalo
100% 98 % - 101 %
10% 95 % - 102 %
1% 92 % - 105 %
0.1% 90 % - 108 %
0.01 % 85% - 110 %

Concentracion del Analito Intervalo
= 100 pg/kg o pg/L (ppb) 80 % - 110 %
210 < 100 pg/kg 6 pg/L (ppb) 70 % - 110 %
=1 < 10 pg/kg 6 pg/L (ppb) 60 % - 120 %
<1 pg/kg 6 pg/L (ppb) 50 % - 120 %
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ANEXO N° 9
ESQUEMA DE LINEALIDAD DEL METODO

1000 mg/L (solucion patrén)

l

2.5mL —» 50 mL (50 mg/L) solucién madre

’

10mL —» 50 mL (10 mg/L) Pasar esta solucién a una
bureta de 10025 mL

0.05mL 0.25 mL 0.5mL 1.5mL 3.5mL
MATRAZ
VOL.UMETRICO ) ) ) ) )
DE 50 ML N \ N\ \ \
o/ o) ) o) )
[0.01 mg/L] [0.05 mg/L] [0.1 mg/L] [0.3 mg/L] [0.7 mg/L]

Figura N° 16. Preparacion de diluciones para la linealidad del método.



ANEXO N° 10

FORMULAS Y FORMATOS DE TABLA PARA EL PARAMETRO DE
LINEALIDAD



La pendiente (ba)

b, = nyxy—Xxxy
nyx?—(Xx)?
Ordenada al origen (bo)
by = Xy —nbl XX
Coeficiente de determinacion (r2)
2 mZxy) - T EY)*

C (Ea) - E0)Ey?) - EnH

Intervalo de confianza de la pendiente (ICg1))

n—2

_\/Zy2 — b Xxy—by Xy
e =

IC(B1) = by £ to975n-25p1

Intervalo de confianza para la ordenada al origen (ICgo))

Zx

><|

(x)?

Sho = Sy/ x2 — (Z x)z



IC(Bo) = by £ to.975n-25p0

El coeficiente de variacion de regresion (CVxy).

va/x =—=x 100

\<'|><|‘(<’)

}7:

= |2

Tabla N° 13. Formato de tabla para el célculo de estimacion por minimos
cuadrados para la linealidad.

N° Muestras de @ Concentracion X2 y2 Xy
Ensayo (X) Medida (Y)

1 0.01

2 0.01

3 0.01

4 0.05

5 0.05

6 0.05

7 0.1

8 0.1

9 0.1

10 0.3

11 0.3

12 0.3

13 0.7

14 0.7

15 0.7

Sumatori

a

Formulas para el andlisis de varianza (Tabla N° 2)

Suma de cuadrados total (SCT)



Suma de cuadrados de la regresion (SC. )

SCory = b[ny—szy

n

Suma de cuadrados del error (SC,;)

SCory = SCT = SCorg

Cuadrados medios de la regresion (CM,.,)

SC
CMreg = grleg
Cuadrados medios del error (CM,,,)
SC
CMerr = — -

Cuadrados medios total (CMT)

cMT =32
g




ANEXO N° 11
DISTRIBUCION t-Student

La tabla da areas 1 — ay valores ¢ = t;_,,
donde, P[T <c] =1 —a, ydonde T tiene

distribucion t-Student con r grados de libertad. l-a
0 o
1 —a 0
r 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 0.975 0.99 0.995
1 1.000 1.376 1.963 3.078 6.314 12.706 31.821 63.657
2 0.816 1.061 1.386 1.886 2.920 4.303 6.965 9.925
3 0.765 0.978 1.250 1.638 2.353 3.182 4.541 5.841
4 0.741 0.941 1.190 1.533 2,132 2,776 3.747 4.604
5 0.727 0.920 1.156 1.476 2.015 2.571 3.365 4.032
6 0.718 0.906 1.134 1.440 1.943 2.447 3.143 3.707
7 0.711 0.896 1.119 1.415 1.895 2.365 2.998 3.499
8 0.706 0.889 1.108 1.397 1.860 2.306 2.896 3.355
9 0.703 0.883 1.100 1.383 1.833 2.262 2.821 3.250
10 0.700 0.879 1.093 1.372 1.812 2.228 2.764 3.169
11 0.697 0.876 1.088 1.363 1.796 2.201 2.718 3.106
12 0.695 0.873 1.083 1.356 1.782 2.179 2.681 3.055
13 0.694 0.870 1.079 1.350 1.771 2.160 2.650 3.012
14 0.692 0.868 1.076 1.345 1.761 2.145 2.624 2.977
15 0.691 0.866 1.074 1.341 1.753 2.131 2.602 2.947
16 0.690 0.865 1.071 1.337 1.746 2.120 2.583 2.921
17 0.689 0.863 1.069 1.333 1.740 2.110 2.567 2.898
18 0.688 0.862 1.067 1.330 1.734 2.101 2.552 2.878
19 0.688 0.861 1.066 1.328 1.729 2.093 2.539 2.801
20 0.687 0.860 1.064 1.325 1.725 2.086 2.528 2.845
21 0.686 0.859 1.063 1.323 1.721 2.080 2518 2.831
22 0.686 0.858 1.061 1.321 1.717 2.074 2.508 2.819
23 0.685 0.858 1.060 1.319 1.714 2.069 2.500 2.807
24 0.685 0.857 1.059 1.318 1.711 2.064 2.492 2.797
25 0.684 0.856 1.058 1.316 1.708 2.060 2 485 2.787
26 0.684 0.856 1.058 1.315 1.706 2.056 2.479 2.779
27 0.684 0.855 1.057 1.314 1.703 2.052 2.473 2.771
28 0.683 0.855 1.056 1.313 1.701 2.048 2.467 2.763
29 0.683 0.854 1.055 1.311 1.699 2.045 2.462 2.756
30 0.683 0.854 1.055 1.310 1.697 2.042 2457 2.750
40 0.681 0.851 1.050 1.303 1.684 2.021 2423 2.704
60 0.679 0.848 1.046 1.296 1.671 2.000 2.390 2.660
120 0.677 0.845 1.041 1.289 1.658 1.980 2.358 2.617
) 0.674 0.842 1.036 1.282 1.645 1.960 2.326 2.576

Figura N° 17. Prueba de distribucién t-student de dos colas.




