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RESUMEN

El presente trabajo muestra en detalle el proceso que se lleva a cabo en la
validacion del método analitico, especificamente el Método de la Fenantrolina
en la determinacion de hierro total en agua potable. Para lo cual se caracterizé
el analito en estudio y se trabajo con el Método Oficial del Libro de Métodos
Normalizados para el Anadlisis de Aguas Potables y Residuales con numero
3500-Fe D, el cual detalla todas las consideraciones y procedimientos a seguir
para el desarrollo del método en un laboratorio de analisis. Asi también este
pardmetro esta normalizado en la Norma Salvadorefia Obligatoria (NSO

13.07.01:04) Agua, Agua Potable (12 actualizacion).

En el desarrollo de esta validacion por ser un método oficial se realizaron los
siguientes parametros: exactitud, precision, especificidad, limite de
cuantificacion, limite de deteccion, linealidad, intervalo y robustez. Para cada
uno de estos parametros se muestra el cumplimiento de su criterio de
aceptacion en la determinacion de la impureza en estudio. Los resultados
obtenidos de la parte experimental fueron los siguientes: una exactitud con un
CV 58.27%, precision en términos de repetibilidad con un CV 7.11%,
especificidad con un resultado que se debid Unicamente al analito en estudio,

limite de cuantificacién y limite de deteccién con un r*> 0.998983, linealidad con



r> 0.999995 y un CVyy 0.26%, ademas de un intervalo de confianza que
comprende de 0.1 a 2.0 mg/L de hierro y una diferencia absoluta de la media
aritmética de 0.2 a temperatura baja y 0.007 a temperatura alta lo que
comprueba la robustez del método. Llevandose acabo dichos parametros bajo
las condiciones del Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de

Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador.

Basandose en los resultados obtenidos se puede decir, que el Método
Espectrofotométrico (3500-Fe D) de la Fenantrolina para la determinacién de
hierro total en agua potable es confiable y seguro, por lo que puede utilizarse en
actividades de proyeccion social de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador; ya que es un método practico, de bajo costo, o

puede ser utilizado como un recurso didactico.
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l. INTRODUCCION

El andlisis de agua es de gran importancia, pues a través de él es posible
conocer si ésta es apta para consumo humano, para lo cual debe estar excenta
de organismos capaces de causar enfermedades y elementos o sustancias que
pueden producir efectos fisioldgicos perjudiciales. Para realizar dichos andlisis,
es necesario utilizar métodos analiticos, por medio de los cuales puedan
determinarse si se esta dando cumplimiento a valores especificados por

normativas nacionales o internacionales.

Para obtener resultados que sean lo suficientemente confiables, se necesita
implementar sistemas de aseguramiento de calidad, los cuales pueden lograrse

mediante el empleo de métodos analiticos validados.

Validar un método analitico no es mas que la realizacion de una serie de
pruebas adecuadas y documentadas; que permitan dar cumplimiento a las
especificaciones y atributos de calidad, demostrando éstos que el método es

apropiado para los propadsitos requeridos.

El presente trabajo pretende realizar la validacion del método analitico para la
medicion de hierro total en agua potable; por el Método Espectrofotométrico de
la Fenantrolina, Método Oficial del libro Métodos Normalizados para el analisis
de aguas potables y residuales con niumero 3500-Fe D. El hierro total es un
parametro, normalizado por la Norma Salvadorefia Obligatoria (NSO
13.07.01:04) Agua, Agua Potable (12 actualizacion); los analisis se realizaran
en el Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia

de la Universidad de El Salvador, durante los meses de Octubre a Noviembre
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de 2010. Periodo en el cual se espera obtener evidencia experimental y
documental, del cumplimiento de los pardmetros de desempefio del Método

Espectrofotométrico de la Fenantrolina.

Para validar este método que es oficial, se han seleccionado los siguientes
parametros: exactitud, precision (repetibilidad), especificidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad, intervalo y robustez. El desarrollo
de estos pardmetros se realizd con estandar de hierro trazable al nist. er anexo N°
3). Mediante esta validacion se pretende determinar hierro total en agua potable,
aumentar la confiabilidad de los resultados obtenidos y a la vez tener la opcion
de que sea un método a considerar por en el Laboratorio Fisicoquimico de

Aguas, para futuras determinaciones.
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2.0. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Validar el Método Espectrofotométrico (3500-Fe D) de la Fenantrolina para

la determinacion de hierro total en agua potable.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

Elaborar una propuesta de protocolo de validacion para la
determinacién de hierro total en agua potable estableciendo el

cumplimiento de los parametros de desempefio.

Desarrollar los procedimientos de operaciéon de los pardmetros de
desempefio: Exactitud, precision (repetibilidad), especificidad,
limite de cuantificacion, limite de deteccion, linealidad, rango;
aplicando el método de estudio y estableciendo los criterios de

aceptacion.

Definir factores que puedan influir en el Método y afectar los
resultados tanto cuantitativamente como cualitativamente,

mediante el estudio conocido como Robustez.

Interpretar los resultados obtenidos en cada parametro de estudio,
por medio de técnicas estadisticas para establecer si cumplen con

los criterios de aceptacion.

Elaborar el reporte de validacion segun los resultados obtenidos.
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3.1

3.0. MARCO TEORICO

Generalidades del agua potable. ()

Se denomina agua potable o agua de consumo humano al agua bebible
en el sentido que puede ser consumida por personas y animales sin
riesgo de contraer enfermedades. El término se aplica al agua que ha
sido tratada para su consumo humano segun las normas de calidad

especificadas por las autoridades locales e internacionales.

En la Unién Europea la normativa 98/83/EU establece valores maximos y
minimos para el contenido en minerales, diferentes iones como cloruros,
nitratos, nitritos, amonio, calcio, magnesio, fosfato, arsénico, etc.,
ademas de los gérmenes patégenos. Los controles sobre el agua potable
suelen ser mas severos que los controles aplicados sobre las aguas
minerales embotelladas.

Las causas de la no potabilidad son:

- Bacterias

- Virus.

- Minerales (en forma de particulas o disueltos)

- Productos toxicos

- Depésitos o particulas en suspension.

Tomando en consideracion que las causas de no potabilizacion
involucran parametros fisicoquimicos y bacteriolégicos; haciendo énfasis
en el aspecto fisicoquimico, puede decirse que las fuentes de

contaminacion de agua son producidas en su mayoria por desechos

23
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industriales de distintas &reas, como pueden ser: textil, agricola, quimica,
minera, etc. Incorporando sustancias y elementos que son altamente
perjudiciales a la salud en cantidades que se encuentren arriba de los
valores permitidos por la NSO 13.07.01.04; entre estos elementos se
encuentran los metales: arsénico, cadmio, cianuro, cromo, manganeso,

mercurio, plomo, hierro entre otros.

Definicion de hierro. )

El hierro es uno de los contaminantes que con mas frecuencia se
encuentra en el agua potable. La agencia de la proteccion del medio
ambiente (EPA) refiere al hierro como contaminante secundario. Esto
significa que el EPA ha fijado que el hierro es una consideracion estética
mas bien que una consideracion de la salud. Segun la EPA si usted tiene
hierro en un exceso de 0.3 miligramo por litro en agua potable,
probablemente sera notorio el color salobre, el sedimento oxidado, el
sabor amargo o metdlico, las manchas marron-verdes, bebidas
descoloradas. Cuando el hierro viene en contacto con oxigeno, cambia a
un compuesto rojizo que pueda descolorar los accesorios de cuarto de
bafio y el lavadero. Ocurre naturalmente de la roca o puede ser
introducido por los materiales de plomeria. En este tiempo, no hay
efectos perjudiciales hacia la salud conocidos, a causa de la cantidad
hierro elevada en el agua potable.

Existen varios métodos para el analisis de hierro total entre ellos:

La determinacion de por medio del Método Espectrofotométrico
(3500-Fe D) de Fenantrolina. (1

El Método de Fenantrolina consiste en dar un tratamiento a la muestra el

cual reduce al hierro a estado ferroso, por ebulliciéon con acido clorhidrico
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e hidroxilamina y se trata con 1,10-fenantrolina, hasta obtener un pH
entre 3.2 a 3.3 dando la formacién de un complejo rojo-naranja, siendo
este un quelato de tres moléculas de fenantrolina por cada atomo de

hierro ferroso; la solucion coloreada obedece a la ley de Beer.

Fundamentos de la espectroscopia ultravioleta-visible. ()

El principio de la espectroscopia ultravioleta—visible involucra la
absorcion de radiacion ultravioleta-visible por una molécula, causando la
promocion de un electrén de un estado basal a un estado excitado. La

longitud de onda comprende entre 160 y 780 nm.

La absorcion de radiaciéon UV-visible por una especie se da en 2 etapas:
- Excitacion electronica
- Relajacion. Puede ser por:
- Emision de calor
- Reaccion fotoquimica

- Emision de fluorescencia / fosforescencia

Las bandas que aparecen en un espectro UV-visible son anchas, ya que

se superponen transiciones vibracionales y electronicas.

La excitacion corresponde a los electrones de enlace, por ello los picos
de absorcion pueden correlacionarse con los tipos de enlaces. Por este
motivo la espectroscopia UV-visible es valida para identificar grupos

funcionales en una molécula.
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3.3.1 Ley de Beer. (y
Cuando un rayo de luz monocromatico pasa a través de un medio
absorbente, su intensidad disminuye exponencialmente a medida que

aumenta la concentracion de la sustancia absorbente en el medio.

sol. absorbente
concentracion C

rayo incidente
luz monocrom. >
intensidad (Po)

rayo emergente

»

intensidad (P)

Espesor de la solucion

La ecuacidn que expresa esta ley es la siguiente:
A =log ITDO =abC

Donde:

A: absorbancia
a: absortividad
C: concentracion.

b: longitud de la trayectoria de la radiacion.

De acuerdo con esta ley, la absorbancia (a) esta relacionada linealmente
con la concentracion (c) de las especies absorbentes y con la longitud de
la trayectoria de la radiacion (b) en el medio absorbente.

La absorbancia es la cantidad de intensidad de luz que absorbe una
muestra y la absortividad es la medida de la cantidad de luz absorbida

por una solucion. Dado que la absorbancia es wuna cantidad
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adimensional, la absortividad debe tener unidades que cancelen las
unidades de b y c, por ejemplo, si “c” tiene unidades de gramos por litro
(gL™) y b esta en centimetros (cm), la absortividad tiene unidades de

litros por gramo por centimetros (Lg™*cm™).

Cuando la concentracién se expresa en mol por litro (mol L) y b en
centimetros, la constante de proporcionalidad se denomina absortividad
molar y se expresa con el simbolo ¢. Por tanto, A=é&bc. Donde ¢ tiene

unidades de litro por mol centimetro (L mol*ecm™).

Validacion de métodos analiticos. )

Frecuentemente, los laboratorios tanto del sector quimico, industrial,
farmacéutico y ambiental manifiestan la necesidad de implementar
sistemas que puedan asegurar la calidad establecidas bajo normas
internacionales, con el proposito de lograr los niveles mas elevados de
confiabilidad, tanto en materiales, equipos, metodologias y en la calidad

de los datos que se generan a partir de ellos. ()

Uno de los elementos primordiales que proveen calidad a los laboratorios
es el empleo de métodos analiticos validados. La validacion de métodos
analiticos es el proceso por el cual se demuestra por estudios de
laboratorios que la capacidad del método satisface los requisitos para la
aplicacion analitica deseada; es decir cumple con su proposito. Por lo
gue la validacion de métodos analiticos segun la Norma Salvadorefa
ISO/IEC17025:2005 contiene los requisitos generales para la

competencia de laboratorios de prueba y calibracién.
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Ya que la validacion es establecida por medios de estudios
experimentales, que demuestran cientificamente que el procedimiento
analitico posee las caracteristicas de desempefio adecuadas, para dar
cumplimiento a los requerimientos de las aplicaciones analiticas

adecuadas.

En funcidén de la aplicacion analitica de un método los parametros de
desempefio a estudiar pueden ser ()

- Precision/adecuabilidad del sistema

- Linealidad del sistema

- Especificidad*

- Exactitud* y repetibilidad*

- Linealidad del método*

- Precisién del método* o precision intermedia

- Estabilidad analitica de la muestra

- Limite de deteccion*

- Limite de cuantificacion*

- Robustez*

- Tolerancia.