ANEXO N° 12

DISTRIBUCION F DE FISHER AL 95%

Fon
F(z)
0 z
Foos (2)

m 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15 20 30 40 G0 120 oo

n
111614 | 199.5 | 215.7 | 224.6 | 230.2 | 234.0 | 236.8 | 238.9 | 240.5 | 241.9 | 243.9 | 2459 | 248.0 | 250.1 | 251.1 | 252.2 | 253.3 | 254.3
2| 18.51 | 19.00 | 19.16 | 19.25 | 19.30 | 19.33 | 19.35 | 19.37 | 19.38 | 10.40 | 19.41 | 10.43 | 19.45 | 10.46 | 19.47 | 10.48 | 19.49 | 19.50
31013 | 955| 928| 9.12| 9.01| 894| 889 | 885| 881 | 879 | 874 | 870 | 866| 862 | 859| 857 | 855| 8.53
4] 771 694 659| 639| 6.26| 616| 6.090| 604| 6.00| 596| 591 | 586 | 580 | 575| 572| 569 | 566| 5.63
5| 661 579 541 | 519| 505| 4.95| 4.88 | 4.82| 477 4.74| 4.68| 4.62 | 4.56 | 4.50| 446 | 443 | 440 436
6| 599 514| 476 | 453 | 439 4.28| 421 | 415| 410 4.06| 4.00| 3.94| 3.87| 381 | 377| 3.74| 370 | 3.67
7| 559 474 435 412 397 387 | 3.79| 3.73| 3.68| 3.64| 3.57| 3.51| 3.44| 3.38| 334 330| 327| 3.23
8| 532 446| 4.07| 384| 3.69| 358| 350| 344| 339 335| 3.28| 3.22| 3.15| 3.08| 3.04| 3.01| 297 | 2.93
9| 512 4.26| 3.86| 3.63| 348| 3.37| 3.20| 323 | 3.8 3.14| 307| 3.00| 294 | 286| 283| 279 | 275| 271
10 496| 410 371 | 3.48| 3.33| 3.22| 314 | 3.07| 3.02| 298| 2901 | 2.85| 2.77| 270 | 266 | 2.62| 258 | 2.54
11| 484 | 3.98| 359 3.36| 3.20| 3.09| 3.00| 295| 290 | 285 | 2.79| 272 | 265| 2.57| 253 | 249 | 245 | 240
12| 475 3.89| 349 | 3.26| 3.11| 3.00| 291 | 285 | 280 | 2.75| 269 | 2.62| 254 | 247 | 243| 238 | 234 | 2.30
13| 467 3.81| 341 | 3.18| 3.03| 292 | 283 | 277 271 | 267 | 2.60| 253 | 246 | 238 | 234 | 230| 225 2.21
14| 460 | 3.74| 334 311 | 2.96| 285 2.76| 270 | 265| 260| 253 246| 239 | 231 | 227| 2922| 218 | 213
15| 454 3.68| 329 | 3.06| 290 2.79| 2.71| 2.64| 259 | 254 | 248 | 240 | 233 | 225| 220| 216| 2.11| 2.07
16| 449 3.63| 3.24 | 3.01| 2.85| 274 | 2.66| 259 | 254 | 249| 242 235 | 228 | 2.19| 215| 211 | 206 | 2.01
17| 445 359 3.20| 296 | 2.81| 279 | 261 | 2.55| 249 | 245| 238| 231 | 223 | 215| 210| 206 | 201 | 1.96
18| 4.41| 3.55| 316 | 2.93| 2.77| 2.66| 2.58| 2.51| 246 | 241 | 2.34| 2.27| 2.19| 2.11| 206| 2.02| 1.97| 1.92
19| 438| 352| 313 | 290 | 2.74| 2.63| 2.54| 248 | 242 | 238( 231 2.23| 216| 207 | 203| 1.98| 1.93| 1.88
20| 4.35| 349 3.10| 287 2.71| 260 | 2.51 | 245 | 239 | 2.35| 228 220| 2.12| 2.04| 1.99| 195| 190 | 1.84
21| 432 347 307 | 2.84| 2.68| 2.57| 249 | 242| 2.37| 232| 225| 2.18| 2.10| 201 | 196| 192 | 1.87| 1.81
22| 430 344 3.05| 282 2.66| 2.55| 246 | 240| 234 | 230| 223| 215| 207 | 198| 194| 189 | 184 | 1.78
23| 4.28| 342 3.03| 280 2.64| 253 | 244 | 2.37| 232 | 2.27| 220 2.13| 2.05| 1.96| 191 | 1.8 | 181 | 176
24| 4.26| 340 3.01| 278 | 2.62| 251 | 242| 236| 230| 295| 2.18| 2.11| 2.03| 194 | 1.89| 184| 1.79| 1.73
25| 4.24) 339 299 2.76| 2.60| 249 | 240 234 | 228 | 2.24| 2.16| 2.09| 2.01| 1.92| 187 | 18| 177 | 171
26| 423 337 298| 2.74| 259 247 239 232 227| 2.22| 2.15| 207| 199| 1.90| 1.85| 1.80| 175 | 1.69
27| 421 335( 296 | 273 | 2.57| 246| 2.37| 231 | 225| 290| 213| 2.06| 197| 188 | 184 | 179| 1.73| 167
28| 420 3.34( 29| 271 | 256 | 245| 2.36| 2.29| 224 219| 2.12| 2.04| 1.96| 1.87| 1.82| 177 | 1.71| 1.65
20| 4.18 | 3.33| 293 | 270 2.55| 243| 235 2.28| 222| 2.18| 2.10| 2.03| 194| 1.85| 1.81| 1.75| 170 | 1.64
30| 417 332 292 2.69| 253 | 242 233 2.27| 221 | 2.16| 2.09| 2.01| 193] 1.84| 1.79| 1.74| 168 | 1.62
40| 4.08| 323 284 261 | 245| 2.34| 2.25| 2.18| 212 | 2.08| 200| 1.92| 1.84| 1.74| 1.69| 1.64| 1.58| 1.51
GO | 4.00| 315( 276 | 253 | 2.37| 225| 217| 2.10| 204 | 1.99| 192| 1.84| 1.75| 165| 159 | 153 | 1.47| 1.39
120 | 392 3.07| 268 | 245 | 2.290( 217| 2.09| 2.02| 196 | 1.91| 1.83| 1.75| 1.66| 1.55| 1.55| 143| 1.35| 125
co| 3.84| 3.00| 260 | 237| 2.21| 210| 2.01| 1.94| 1.8 | 1.83| 1.75| 1.67| 1.57| 146| 1.39| 1.32| 1.22| 1.00

Figura N° 18. Prueba de distribucion F de Fisher al 95%




ANEXO N° 13
ESQUEMA DE PREPARACION DE LA EXACTITUD DEL METODO

1000 mg/L (solucion patrén)

i

2.5mL —» 50 mL (50 mg/L) solucién madre

'

10mL —» 50 mL (10 mg/L)

pasar esta solucién a una
bureta de 10 0 25 mL

MATRAZ
VOL.UMETRICO

DE 50 ML
SN SN SN
/ \ / \ /

() ) L
[0.03 mg/L] [0.05 mg/L] [0.1 mg/L]

Figura N° 19. Preparacion de muestras fortificadas para la exactitud



ANEXO N° 14

FORMULAS Y FORMATOS DE TABLA PARA EL PARAMETRO DE
EXACTITUD DEL METODO

Tabla N° 14. Formato para el calculo de cantidad recuperada.