Nota: Se determinaran los pardmetros de desempefio sefialados con asterisco;
Esperando dar de esta manera cumplimiento a los requisitos establecidos por la
norma salvadorefia ISO/IEC 17025:2005.
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Procedimientos de Operacion Estandar (POE’s)

Los Procedimientos de Operacion Estandar (POE’"s) son procedimientos
escritos y aprobados segun normas de correcta elaboracién y control de
calidad que describen, de forma especifica, las actividades que se llevan
a cabo; por lo que llegan a ser una guia en el momento de una
operacion, ya que provee instrucciones detalladas por escrito que
especifican la manera de cémo debe efectuarse una prueba o
procedimiento administrativo o cdmo operar, mantener y calibrar un

equipo.

El original de la version de un POE’s se conserva en un archivo central, y
se distribuye copias del mismo a los puntos donde se efectia el

procedimiento.

Una de las caracteristicas invalorables de la aplicacion de los POES, es
la posibilidad de responder inmediatamente frente a fallas en la calidad
de los productos o procedimiento analitico. Sin olvidar que un buen

procedimiento, tiende a minimizar la aparicion de tales fallas.

Entonces, més alla de la obligatoriedad de los POES, es indispensable
entender que el uso de estas operaciones que es parte integrante de los
procesos de fabricacion y que, por ello son complementarios de las
Buenas Préacticas de Manufactura (BPM).
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Ventajas de los POE’s

La planificacion, estructuracion y desarrollo de las actividades de un
laboratorio utilizando POE’s, presenta numerosas ventajas, como las que
se mencionan a continuacion:

Mejora la organizacion y ejecucion de las actividades.

Facilita el trabajo al personal, tanto de caracter técnico como
administrativo.

Facilita el entrenamiento de nuevo personal.

Proporciona uniformidad en la utilizacion de los equipos, de toma de
muestras y de analisis, reduciendo las posibilidades de error.

Facilita delegar funciones.

Garantiza el registro de los datos primarios.

Proporciona datos comparativos entre si, tanto dentro del propio

laboratorio como con otros laboratorios, a lo largo del tiempo.

Contenido de los procedimientos de operacion estandar

En un procedimiento pueden figurar, como minimo, los siguientes
apartados:

Titulo: Establece la accidén que se pretende ejecutar.

Objetivo: Explica clara y brevemente el objetivo del procedimiento.
Alcance: Establece el lugar para cumplir el procedimiento.

Principio: Establece el fundamento de un método. (Este apartado se
utilizara cuando fuese necesario y aplique.)

Equipo, materiales y reactivos a utilizar: Se dara un detalle especifico de
cada uno.

Responsabilidades: Determina el personal que es idoneo para el
cumplimiento del proceso de operacion.

Desarrollo: Es la descripcién detallada del procedimiento.
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Referencia: Especifica el material bibliografico del cual fundamenta el

proceso.

Documentacion. )

Protocolo de validacion

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

personas responsables de la validacién y aprobacion del mismo.

El esquema de un protocolo de validacion puede incluir los puntos
siguientes:

Objetivo: finalidad de la validacion.

Responsables: relacidon de las personas que llevan a cabo las validaciéon

y de las que la aprobaran.

Pardmetros a estudiar: los pardmetros se seleccionan en funcién de las
caracteristicas de la muestra, tipo de método analitico y rango de

concentracion del analito.

Muestra(s): el muestreo se realizard de acuerdo con procedimientos
escritos, en los cuales se indicaran los sistemas de identificacion y

tratamiento previo de las muestras.

Equipo(s): se han de identificar los equipos implicados en el proceso de
validacion y comprobar que estdn convenientemente calificados,

reflejando esto en el informe de validacion.
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Métodos analiticos: existirian métodos que describen el procedimiento
para la determinacion de los pardmetros a evaluar, con indicacion de

reactivos, patrones, materiales, técnicas y calculos.

Criterios de aceptacion: se establecerdn para cada uno de los
pardmetros y estaran basados en las necesidades o la finalidad del
método y en la informacion recogida en la fase de desarrollo del

procedimiento analitico.

Registro de resultados: este incluird el nimero de muestras, fecha del
analisis, asi como también el analista que realizara el parametro,
absorbancia correspondiente al nimero de muestra en estudio y la

concentracion de muestra de la misma.

Informe de validacién
El contenido del informe de validacion debe abarcar los siguientes datos:
titulo, resultados, analisis de resultados, cuadro comparativo con criterios

de aceptacion, conclusiones.

Parametros de desempefio. )

Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el
valor que es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un

valor de referencia y el valor experimental encontrado.

No debe confundirse la exactitud y precision. Pues la precision esta
relacionada con la dispersiéon de una serie de mediciones, pero no da
ninguna indicacion de lo cerca que esta el valor verdadero. Para que un

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

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

promedio del ensayo y el valor aceptado como verdadero.

Precision
La precision expresa el grado de concordancia entre una serie de
medidas y tomas multiples a partir de una misma muestra homogénea en

las condiciones prescritas.

El objetivo de estudiar la precision en un método es conocer la
variabilidad que pudiera haber en el mismo, esta variabilidad pudiera
deberse a errores inherentes al método de ensayo, entre los factores que
influyen en las causas de error sobre los resultados podemos tener: error
del analista, error del equipo o instrumental, error causado por reactivos,
etc. De aqui la importancia de estudiar este parametro. En la precision se
puede considerar tres niveles: repetibilidad, precision intermedia,

reproducibilidad.
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Repetibilidad: estudia la variabilidad del método efectuando una serie de
analisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas,
en un mismo laboratorio y en un periodo de corto.

Precision intermedia: estudia la variabilidad del método efectuando una
serie de analisis sobre la misma muestra pero en condiciones operativas

diferentes y en un mismo dia.

La precision del método analitico se expresa generalmente como el
coeficiente de variacion (CV) de una serie de medidas de igual manera
gue la repetibilidad.

La reproducibilidad estudia la variabilidad del método bajo condiciones

operativas diferentes y en distintos laboratorios.

La precision se determina con el célculo de la desviacion estandar
relativa o coeficiente de variacién, y se expresa dando el valor medio
obtenido junto con el mas-menos de la variabilidad de los resultados.

Linealidad
La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados
gue son directamente proporcionales a la concentracion del analito en la

muestra dentro de un rango establecido.