Recuperado (y)
X Y2
replicas (mg/L)(a) experimentales(x) p =y

N° de Adicién ppm Concentraciones

0.03

0.03

0.03

0.05

0.05

0.05

0.1

0.1

O lOoIN|([OOD U | DB W|IN|E

0.1

n=9 Sumatoria SY= SY2=

Media aritmética:
=2
n

Desviacion estandar:

P n(xy?) — (X y)?
B nn—1)

Coeficiente de variacion:

CV =—-%100

x|«

Intervalo de confianza:
- S
ICyy =X L toorsn-1*—=
Vn
Formulas para el calculo de porcentaje de recuperacion aparente
Sesgo

bz)?_Xref



Error relativo porcentual
X-X
b(%) = ——L 100
Xref
Recuperacion aparente.

X

R(%) =3 p
re

* 100

En donde:

X = valor medio
Xyer = valor de referencia



ANEXO N° 15
ESQUEMA DE DILUCION PARA LA PRECISION DEL METODO

1000 mg/L (solucién patrén)

'

2.5 mL—» 50 mL (50 mg/L) solucién madre
i I’
10mL —» 50 mL (10 mg/L) pasar esta solucion a una
l bureta de 10 0 25 mL

25mL —» 50 mL (0.5 mg/L)

!

5mL —» /N

/ A
I\V‘ ) |
MATRAZ [0.05 mg/L]
VOL.UMETRICO
DE 50 ML

Figura N° 20. Preparacion de estandar para la precision del método



ANEXO N° 16

FORMULAS Y FORMATOS DE TABLA PARA EL PARAMETRO DE

PRECISION DEL METODO

Media aritmética:
_Zy
- - y n
Desviacion estandar:

G n(Xy?) — (X y)?
B nn—1)

Coeficiente de variacion:

S
CV =-=x100
y

Intervalo de confianza:
S

ICyy =y £ to975n-1 X N

Tabla N° 15. Tabla de célculo de porcentaje de recobro para repetibilidad

Repetibilidad
_ Porcentaje de
Concentracio Concentracién | Recobro obtenido | y2
n =X x100
Estandar 1 Muestra 1
Estandar 2 Muestra 2
Estandar 3 Muestra 3
Estandar 4 Muestra 4
Estandar 5 Muestra 5
Estandar 6 Muestra 6
Estandar 7 Muestra 7
Estandar 8 Muestra 8
Estandar 9 Muestra 9
Estandar 10 Muestra 10
Sumatoria

Formulas para el andlisis de varianza de la precision intermedia (Tabla N° 4)




Suma de cuadrados total (SCT)

SCT =

a
i=

iwf_@nz
ij
Jji

ar
1T

Suma de cuadrados de las ocasiones (SC,;)

_ @4y @1

r ar

SCqi

Suma de cuadrados del error (SC,;)

Y4,

a a 2 2 2
2 [ZA2+34,°+ T A5+ -
SCsj=ZZ(3’ij) —[ : —=—
i=1 ji

Cuadrados medios de las ocasiones (CM,;)

Cuadrados medios del error (CM,;)

Cuadrados medios total (CMT)

F calculado



ANEXO N° 17
ESQUEMA DE PREPARACION DE LIMITES

MATRAZ
VOL.UMETRICO
DE 50 ML 7N
[0.5 mg/L]
0.5mL 0.6 mL 0.7 mL 0.8 mL 0.9 mL
MATRAZ [
VOL.UMETRICO
DE 50 ML 7N VAN SN SN /N
( ) ( ) ( ) ( ) ( )
[0.005 mg/L] [0.006 mg/L] [0.007 mg/L] [0.008 mg/L] [0.009 mg/L]

Figura N° 21. Preparacién de muestras fortificadas para limites.



ANEXO N° 18
FORMULAS Y FORMATOS DE TABLA PARA EL PARAMETRO DE LIMITES

Pendiente (b,)

b _nYxy—XxXy
nYxr - Xx)?

Ordenada al origen (b,)

_Zy-bi¥x

b
0 n

Coeficiente de determinacion (r?)

2 MExy) - E0EY?)
(nXx?) - E0HMEy?) - (XEy)?)

Intervalo de confianza para la pendiente (IC(8;))

n—2

B ijZ — b Yxy —by Xy
SV =

Sb1 = Sy/x

IC(B1) = by * to975n-25p1



Tabla N° 16. Tabla para calculo de minimos cuadrados para muestras

fortificadas

Concentracién | Respuesta
Recuperada | Practica

X) )

Concentracion
Tedrica

zZ
o

XY

0.005

0.005

0.006

0.006

0.007

0.007

0.008

0.008

OO N|O| U | W| NP

0.009

=Y
o

0.009

Sumatoria

Ecuaciones para andlisis de blancos

Desviacion estandar (S)

nxy?) — Qy)?

S, =
b nn—1)
Limite de detecciéon
_3.3xS,
==
Limite de cuantificacion
_ leSb




ANEXO N° 19

PROCESO DE ESTIMACION DE INCERTIDUMBRE GUIA CG 4 EURACHEM /

CITAC

Especificar

COMIENZO
Mensurando

Etapa 1

Identificar
fuentes de
Incertidumbre

Etapa 2

Simplificar
agrupando fuentes
cubiertas por
datos existentes

Cuantificar las
componentes

agrupadas

Cuantificar las
componentes
restantes

Convertir las
componentes en
desviaciones estandar

Etapa 3

Calcular la
Incertidumbre estandar

combinada

Revisar y si es necesario
reevaluar las

componentes mayores

Calcular
FIM incertidumbre
expandida

Etapa 4

Figura N° 22. Procedimiento para estimacion de incertidumbre. ¢



ANEXO N° 20

FORMULAS Y FORMATOS DE TABLA PARA EL PARAMETRO DE
ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE

Tabla N° 17. Formato para el célculo de incertidumbre de volumen

Volumen | Magnitud Unidades U=Incertidumbre
Repetibilidad mL Urgp
. . Certificado de calibracion
Calibracién mL U cqrip =
50 V6
Variacion V por T | mL Utemp
Uy mL Uy = \/((UREP)Z + Ucatin” + Uremp”)
Repetibilidad mL Ugrgep
. L Certificado de calibracion
Calibracion mL U calib =
10 V6
Variacion V por T | mL Utemp
Uy mL Uy = \/((UREP)Z + Ucatin” + Uremp”)
Repetibilidad mL Ugep
. L Certificado de calibraciéon
Calibracién mL U catib =
10 V6
Variacion V por T | mL Utemp = 0
Uy mL Uw) = J((UREP)Z + Ucaiin” + Utemp”)




ANEXO N° 21

REQUERIMIENTOS DE LA GUIA DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS (OSA) PARA ESTABLECER UN INFORME

SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD , ®
G 9.6 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS FISICOQUIMICOS
VERSION 2 APROBADO 2017/05/23

DRGANSMO SAVADORTNO DI ACKEDTACON

Tener en cuenta que, sujetos a consideracion adicional de los efectos fuera del akcance de un estudio
colaborativo, la desviacion estandar de reproducibifidad configura una estimacion de trabap de la
Incertidumbre tipica combinada slempre que el sesgo del laboratorio, medido en los materiales
aplicables, es paquefio con respecto a la desviadon estandar de la reproducibilidad, la repetibilidad
Intema es comparable con la repetibiidad del meétodo estandar, y la precision Intermedia del
laboratorio no es mayor que la desviacion estandar de la reproducibilidad publicada.

Se realizara conforme a lo detallado a continuacion:
Muestra Repeticiones Calcular /determinar Comentarios

a) Especificar & mensurando
b) Identificar las fuentes de

incertidumbre Reportar la

Utdizar 1a informacidn . X incertidumbre

i obtenida en e proceso | € Cuantificar los comp de pandida con n
Ll de confrmacion o s factor de cobertura k=2
validacién interna d) Calculer la incartidumbre esténdar y un nivel de
combinada (u,.) sgnificancia del 95%.
€) Calcular la incertidumbre

expandida (ugo)

7.1.3 Elaboracion del informe

£l informe de validacion contendra la Informacion suficente para poder condutr acerca de la validacion
que se ha desarrollado.

Debe Inclulr:

Hacer referenda al protocolo utiizado

Parametros valldados y criterios de aceptadion

Resultados Analiticos

Resultados Estadisticos

Interpretadon de resultados y/o concluslones

Cuadro resumen de los resultados obtenidos (parametro, criterio, resultado y conclusion)
Dedaracion da Aptitud del Método

Datos crudos de la validadon

Ademas sera autorizado por o las personas asignadas por & laboratorio.
8. Vigencia
Este documento entra en vigenda a partir del 09 de Octubre de 2018.

FIN DEL PROCEDIMIENTO

|  Pagina 22 de 28

Figura N° 23. Requerimiento de guia de validacion OSA para elaborar el
informe ()



ANEXO N° 22

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA EVALUACION DE PARAMETROS DE
DESEMPENO ANALITICO DE LINEALIDAD (VERIFICACION DEL RANGO
DE TRABAJO), EXACTITUD, PRECISION, LIMITES E INCERTIDUMBRE



Verificacion del rango de trabajo

Tabla N° 18. Resultados de verificacion de rango de trabajo para la
determinacioén de Cromo Hexavalente.

Tubo Concentracién de Muestras CEmESTIEEE
Medida

Blanco 0.000 0.000

1 0.010 0.009

2 0.050 0.050

3 0.100 0.098

4 0.300 0.299

° *0.500 0.496

6 0.700 0.700

Linealidad

Tabla N° 19. Resultados de lectura para evaluacion de la linealidad del Método.

Exactitud

Concentracién Respuesta
tedrica Practica
0.01 0.009
0.01 0.008
0.01 0.006
0.05 0.048
0.05 0.049
0.05 0.051
0.10 0.104
0.10 0.101
0.10 0.103
0.30 0.298
0.30 0.302
0.30 0.297
0.70 0.704
0.70 0.702
0.70 0.701

Tabla N° 20. Resultados prueba de exactitud

Series

1° serie 0.03 mg/L

2° serie 0.05 mg/L

3° serie 0.1 mg/L

Concentraciones
encontradas

0.03

0.051

0.097

0.029

0.048

0.099

0.029

0.049

0.098




Precision

Tabla N° 21. Resultados de lectura de estandares para evaluar repetibilidad
y precision intermedia.

U Analista 1 | Analista 2
Concentracion Concentracion
Estandar 1 0.049 Muestra 1 0.015 Muestra 1 0.015
Estandar 2 0.049 Muestra 2 0.014 Muestra 2 0.015
Estandar 3 0.051 Muestra 3 0.013 Muestra 3 0.015
Estandar 4 0.048 Muestra 4 0.016 Muestra 4 0.015
Estandar 5 0.049 Muestra 5 0.015 Muestra 5 0.013
Estandar 6 0.051 Muestra 6 0.015 Muestra 6 0.012
Estandar 7 0.051 Muestra 7 0.015 Muestra 7 0.014
Estandar 8 0.048 Muestra 8 0.012 Muestra 8 0.016
Estandar 9 0.049 Muestra 9 0.011 Muestra 9 0.013
Estandar 10 0.050 Muleg"a 0.013 Mulegtra 0.011

Limites

Tabla N° 22. Tabla de resultados de muestras fortificadas

.. | Concentraciéon
N° _(? o?c.:entramon Recuperada
eorica )

I 0.005 0

2 0.005 0

3 0.006 0.0067

4 0.006 0.0067

5 0.007 0.0077

6 0.007 0.0077

7 0.008 0.0087

8 0.008 0.0077

9 0.009 0.0097

10 |0.009 0.0097




Tabla N° 23. Resultados para el célculo de limite de cuantificacion y limite
de deteccion en base a lectura del blanco.