Siempre que sea posible se buscara una respuesta de tipo lineal que
facilitara su trazado, interpolacion e interpretacion, para lo cual se espera
obtener resultados de prueba que sean directamente proporcionales del
analito en muestra. Por lo que se evalla tanto por inspeccion visual de
un grafico respuesta analitica vrs concentracion del analito, como

también por métodos estadisticos como: regresion lineal, coeficiente de



3.6.4

3.6.5

determinacion, intervalo de confianza de la pendiente, intervalo de
confianza de la ordenada al origen y el coeficiente de variacion de

regresion.

Intervalo
Se define como intervalo la concentracion superior e inferior del analito
para el cual se ha demostrado la correcta precision, exactitud y la

linealidad del método descrito.

El intervalo se expresa normalmente en las mismas unidades que los

resultados de las pruebas, obtenidos mediante el método analitico.

Especificidad

La especificidad es la capacidad de un método analitico para medir o
cuantificar simultaneamente o separadamente los analitos de interés de
forma inequivoca, en presencia de otras sustancias quimicas que pueden
estar presentes en la muestra. Puesto que es muy dificil declarar que no
exista interferencia en la determinacion de un analito, pues existe la

posibilidad de encontrar alguna sustancia, desconocida, que interfiera.

En este estudio, como norma general, se comparan los resultados de los
analisis de muestras con o sin analito en presencia 0 ausencia de
impurezas. Y los resultados del estudio se vinculan principalmente al
origen de la muestra, su preparacion y las condiciones instrumentales,
por lo que cualquier cambio en estos factores supone reconsiderar el

estudio antes realizado.

35
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Limite de deteccion. () )
Se entiende por limite de deteccidn a la minima cantidad de analito en la
muestra, que se puede detectar aunque no necesariamente cuantificar

bajo dichas condiciones experimentales.

Este término no debe confundirse ni asociarse con el de sensibilidad,
puesto que este método de analisis se utiliza para discriminar pequefias

concentraciones o masas de analitos.

Lo que se pretende alcanzar con el limite de deteccidn es que el método
es realmente capaz de detectar la concentracion limite, por medio de una
sefial que se medira con certeza, pudiendo detectar su presencia sin

incurrir en falsos positivos.

La concentracién del analito que, cuando se procesa a través del método
completo, produce una sefial con una probabilidad del 99% de ser
diferente del blanco. Para siete replicas de la muestra, la media debe ser

3,14s veces superior al blanco.

Limite de cuantificacion. ) )

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

El valor limite cuantitativo es Unicamente indicativo y normalmente no

debe usarse para tomar decisiones.
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3.6.8 Robustez
La robustez de un método analitico es la medida de sus capacidades
para permanecer inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones
en ciertos parametros, proporcionando fiabilidad durante el empleo en
rutina. Este estudio surgido con el fin de resolver problemas que se
planteaban en la transferencia de métodos analiticos entre laboratorios
surgiendo este con el fin de identificar los factores potencialmente critico,
surgiendo la necesidad de evaluar las fuentes de variaciones del método

en analisis.

Se recomienda llevar acabo la robustez en el desarrollo del método y no
en la validacion propiamente dicha, pues puede caerse en el error de
validar un método que sea poco robusto, incurriendo malos resultados y
pérdida de tiempo y dinero, por lo que es recomendable de realizar un
estudio de robustez donde los margenes en los que el método es robusto
puedan estos incluirse como parte final del método, dotandolo asi de una
cierta flexibilidad.
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4.0 DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio

El estudio que se realizO es de tipo experimental, transversal y
prospectivo. Experimental pues se realizaron ensayos en el Laboratorio
Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador; Transversal, debido a que la investigacion se
realizd en un tiempo determinado, comprendido entre junio-octubre del
presente afio, e interesa estudiar el problema en el presente y
prospectivo ya que a medida se desarrollaba la validacion del método
se cumplia con cada objetivo del estudio, ademas, este trabajo podra

tener aplicacion en el futuro.

Investigacion bibliografica

Para la elaboracion del presente trabajo se realizé una revision
bibliografica en:

Biblioteca de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador.

Biblioteca de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la Universidad
de El Salvador.

Biblioteca central de la Universidad de El Salvador.

Biblioteca de la Universidad Alberto Masferrer.

Documentacion electronica.

Parte experimental. (y
Se realizaron los andlisis en el Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la
Facultad de Quimica y Farmacia de La Universidad de EI Salvador,

implementando la metodologia recomendada por el libro oficial Métodos
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Normalizados para el Analisis de Aguas Potables y Residuales. Edicion
1723, Capitulo 3500-Fe D: Método de Fenantrolina.

Los analisis se realizaron con soluciones estandar de hierro, a
concentraciones que seran especificadas en el procedimiento de cada
uno de los parametros de desempefio que se desarrollaron. Cabe
mencionar que si se deseara ensayar con muestras de agua potable, es
necesario llevar simultaneamente un estandar control de hierro, para la

verificacion de los resultados obtenidos. (ver anexo N° 4)

Instrumental (y

Equipo:

Espectrofotometro Shimadzu UV 1800, para utilizarlo a una longitud de
onda de 510 nm, que proporciona un trayecto luminoso de 1 cm o mas
largo, (ver anexo N° 3).

Balanza Adventurer OHAUS (Analitica) y balanza Mettler NT4800 Delta
Ranger (Semianalitica)

Materiales de vidrio, lavados con acido: Lavese todo el material de vidrio
con acido clorhidrico concentrado (HCI) y enjuaguese con agua destilada
antes de utilizarlo, con objeto de eliminar depdsitos de oxido de hierro.

Materiales de vidrio: Clase “A”.

Reactivos ()

Se utilizaron reactivos bajos en hierro. Para preparar las soluciones
patron y soluciones reactivos, se empleo agua destilada que fue
previamente analizada, encontrdndose en ella una concentracion de
0.01ppm de hierro. Almacénense los reactivos en botellas con tapén de

vidrio.
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Las soluciones de HCl y acetato de amonio son estables indefinidamente
si estan herméticamente tapadas. Las soluciones de hidroxilamina, de

fenantrolina son estables durante varios meses.

Acido clorhidrico, HCI concentrado con menos de 0.00005 por 100 de
hierro.
Solucion de hidroxilamina: disuélvanse 10 g de NH,OH- HCI EN 100 mL

de agua.

Solucién tampon de acetato de amonio: disuélvanse 250 g de
NH4C,H30, en 150 mL de agua. Afadanse 700 mL acido acético
concentrado (glacial). Como incluso el NH4C,H30, de buena calidad
contiene una cantidad significativa de hierro, preparense nuevos
patrones de referencia con cada preparacion del tampén.

Solucion de acetato de sodio: disuélvanse 200 g de NaC,H30,3H20 en
800 mL de agua.

Solucién de fenantrolina: disuélvanse 100 mg de monohidrato de 1,10-

fenantrolina, Ci2HgN2-H,O, en 100 mL de agua por agitacion y
calentamiento a 80 °C, no hervir. Descartese la solucion si se oscurece.
El calentamiento es innecesario si se afladen al agua dos gotas de HCI
concentrado. (Nota: un mililitro de este reactivo es suficiente para no mas
de 100 ug Fe).

Soluciones de hierro patrén: se prepara a partir de un estandar de hierro,
a una concentracion de 1000ug/mL de hierro, con numero de lote
H50597 y fecha de vencimiento 31 de Diciembre de 2011. (ver anexo N° 1)

Procedimiento (1
Hierro total:
Mézclese cuidadosamente la solucion estandar y midanse 50.0 mL en

un erlenmeyer de 125 mL. Si este volumen de muestra contiene mas de
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200 pg de hierro, utilicese una porcion mas pequefia medida con
precision y diliyase hasta 50.0 mL.

Anadanse 2 mL de HCI concentrado y 1 mL de solucion NH,OHHCI
(solucidn de hidroxilamina).

Afddanse unas cuantas perlas de ebullicion y caliéntese hasta ebullicion.
Para asegurar la disolucion de todo el hierro, continlese la ebullicion
hasta que el volumen se reduzca entre 15y 20 mL, (si la muestra ha sido
sometida a combustion seca, disuélvase el residuo en 2mL de HCL
concentrado y 5 mL de agua. Verificar el tiempo al que se llega esta
condicion).

Enfriese hasta temperatura ambiente y pasese a un matraz volumétrico
de 50.0 0 100.0 mL.

Afddanse 10 mL de solucion tampon de NH,4C,H30, (acetato de amonio)
y 4 mL de solucion fenantrolina y dillyase con agua hasta la sefial.
Homogenizar la solucién cuidadosamente y déjese al menos durante 10
a 15 minutos para que se desarrolle el color al maximo.

Realizar las lecturas de la muestra a 510 nm, en el espectrofotometro
Shimadzu UV 1800.

Protocolo de validacién y registro de resultados para la
determinacion de hierro total en agua potable.

El protocolo de validacion se hizo en base a los pardmetros de
desempefio a estudiar, donde se documentara el resultado obtenido del
desarrollo de cada parametro en estudio y poder verificar si cumple con
el criterio de aceptacion correspondiente. Ademas se contard con un
formato de registro de resultados con el fin de evidenciar por cada

parametro todos los analisis realizados. (cuadro N°2).
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4.3.5 Evaluacion de los parametros de desempefio del método. (s

4.3.5.1 Exactitud

b)

d)

La exactitud del método se demostré analizando tres niveles de
concentracion de soluciones estandar de hierro, con concentraciones de
0.2 mg/mL, 0.5 mg/mL y 1.0 mg/mL, cada uno de estos por triplicado,

realizando asi nueve determinaciones en total.

Procedimiento:

Se Preparé una solucién estandar a una concentracion de 1.0 mg/mL de
hierro y partiendo de ésta se prepararon dos diluciones de 0.5 mg/mL de
hierro y 0.2 mg/mL.

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

Se hicieron las lecturas en el espectrofotometro Shimadzu UV-1800, a
una longitud de onda de 510 nm.

Se calculd el coeficiente de variacion e intervalo de confianza utilizando

las formulas siguientes:

Media Aritmética

Y
n

Desviacion estandar

S ZJH(ZVZ)—(ZV)Z

n(n-1)

Coeficiente de variacion

CV = > %100
y
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Intervalo de confianza para la media poblacional

S
|C(,,) =Y E 9501 ﬁ

4.3.4.2 Precision del método

- Repetibilidad
Se realiz6 con la preparacion de una solucion estandar correspondiente a
0.30 mg/mL de hierro), esta se analiz6 por sextuplicado, manteniendo las
condiciones de: dia, analista, instrumento y laboratorio. La estimacion de
la repetibilidad del método se realiz6 con el calculo del coeficiente de
variacion de las respuestas obtenidas y con los intervalos de confianza
de cada nivel de concentracion estudiada.

Procedimiento:

a) Se prepar6 una solucién estandar a una concentracion de 0.30 mg/mL de
hierro.

b) Se realiz6 a esta solucion el tratamiento de muestra segun procedimiento
de hierro total, éste se hizo por sextuplicado.

c) Se Hicieron lecturas en el espectrofotometro Shimadzu UV-1800, a una
longitud de onda de 510 nm.

d) Se calculé el coeficiente de variacién e intervalo de confianza utilizando

las formulas siguientes:

Media aritmética.

LT
n

Desviacion estandar

S nQ yH) -0 y)°
I n(n—1)
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Coeficiente de variacion

CV = > 100
y
Intervalo de confianza para la media poblacional

S
IC(;,) =Y El gm0 ﬁ

4.3.4.3 Especificidad
Con la especificidad se pretendié demostrar que el método es capaz de
identificar de forma inequivoca al analito, para lo cual se prepararon dos
soluciones de hierro al 100% y a una de estas se le adiciono plomo como
contaminante a una concentracion de 0.01 mg/L (valor maximo
permisible segun NSO 13.07.01.04). Luego se procedié a analizarlas
segun el método de hierro total, para leer ambas soluciones a 510 nm en
el espectrofotdmetro Shimadzu UV 1800, esperando obtener un valor de

absorbancia igual para ambas soluciones.