N° Resultados de lectura
de blanco

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
-0.001
0.001
0
0.001

O O|NO|U|BAW|IN|F-

=
o




ANEXO N° 23

CALCULOS PARA ANALISIS DE RESULTADOS DE LOS PARAMETROS DE
DESEMPENO ANALITICO DE LINEALIDAD, EXACTITUD, PRECISION,
LIMITES E INCERTIDUMBRE



Linealidad

Tabla N° 24. Tabla de estimacidén por minimos cuadrados para la linealidad

NO

Muestras de | Concentracion

YZ

X2 XY
Ensayo (X) Medida (Y)
1 0.01 0.009 0.0001 0.000081 | 0.00009
2 0.01 0.008 0.0001 0.000064 | 0.00008
3 0.01 0.006 0.0001 0.000036 | 0.00006
4 0.05 0.048 0.0025 0.002304 | 0.0024
5 0.05 0.049 0.0025 0.002401 | 0.00245
6 0.05 0.051 0.0025 0.002601 | 0.00255
7 0.1 0.104 0.01 0.010816 | 0.0104
8 0.1 0.101 0.01 0.010201 | 0.0101
9 0.1 0.103 0.01 0.010609 | 0.0103
10 0.3 0.298 0.09 0.088804 | 0.0894
11 0.3 0.302 0.09 0.091204 | 0.0906
12 0.3 0.297 0.09 0.088209 | 0.0891
13 0.7 0.704 0.49 0.495616 | 0.4928
14 0.7 0.702 0.49 0.492804 | 0.4914
15 0.7 0.701 0.49 0.491401 | 0.4907
Sumatoria | 3.48 3.483 1.7778 1.787151 | 1.78243
Resolucién estadistica para Tabla N° 5
Pendiente
b, = nyxy—Yxxy
nyx*— (Xx)?
15(1.78243) — (3.48 * 3.483)
b, = = 1.00405

Ordenada al origen

(15 * 1.7778) — (3.48)2

bo

_Zy-b¥x

n



_3.483 — (1.00405 * 3.48)

= —0.0007396
0 15

Coeficiente de determinaciéon

2 mExy) — E0Ey)*
(X x?) — 0D y?) - X¥)?)

(15(1.78243) — (3.48)(3.483))2

2 = = 0.9999
T T (15(1.7778) — (3.48)2)(15(1.787151) — (3.483)2) 0.999
Intervalo de confianza para la pendiente
ijz — by Yxy—bo Xy
S/ =
n—2

Sbl = S}//

IC(B1) = by % to975n-25p1

1.787151 — (1.00405 * 1.78243) — (—0.0007396 * 3.483)
52 = 0.002452

1
Sby = 0.002452 > = 0.002489
1.7778 — (3.48)

15

I1C(by) = 1.00405 £ (2.160 * 0.002489)(ver Anexo N° 11)

intervalo de confianza para la ordenada al origen

xx

n

X =



(x)?

1
Sbo = Sy/x E‘F_Z 2 (Zx)z
n

1C(Bo) = bo % to.975n-25h0

X = '48—0232
X = 5 =

Sby = 0.002452 |~ O 0.000856904
o= 57 (348)2
17778 — 2=

IC(by) = —0.0007396 + (2.160 * 0.000856904 )(ver Anexo N° 11)

Coeficiente de variacion de la regresion Lineal

S
CVy) = il/" + 100

2
y n

Y = 3483 _ 0.2322
15 7

0.002452
CVy, = ———% 100 = 1.05%
/x~ 0.2322

Prueba de hipotesis con una prueba de tswdent de dos colas para la pendiente

bl_

teale = “Sh t (0.025)(y) g!

L 1.00405 — 0.232 21048
cale =™ 0002489 T




Prueba de hipotesis con una prueba de tswdent de dos colas para el intercepto

by — x

-X
tealc = shy t (0.025) (2) gl

—0.0007396 — 0.232

cale 0.000856904

Resolucién estadistica para analisis de varianza de la regresion lineal Tabla N° 6

2
SCT:zyz_&

n

(3.48)2
15

SCorg = b[zxy_ZxZYl

n

SCT = 1.787151 — = 0.9798

= 0.9783

(3.48)(3.483)
§Cerg = 1.00405|1.78243 — —

SCory = SCT = SCorg

SCerr = 0.9798 — 0.9783 = 0.0015

sc
09783

CMreg == T == 09783



SC
CMerr - gelrr
0.0015 4
CM,,, = El 0.1x10
SCT
CMT = —
gl
CMT = 09783 _ 0.0699
14
F _ 09783 _ 978.30
CAC = 01x10-3

Analisis de residuales

Tabla N° 25. Datos de residuales segun la ecuacion de la recta por minimos

cuadrados.
Muestras de ranesen 15 7, Concentraciones Residuo
Ensayo(x) ¢ Respuestas Y;
0.01 0.0093 0.0090 -0.0003
0.01 0.0093 0.0080 -0.0013
0.01 0.0093 0.0060 -0.0033
0.05 0.0495 0.0480 -0.0015
0.05 0.0495 0.0490 -0.0005
0.05 0.0495 0.0510 0.0015
0.1 0.0997 0.1040 0.0043
0.1 0.0997 0.1010 0.0013
0.1 0.0997 0.1030 0.0033
0.3 0.3005 0.2980 -0.0025
0.3 0.3005 0.3020 0.0015
0.3 0.3005 0.2970 -0.0035
0.7 0.7021 0.7040 0.0019
0.7 0.7021 0.7020 -0.0001

0.7 0.7021 0.7010 -0.0011



Exactitud

Tabla N° 26. Calculo de cantidad recuperada por medio del método de analisis

establecido.
N° de Adicion ppm Concentraciones Recu;;erado (v) y2
replicas (mg/L)(a) experimentales(x) o= y
1 0.03 0.03 1.000 1.000
2 0.03 0.029 0.967 0.934
3 0.03 0.029 0.967 0.934
4 0.05 0.051 1.020 1.040
5 0.05 0.048 0.960 0.922
6 0.05 0.049 0.980 0.960
7 0.1 0.097 0.970 0.941
8 0.1 0.099 0.990 0.980
9 0.1 0.098 0.980 0.960
n=9 Sumatoria >Y=8.833 SY?=8.673
Resolucion estadistica de Tabla N° 7
Media aritmética:
Xy
X =22
n
_ 8.833
X =——=0.9814
9
Desviacion estandar:
G n(xy?) — (X y)?

nn—1)

9(8.673) — (8.833)2
= |ABE73) — (BB _ 000y
9(8)




Coeficiente de variacion:

Intervalo de confianza:

v 0.0221
"~ 0.9814

cv

* 100

Ry

* 100 = 2.25%

N

ICyy =Xt togrsn1*—=

Vn

IC(W) = 0.9814 + (2.306 % 0.007366667) (ver Anexo N° 11)

Tabla N° 27. Célculo de cantidad recuperada a partir de una concentracion

conocida.