El Método Oficial de Fenantrolina determinado por el APHA enlista
sustancias que pueden ser interferentes, como son: oxidantes fuertes,
cianuro, nitrito, fosfatos, bismuto, cadmio, mercurio, molibdato y plata.
Pero de igual manera hace referencia que con un exceso de
hidroxilamina dichos interferentes son eliminados, por lo que en la
evaluacion de este pardmetro se utilizard plomo para comprobar la
especificidad del método, ya que los compuestos antes mencionados ya
no son interferentes, pues se eliminan durante el desarrollo del método.
Por lo que se espera como resultado de este parametro Unicamente la

respuesta del analito en estudio el cual sera el hierro.
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4.3.2.4 Limite de cuantificacion. ()

d)

Para este procedimiento se prepararon cuatro concentraciones obtenidas
por dilucibn a partir de una solucibn 0.2 mg/mL de hierro;
simultdneamente se prepararon cinco blancos. Luego se calculo el valor
de la pendiente (b,), el coeficiente de determinacién (r%) y el intervalo de
confianza de la pendiente y para los blancos se calcul6é la desviacidon

estandar.

Procedimiento:

Se prepararon cinco soluciones con las siguientes concentraciones: 0.2
mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.002 mg/mL, 0.005 mg/mL de hierro.
Se realiz6 a cada una de estas soluciones el tratamiento de muestra
segun procedimiento para la determinacion de hierro total, por triplicado
para cada concentracion.

Se hicieron lecturas en el espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800, a una
longitud de onda de 510 nm.

Se calculé el limite de cuantificacion. Utilizando las siguientes

ecuaciones:

Pendiente

R EIRIN
oYX -(0x)°

Coeficiente de determinaciéon

(-
(X - (00 y) - (X))
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Intervalo de confianza para la pendiente

s - Zyz _blzxy_bozy

¥ n—2
1

y/x ZXZ B (ZX)Z

n

Sh, =S

IC(ﬂ1) = bl * to.975 -2 Sbl

b 2.y b x

° n

Para los blancos se calcul6 la desviacion estandar (Sb) de estos, por la

siguiente ecuacion:

s _ nQ.y) -0l y)?
7 n-(n-1

Limite de cuantificacion
_10%S,
b,

LC

Donde:
LC= limite de cuantificacion.
Sp= desviacion estandar de los blancos.

b;= pendiente
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4.3.2.5 Limite de deteccion. (3
Se determiné preparando tres niveles de concentracién, los cuales
fueron valores menores que el limite cuantificable, simultaneamente se
prepararon cinco blancos.
Para establecer este pardmetro se procedi6é al calculo de la pendiente
(bs), el coeficiente de determinacién (r°) y el intervalo de confianza para

la pendiente (IC(B1)), mediante la siguiente ecuacion:

_3xS,
by

LD

Para los blancos se calcul6 la desviacion estandar (Sb) de estos, por la

siguiente ecuacion:

s _ nQ_y) - y)°
" n—(n-D

4.3.2.6 Linealidad

Se hizo analizando cinco soluciones estandar de hierro por triplicado con
concentraciones de 0.20, 0.50, 1.00, 1.50 y 2.00 mg/mL de hierro, de
esta manera se pudo elaborar la curva de calibracién concentracion vrs
absorbancia. Ademas se utiliz6 el método de estimacion por minimos
cuadrados para calcular el valor de la pendiente (b;), la ordenada al
origen (by), coeficiente de determinacién (r%), intervalo de confianza de la
pendiente (IC(B1)), intervalo de confianza para la ordenada al origen
(IC(Bo)) y el coeficiente de variacion de regresion (CVyy).
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Procedimiento:

Se prepar6 una muestra a concentracion de 2.0 mg/mL de hierro y
partiendo de esta se prepararon cuatro diluciones de 1.5 mg/mL , 1.0
mg/mL, 0.5 mg/mL y 0.2 mg/mL de hierro.

Se realizaron a cada una de estas soluciones el tratamiento de muestra
segun procedimiento para la determinacion de hierro total, por triplicado
para cada concentracion.

Se hicieron lecturas en el espectrofotometro Shimadzu UV-1800, a una
longitud de onda de 510 nm.

Se calculé la pendiente, ordenada al origen, coeficiente de
determinacion, intervalo de confianza de la pendiente, intervalo de
confianza para la ordenada al origen y coeficiente de variacion de

regresion, utilizando las formulas siguientes:

Pendiente

NROR EORIN
oy x* -7

Ordenada al origen

1 ZZy—blzx
° n

Coeficiente de determinacion

(-
(X - (00T y) - (X))

Intervalo de confianza para la pendiente

s _ |2Y b2 xy-b )y

y/x \ n—2
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Sb, =S,

1
, (2%’
T
n
IC(ﬂ1) = bl J—rto.975rn72 Sbl

Intervalo de confianza para la ordenada al origen

IC (ﬁo) = bo T t0.975,n—28b0

ro XX
n

2
Shy =S, T4 )
n , O.%)
[T
n
Coeficiente de variacion de regresion
Sy/x

Ccv,,, =—100

y

4.3.2.7 Intervalo (rango)
Este pardmetro se estableci6 mediante el valor maximo cuantificable
obtenido en la linealidad y el valor minimo obtenido en el limite de
cuantificacion, tomando en cuenta que estos no deben presentar una

desviacién de la ley de Beer.

4.3.2.8 Robustez
Se establecieron los factores propios del método los cuales se
consideran criticos, estos fueron: temperatura (bala, normal y alta) y
humedad. La temperatura baja se trabajo a 16.3°C y humedad de 62%,
la temperatura normal fué de 20.9°C y humedad de 38%, la temperatura
alta de 31.1°C y 35% de humedad; la evaluacion de este parametro se
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realiz6 con dos repeticiones de una solucion estandar de hierro con
concentracion de 0.20 mg/mL de para cada temperatura y humedad
especificados.

Se procedio a calcular la media aritmética de las condiciones ambientes
y condiciones controladas, luego se calculé la diferencia absoluta de
cada condicion respecto a condiciobn normal. Las férmulas que se

utilizaron son las siguientes:

Media aritmética a temperatura ambiente

DY,

n

0

Yo =

n,= numero de mediciones a temperatura ambiente.

Yo= temperatura a condicion normal.

Media aritmética para el analisis de temperatura controladas

R

Yi

ni= numero de mediciones a temperatura controlada.

yi= temperatura a condiciones controladas.

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion respecto a

la media aritmética de la condicién normal.

di=y -V,

Criterios de aceptacion
Son los criterios que se establecen para cada parametro de desempefio,

con el fin de evaluar los resultados del estudio, estos criterios deben de
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mantenerse a lo largo de toda la validacion y cualquier cambio debe de

ser justificado.
A continuacion se presentan los criterios de aceptacion para cada

paradmetro en estudio. (Cuadro N°1)
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Parametros Criterios de Aceptacion Referencia
El coeficiente de variacion: Ortega Aguirre L. y Otros.
Exactitud Comprende de 50-120% para impurezas. | 2001. Validacion de Métodos
El valor de la media poblacional ( ¥ ) | Analiticos.Barcelona Espafia. s,
debe incluirse dentro del intervalo.
El coeficiente de variacién para Ortega Aguirre L. y Otros.
Precision soluciones menores a 1 ppm debe ser 2001. Validacién de Métodos

(Repetibilidad) s,

<11%
El valor de la media poblacional ( Y )
debe incluirse dentro del intervalo.

Analiticos. Barcelona

Espafia. s

Colegio Nacional de Quimicos

Especificidad La respuesta del método debe ser debida | Farmacéuticos Bi6logos. Guia
Unicamente al analito de Validacibn de Métodos
Analiticos México. AC. Edicion
2002.Volumen Unico.
r*20.98 Ortega Aguirre L. y Otros.
Limite de El' IC(B1), no debe incluir el cero 2001. Validacién de Métodos

cuantificacion

Analiticos. Barcelona Espafias,

Limite de
Deteccion

r’20.98
El' IC(B1), no debe incluir el cero

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

Linealidad del

Cantidad adicionada vs cantidad
recuPerada:
r-=0.98

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

Método El'IC(By.), el valor de la pendiente debe Espafia. s
incluirse en el intervalo.
El' IC(Bo), el valor de la ordenada debe
incluir el intervalo.
El CVy, no mayor de 3% si es quimico o
espectrofotométrico.
Ortega Aguirre L. y Otros.
Intervalo Debe incluir la concentracion inferior y 2001. Validacién de Métodos
superior del analito, con adecuada Analiticos. Barcelona
precision, exactitud y linealidad. Espafia. s
Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos. Guia
de Validacion de Métodos
Analiticos México. AC. Edicion
2002.Volumen Unico.
Colegio Nacional de Quimicos
Robustez | di| < 3% para métodos quimicos o Farmaceéuticos Bitlogos. Guia

espectrofotométricos.

de Validacibon de Métodos
Analiticos México. AC. Edicién
2002.Volumen Unico.
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CUADRO N°2 PROTOCOLO DE VALIDACION PARA METODO
ESPECTROFOTOMETRICO (3500Fe-D)

LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico
espectrofotométrico (3500-Fe D) de fenantrolina, para la determinacién de hierro total en agua
potable.

Estandar (Ver anexo N° 3)

Nombre Concentracion Lote vencimiento
Hierro en acido Nitrico 5% 1000 ug/mL H50597 31/12/2011
Equipos
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica Adventurer OHAUS 27/09/2010
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Shimadzu UV 1800 14/10/2009
Fecha de emision Fecha de revisién Fecha de aprobacion Pagina N°:
15-10-2010 16-10-2010 18-10-2010 1/6
OBJETIVO.

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

ALCANCE.
Método de andlisis que se utiliza para determinar Hierro total en agua potable en
concentraciones de 0.1 mg/mL a 2.0 mg/mL utilizando el Espectrofotometro Shimadzu UV 1800

MATERIALES

Erlenmeyer 125 mL

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

REACTIVOS (ver anexo N°1)

Acido clorhidrico concentrado

Solucién de hidroxilamina

Solucién tampon de acetato de amonio
Solucién de fenantrolina

Solucién de hierro de reserva

Solucién de hierro patrén
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LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico
espectrofotométrico (3500-Fe D) de fenantrolina, para la determinacién de hierro total en agua

potable.
Estandar
Nombre Concentracioén Lote vencimiento
Hierro en acido Nitrico 5% 1000 ug/mL H50597 31/12/2011
Equipos
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica Adventurer OHAUS 27/09/2010
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Shimadzu UV 1800 14/10/2009
Fecha de emisidn Fecha de revision Fecha de aprobacion Pagina N°:
15-10-2010 16-10-2010 18-10-2010 2/6

PARAMETROS DE DESEMPENO.
Para validar el método se estudiaron el siguiente parametro:

Exactitud

Precisién (Repetibilidad)

Especificidad

Limite de cuantificacion

Limite de deteccion

Linealidad
Intervalo
Robustez
RESULTADOS
Resultados
Parametro Criterio de Aceptacion
Conforme No conforme

BIBLIOGRAFIA

1 Ortega Aguirre L. y Otros. 2001. Validacién de Métodos Analiticos. Barcelona Espafia.
Péaginas 33-36, 46-47, 54-58, 68-70,75-77 y 85.

2 Lépez Luz M. 2009. Determinacion de Parametros de Desempefio en Métodos

Analiticos Espectrofotométricos Especificos para Cuantificar Fésforo y Potasio en

Suelos Utilizados para Cultivos de Café. Licenciatura en Quimica y Farmacia. San

salvador El salvador. Universidad de El Salvador. Pagina 27.
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se elabor6 una propuesta de validacién para determinacion de hierro total en
agua potable, donde se puede observar el desarrollo y cumplimiento de los
parametros de desempefio, obteniéndose resultados los cuales se interpretaron
en cada parametro en estudio valiéndose de técnicas estadisticas para

establecer el cumplimiento de las mismas. (ver cuadro N°2).

Se desarrollaron los procedimientos de operacion de los parametros de
desempefio: exactitud, precision (repetibilidad), especificidad, limite de
cuantificacion, limite deteccion, linealidad e intervalo; aplicando a cada uno de
éstos el método de estudio 3500Fe-D, y evaluados con sus respectivos criterios
de aceptacion por medio de técnicas estadisticas. A continuacion se presenta el

desarrollo de cada parametro estudiado:

5.1 Determinacion de la exactitud del método espectrofotométrico
(3500-Fe D)
La exactitud del método se realizé de la siguiente manera: un analista
prepard una serie de nueve muestras, adicionandole a cada serie una
cantidad conocida de hierro (0.2, 0.5, 1.0 mg/L), para poder obtener tres

concentraciones diferentes.