Error relativo

Recuperacion

Adicién Sesqo porcentual aparente
ppm Concentraciones | Promedio bg b(%) R(%)
(mg/L) experimentales Xx)
X, _ X-X X
ref X—Xoop |—"L+100 100
ref Xref
0.03 0.03
0.03 0.029 0.029 -0.001 -3.33 96.67%
0.03 0.029
0.05 0.051
0.05 0.048 0.049 -0.0010 -2.00 98.0%
0.05 0.049
0.1 0.097
0.1 0.099 0.098 -0.002 -2.0 98.0%
0.1 0.098




Precision

10(10 — 1)

Repetibilidad
Tabla N° 28. Porcentaje de recobro para repetibilidad
Repetibilidad
Porcentaje
y .. | de Recobro ,
Concentracion Concentracion obtenido Y
X x100
st
Estandar 1 0.049 Muestra 1 0.015 30.61% 936.97%
Estandar 2 0.049 Muestra 2 0.014 28.57% 816.24%
Estandar 3 0.051 Muestra 3 0.013 25.49% 649.74%
Estandar 4 0.048 Muestra 4 0.012 25.00% 625.00%
Estandar 5 0.049 Muestra 5 0.015 30.61% 936.97%
Estandar 6 0.051 Muestra 6 0.015 29.41% 864.95%
Estandar 7 0.051 Muestra 7 0.015 29.41% 864.95%
Estandar 8 0.048 Muestra 8 0.012 25.00% 625.00%
Estandar 9 0.049 Muestra 9 0.011 22.45% 504.00%
Estandar 10 0.050 Muestra 10 0.013 26.00% 676.00%
Sumatoria 272.55% 7499.83%
Resolucion estadistica de Tabla N° 8
Media aritmética:
_Zy
Y n
272.55% 27 26%
y = 10 = 27. 0
Desviacion estandar:
P nxy?) — Qy)?
nn—1)
10(7499.83%) — (272.55%)2
= = 2.82%




Coeficiente de variacion:

Intervalo de confianza:

IC,y=y+t 4 X—
w=Yy 0.975n—-1 Jn

IC(W) = 27.26% + (2.2622 * 0.8917623) (ver Anexo N° 11)

Precision intermedia

Tabla N° 29. Datos para el analisis de varianza- modelo matematico

i (Analistas=2)
Variable
i A1 Az
(repeticiones=10)
Muestra 1 30.61% | 30.61%
Muestra 2 28.57% | 30.61%
Muestra 3 25.49% | 29.41%
Vii=X+ait+¢gf
Muestra 4 25.00% | 31.25%
Muestra 5 30.61% | 26.53% | Donde: A es el nimero
de ocasiones
Muestra 6 29.41% | 23.53%
Muestra 7 29.41% | 27.45%
Muestra 8 25.00% | 33.33%
Muestra 9 22.45% | 26.53%
Muestra 10 26.00% | 22.00%
Y, 272.55 281.25 YT=553.8
Media muestral 27.69
a 2
£ 18




Resolucion estadistica para el andlisis de varianza de la precision intermedia
Tabla N° 9

SCT =

a
i=

i ) - &
ij
Jji

ar
1T

2

55
SCT = 30.61% + 28.57% ...+ 22.0% —

= 190.2948
A,)? T)?
5%=@1)—@)
Tr ar
272.55% + 281.25% 553.82
SChi = — = 3.7845

10 20

r

a @ 2 2 2 2
5%=szﬂ— -
i=1 ji

272.55% + 281.252
10

SCej = 30.612 + 28.57% ...+ 22.0% — < ) = 186.5103

186.5103
CM.; =

=—=10.36168333
& 18



Limites

CMT =

Feaie =

190.2948
19

Feaie =

3.7845

10.36168333

= 10.01551579

CM,;

CM,;

= 0.365239882

Tabla N° 30. Tabla de célculo de minimos cuadrados para muestras fortificadas

Concentracién Concentracién | Respuesta
N° Tebrica Recuperada | Practica XY X? Y2
X) ()

1 0.005 0 0 0 0 0
2 0.005 0 0 0 0 0
3 0.006 0.0067 0.006 4.02745E-05 |4.50565E-05 | 0.000036
4 0.006 0.0067 0.006 4.02745E-05 | 4.50565E-05 | 0.000036
5 0.007 0.0077 0.007 5.39587E-05 |5.94191E-05 | 0.000049
6 0.007 0.0077 0.007 5.39587E-05 |5.94191E-05 | 0.000049
7 0.008 0.0087 0.008 6.96348E-05 |7.57657E-05 | 0.000064
8 0.008 0.0077 0.007 5.39587E-05 |5.94191E-05 | 0.000049
9 0.009 0.0097 0.009 8.73028E-05 |9.40961E-05 | 0.000081
10 0.009 0.0097 0.009 8.73028E-05 |9.40961E-05 | 0.000081

Sumatoria 0.064655 0.059 0.0004867 0.000532328 | 0.000445
Resolucion estadistica para Tabla N° 10
Pendiente

_nYxy—XxXy

ey PCR 5 ST




_ (10x0.0004867) — (0.064655 * 0.059)

= = 0.9207
1 (10 x 0.000532328) — (0.064655)2
Ordenada al origen
Xy—biXx
by = —/———mm—
n
0.059 — (0.9207x0.064655)
by = = —0.000052786

0 10

Coeficiente de determinacion

G (Ex) - E0EY)’
(@) - EODEEYD - @D

, ((10x0.0004867) — (0.064655)(0.059))? _ 09992
" T ((10x0.000532328) — (0.064655)2)x(10(0.000445) — (0.059)2) -

Intervalo de confianza para la pendiente

n—2

B ijZ — b Yxy—by Xy
SV =

= 0.034792x1073

g \/0.000445 —(0.9207x0.0004867) — (—0.000052786x0.059)
Y T

Shy = 0.034792x1073 = 0.003254275

2
0.000532328 — %




IC(B1) = by £ to975n-25m

C(B,) = 0.9207 + (2.306x0.003254275) (ver Anexo N°11)

Tabla N° 31. Calculo para limite de cuantificacion y limite de deteccion en base a
lectura del blanco.

N° Resultados de lectura 5
de blanco y
1 0.001 0.000001
2 0.001 0.000001
3 0.001 0.000001
4 0.001 0.000001
5 0.001 0.000001
6 0.001 0.000001
7 -0.001 0.000001
8 0.001 0.000001
9 0 0
10 0.001 0.000001
Sumatoria 0.007 0.000009

Resolucién estadistica para Tabla N° 11

Desviacion estandar

Limite de detecciéon

-

-

nxy?) — Qy)?
nn—1)

(10x0.000009) — (0.007)2

_3.3x0.000675 _

10(10 — 1)

3.3xS
D= b

by

= 0.0024

0.9207

= 0.000675



Limite de cuantificacién

1OXSb
C =
by

_10x0.000675 0.007
~0.9207 @

Incertidumbre

Modelo Matemaético:

[1crer = [1CT°" x fd

Incertidumbre debido a la curva de calibracion

S |1 1 X —y)?
U[]CT'6+: \/ +_+Q

b_15 n SXX

Ecuacion de regresion lineal del parametro de linealidad

y = 1.0041x - 0.0007

J _00023 1 1 (0.05 — 0.2322)? _ 0.0015
0cre* = 7100413 15 097044

Incertidumbre de factor de dilucion




Tabla N° 32. Tabla de datos de disolucion para el calculo de incertidumbre

FD1 = 50 mg/L FD1 = 10 mg/L FD1 = 0.05 mg/L
vl 2.5mL vl 10 mL vl 0.25mL
v2 50 mL v2 50 mL v2 50 mL
cl 1000 mg/L cl 50 mg/L cl 10 mg/L
c2 50mg/L c2 10 mg/L c2 0.05 mg/L

Incertidumbre de volumen

Uy = \/ (urep)z + (Ueann)® + (utemp)z

Incertidumbre de repetibilidad del material volumétrico.

_ S
Urep = \/_ﬁ
Tabla N° 33. Célculo de incertidumbre de repetibilidad para frasco volumétrico

de 50 mL

(x; — x)
Gramos (x; — X)?
50.0005 | 0.00211 4.4521E-06 X = 49.99839
50.0001 | 0.00171 | 2.9241E-06

¥ (x; — %)% = 0.000187069

50.0003 | 000191 | 3.6481E-06
50.0009 | 000251 | 6.3001E-06 . VE0i =22
50.0000 | 000161 | 2.5921E-06 n-t
49.9899 | .0.00849 | 7.20801E-05 _1/0.000187069
50.0015 | 000311 | 9.6721E-06 10-1
49.998 | 000141 | 1.9881E-06 § = 0.001519702
50.0012 | 900281 | 7.8961E-06
49.9897 | -0.00869 | 7.55161E-05

0.001519702

= 0.00048
V10

URep.vs0 =




Tabla N° 34. Calculo de incertidumbre de repetibilidad para Bureta de 10 mL

(x; — %)
Gramos (x; — %)*
10.0030 | 0.0030 8.9401E-06
10.0010 | 0.0010 9.801E-07
10.0002 | 0.0002 3.61E-08
10.0003 | 9.0003 8.41E-08
10.0000 0.0000 1E-10
10.0045 | 0.0045 2.01601E-05
9.9997 -0.0003 | 9.61E-08
10.0020 | 0.0020 3.9601E-06
9.9899 -0.0101 | 0.000102212
9.9995 -0.0005 | 2.601E-07

x =10.0000

Y (x; — %)% = 0.000136729

VI — %)?

S =
n—1

v0.000136729
10-1

S =0.001299235

0.001299235

uRep_Blo = \/1_0 = 0.00041

Tabla N° 35. Calculo de incertidumbre de repetibilidad para pipeta de 10 mL

(x; — %)
Gramos (x; — %)?
10.0030 0.00388000 | 1.50544E-05 |~ o+
10.0010 0.00188000 | 3.5344E-06 | X(x; —%)? = 0.000131036
9.9980 -0.00112000 | 1.2544E-06
VX — X)?
10.0003 0.00118000 | 1.3924E-06 |S=~ ,_71
10.0002 0.00108000 | 1.1664E-06
10.0010 0.00188000 | 3.5344E-06 _ V/0.000131036
9.9899 -0.00922000 | 8.50084E-05 10-1
10.0020 0.00288000 | 8.2944E-06 S =0.001271900
9.9958 -0.00332000 | 1.10224E-05
10.0000 0.00088000 | 7.744E-07

0.001271900

URep.P10 = J10 = 0.00040



Incertidumbre de calibracién del material volumétrico

Ucalip =

Certificado calibracién

k

Tabla N° 36. Datos de incertidumbre de material volumétrico.

Cristaleria Incertidumbre
Frasco volumétrico de 50 mL +0.13 mL
Bureta de 10 mL +0.03 mL
y Pipeta de 10 mL +0.02 mL

Incertidumbre de la variabilidad de temperatura del material volumétrico.

Utemp =

[(T — T30) COexprermica X V1

V3

Tabla de recopilacion de incertidumbres de volumen

Tabla N° 37. Resultados del calculo de incertidumbre de volumen

Volumen | Magnitud Unidades U=Incertidumbre
Repetibilidad mL Ugrep = 0.00048
Calibracié L 013 0.0531
alibracién m Ueqip = ——= = 0.
calib \/g
50
Variacion V por T mL Utemp = 0
Uy, mL Uy = \/((0.00048)2 + 02 + 0.05312) = 0.05
Repetibilidad mL Uregp = 0.00041
Calibracié L 003 0.01225
alibracién m Uqip = —==0.
calib \/6
10
Variacion V por T mL Utemp =0
U, mL Uy = \/((0.00041)2 + 02+ 0.012252) = 0.01
Repetibilidad mL Uggp = 0.00040
Calibracié L 0.02 0.01155
alibracién m Uqip = —==0.
10 calib \/6
Variacion V por T mL Utemp =0
u, mL Uy = \/((0.00040)2 + 02 + 0.011552) = 0.01




Tabla N° 38. Resultados del calculo de incertidumbre de dilucion.

FD1 = 20 FD2 =5 FD3 = 200
Urar _ (ﬁ)z N (@)2 Uraz _ (h)z N (&)2 Uras _ @)2 N (@)2
fa1 21 (2 faz U1 Uy faz U U,

Ura1 _ (0.01)2 N (0.05>2 Uraz _ (0.01)2 N (0.05>2 Uas _ (0.01)2 N (0.05)2
far A\ 10 50 fiz A\ 10 50 faz A\ 10 50

Uqy = 0.028 Utqy = 0.007 Urqs = 0.283

Incertidumbre del Estandar de referencia certificado (ERC)

incertidumbres de las diluciones del estandar de referencia.

Modelo matematico a seguir:
CONCyijurrc = concCgpc * FD1 x FD2 x FD3

La estimacion seguira la siguiente formula:

Ugiturre ( Ugre )2+<UFd1)2+(de2)2+(de3>2
CONCyjuERC CONCEprc fa1 faz fas

U, 25mg/L \> /0.028\%> /0.007\> /0.283\2
R ( 9/ ) +< ) +( ) +< ) = 0.0002
0.05 mg/L 1000 mg/L 20 5 200



Incertidumbre por repetibilidad de la muestra

Tabla N° 39. Representacion de datos para el calculo de incertidumbre de

repetibilidad
(x; — %) (x; —x)*> | x=10.0139
0.0000012
o015 | 00011 X )
Y (x; — %)% = 0.00173121
0.014 |0.014 0.000196
0.013 | 0.013 0.000169
S = V2 — %)?
0.016 | 0.016 0.000256 T on-1
0.015 | 0.015 0.000225
0.015 0.015 0.000225 | ¢ _ v0.00173121
10 -1
0.015 | 0.015 0.000225
0.012 [0.012 0.000144
S = 4.62309x1073
0.011 | o0.011 0.000121
0.013 | 0.013 0.000169
4.62309x1073 ;
Upepmx = ——————— = 1.461949X10~

V10

El resultado con los datos necesarios para la expresion es el siguiente:

conc; = [Crét] + B

conc; = 0.0139mg/L + 1.461949x1073 = 0.0154

Incertidumbre combinada

Ucombinada = \/(U[]Crﬁ*')z + (UdilERC)2 + (UFdl)Z + (dez)z + (de3)2

Ucombinada = v (0.0015)2 + (0.0002)2 + (0.028)2 + (0.007)2 + (0.283)2 = 0.2845



ANEXO N° 24

INCERTIDUMBRE DEL ESTANDAR DE REFERENCIA CERTIFICADO
(ERC)



Certipur®

Certificate of Analysis - Certified Reference Material

Chromium standard solution 1000 mg/I Cr

Product no.: 1.19779.0500
Lot no.: HC99974679
Description of CRM: Chromium standard solution 1000 mg/1 Cr
Expiry date: 2022/06/30
Storage: +15°C to +25°C tightly closed in the original container
Composition: Cr(NO3)s in HNOs Suprapur® 0,5 mol/l
Associated uncertainty, U=k ‘u
Analyte Certified value as mass fraction (k=2) as mass fraction
Cr 985 mg/kg + 5 mg/kg

Metrological traceability:
Measurement method:
Intended use:

Instructions for handling
and correct use:

Health and safety
information:

Accreditation:

Certificate issue date:

(( pAKKS

Deutsche
Akkreditierungsstelle
D-AM-15185-01-00

1ISO Guide 34

T
“,

o A. Yitairine

Directly traceable to NIST SRM 31123, lot 170630
Inductively coupled plasma optical emission spectrometry ICP-OES

This reference material is intended for use as a calibration standard for atomic
absorption spectrometry, spectrophotometry and other analytical techniques.
Shake well before use and never pipet directly from the original container. See
Details for correct use on page 2.

Please refer to the Safety Data Sheet for detailed information about the nature of
any hazard and appropriate precautions to be taken.

Merck KGaA, Darmstadt, Germany is accredited by the German accreditation
authority DAKKS as registered reference material producer D-RM-15185-01-00 in
accordance with ISO Guide 34 and registered calibration laboratory
D-K-15185-01-00 according to DIN EN ISO/IEC 17025.

2019/08/19

//,

Absreditierungsstelle
D-%-1518501-00

1SO/1EC 17025 Dipl.-Ing. Ayfer Yildirim (QC Laboratory Manager)

Merck KGaA, Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt, Germany, Tel +49 6151 72-0

Certificate page 1 of 2

EMD Millipore Corp. - A subsidiary of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Certificate Version 01
290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA; phone (978) 715-4321

Figura N° 24. Certificado del estandar de referencia (ERC)




Details on correct use:
The user should be aware of the additional effect of transpiration losses of solvent through the container walls of

the unopensed bottle. The effect leads te an increase of the mass fraction in the range of 0.012 mg/kg per month.
It is the responsibility of the user to account for this effect by correction of the certified value by

wi(t) = 0.012 -t + w(h)
wit) = element mass fraction after storage time in months

t = storage in months of the unopened bottle
wit) = element mass fraction at the time of certification

Certification process details:

Certipur® AAS single element standards are prepared gravimetrically from high purity raw materials in either high
purity adds or high purity bases Suprapur® and diluted with filtered (0,22pm) high purity water (18ML). All
balances are regularly calibrated with analytical weight sets traceable to primary weigths by PTB (Physikalisch
Technische Bundesanstalt). The density of each batch is measured in g/cm? at 20°C and is used to calculate the
concentration in mg/1.

Characterisation of Certipur® AAS single element standards is carried out by the accredited quality control (QC)
laboratory at Merck KGaA, Darmstadt, Germany according to DIN EN ISO ¢ IEC 17025 by inductively coupled
plasma optical emission spectroscopy (ICP - OES).

Homogeneity and stability studies are perforrmed with the material according to the reqguirements of IS0 Guide 34
and IS0 Guide 35.

Associated uncertainty:

The assocdated uncertainty Ucem reported with the certified values is calculated as combined expanded uncertainty
L=k -Liean IN @accordance with GUM and EA-4/02, with k=2 as the coverage factor for a 95% coverage probability.

The combined uncertainty wcem is derived from combination of the squared uncertainty contributions:

Ucpm = '\iuzchara:tzmaliun =+ U2llnmug=ne1'y + Uzsuhilty

Ucharacterisation is the uncertainty in accordance with DIN EN ISO/IEC 17025 which includes the
contributions of the primary reference material and the measuring system.
Uhomageneity! is the between-bottle variation in accordance with IS0 Guide 34. The assessment

of homogeneity is performed by analysis of a representative number of
systematically chesen sample units.

Uistability: is the uncertainty obtained from short-term and long-term stability in
accordance with ISO Guide 34. The stability studies are the basis for the
quantification of the expiry date of this elemental standard for the unopened
bottle.

Informative values:
The density of the elemental standard solutionis 1.0150 g/cm¥ at 20°C and is used to calculate the concentration 1000 mg/l.

For more detailed information please read the certification report on www . merckmillipore.com

Certificate of analysis revision history:
Certificate version Date Reason for version
01 2019/08/19 Initial version

Merck KGad, Frankfiurter StraBe 250, 64293 Darmstadt, Germany; Tel 449 6151 72-0
Cartificate page 2 of2 EMD Millipore Corp. - A subsidiary of Merck KGat, Darmstadt, Germany Certificate W ersion 01
290 Concord Road, Billerica, MADLB21, USA; phone (978) 715-4321
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