Se calculé la media aritmética, desviacién estandar, coeficiente de
variacion e intervalo de confianza para la media poblacional, utilizando

las siguientes formulas:

Media Aritmética

n



Desviacion estandar

S an(zyZ)—(zy)z

n(n-1)

Coeficiente de variacion

cV = > «100

y

Intervalo de confianza para la media poblacional

S
IC(,,) = yito.975.n—1 ﬁ

TABLA N°1 RESULTADOS DE EXACTITUD DE HIERRO TOTAL EN
AGUA POTABLE

N° REPLICA | Concentracién | Concentracion Propiedad Y?
Original (ppm) | Obtenida ppm medida
(X) Absorbancia
)
1 0.2 0.282 0.061 3.721x10-°
2 0.5 0.485 0.101 10.201x10°
3 1.0 1.095 0.219 47.961x10°
4 0.2 0.259 0.057 3.249x10°
5 0.5 0.492 0.102 10.404x10°
6 1.0 1.125 0.225 50.625x10°
7 0.2 0.254 0.056 3.136x10°
8 0.5 0.486 0.101 10.201x10°
9 1.0 1.133 0.226 51.076x10°
¥y=1.148 ¥,°=0.190574

La tabla N°1 muestra los resultados de tres niveles de concentracion,

cada una por triplicado, de las muestras en estudio, en el mismo dia con

el mismo analista e instrumento.

Se muestra el promedio aritmético (y), Desviacion Estandar (S),

Coeficiente de Variacion (CV), asi como el intervalo de confianza para la

media poblacional (IC(l)).
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A continuacioén se ejemplifica como se realizaron los calculos:

-Media Aritmética:

y= 1.148 =0.1275

-Desviacién Estandar

_/9(0.190574) — (1.148)?

> \ 9(9-1)

=0.0743

-Coeficiente de Variaciéon

V - 0.0743
0.1275

%100 = 58.27%

-Intervalo de Confianza (ver anexo N° 8).

El valor de tabla de la distribucion t de Student, se determina para un t

de 0.975, n-1 grados de libertad, siendo “n” el numero de replicas.

Ejemplo: n = 9 para n-1, corresponde a 9-1 = 8 y para ocho grados de
libertad el de t de Student de tabla es de 2.306.

0.0743

IC,,, =0.1275+2.306 =0.0698 , 0.1841

(#)

El valor obtenido del Coeficiente de Variacién es aceptable debido a que
se encuentra dentro del rango establecido del 50 al 120% para métodos
gue determinan impurezas; demostrando que no existe una apreciable

variabilidad en los datos. Ademas al determinar el Intervalo de Confianza
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puedo observarse que la media poblacional se encontr6 dentro del

intervalo calculado.

Determinacion de la Precision del Método (Repetibilidad)
Espectrofotométrico (3500-Fe D)

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

poblacional, utilizando las siguientes formulas:

Media Aritmética

Y
n

Desviacion estandar

S ZJH(ZVZ)—(ZV)Z

n(n-1)

Coeficiente de variacion

CV = > %100
y

Intervalo de confianza para la media poblacional

S
IC(ﬂ) =Y+t o501 ﬁ

A continuacion se ejemplifica como se realizaron los céalculos:
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TABLA N°2 RESULTADOS DE REPETIBILIDAD DE HIERRO TOTAL
EN AGUA POTABLE

N° REPLICA | Concentracion | Concentracion Propiedad Y?
Original (ppm) | Obtenida ppm medida
X) Absorbancia
)
1 0.3 0.267 0.058 3.364x10°
2 0.3 0.320 0.069 4.761x10°
3 0.3 0.278 0.061 3.721x10°
4 0.3 0.250 0.055 3.025x10°
5 0.3 0.260 0.057 3.249x10°
6 0.3 0.298 0.063 3.969x10°
>,=0.363 ¥,°=0.022089

La tabla N°2 muestra los resultados de un nivel de concentracion, por

sextuplicado, de la muestra en estudio.

Se muestra el promedio aritmético (y), Desviacion Estandar (S),

Coeficiente de Variacion (CV), intervalo de confianza de la media

poblacional (IC,)

A continuacién se ejemplifica como se realizaron los calculos:

-Media Aritmética:

0.363
y =

=0.0605

-Desviaciéon Estandar

o _ [6(0.022089) - (0.363)’

|

6(6-1)

-Coeficiente de Variaciéon

Cv

00043
0.0605

*100=7.11%

=0.0043
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-Intervalo de Confianza
0.0043

IC,,, =0.06005+2.306 =0.0564 , 0.0645

El valor obtenido con el Coeficiente de Variacion es un valor aceptable
puesto que es un valor menor de 11% el cual es un valor propuesto de la
concentracion en funcion de la concentracion del analito, para el analisis
de impurezas ®. La media poblacional se encontré dentro del intervalo
de confianza por lo que se considera un valor que cumple con los

requerimientos establecidos

Determinacion de la especificidad del Método Espectrofotométrico
(3500-Fe D)

Para la determinacion de la especificidad se selecciono una sustancia la
cual se considera un contaminante del agua y que suele encontrarse con
frecuencia. Se prepararon dos muestras a concentraciéon de 0.2 mg/L de
hierro y se contaminé una de ellas con plomo a 0.01mg/L.

Mostrandose en el Tabla N°3 los resultados obtenidos

Concentracién | Concentracién de | Propiedad medida
N|° REPLICA Original ppm muestra ppm (X) Absorbancia (Y)
1 (contaminada) 0.2 0.255 0.056
2 (Normal) 0.2 0.263 0.057

La respuesta analitica se debe Unicamente al analito en estudio, ya que
se puede comprobar esto debido a que las absorbancias obtenidas no
variaron significativamente, comparados con los otros parametros en los

gue se utilizo la concentracion de 0.2 mg/L de hierro.
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Determinacion del Limite de Cuantificacion del Método
Espectrofotométrico (3500-Fe D)

Se realiz6 el limite de cuantificacion utilizando muestras con
concentraciones de: 0.2, 0.1, 0.05, 0.002, 0.005 mg/L de hierro,

simultdneamente se utilizaron cinco blancos para cada determinacion.

TABLA N°4 RESULTADOS DEL LIMITE DE CUANTIFICACION PARA LA

DETERMINACION DE HIERRO TOTAL (3500-FE D)

N° | Concentra | Concentra | Propiedad X2 Y? XY
REPL cién real cion medida
ICAS Obtenida Absorbancia
(X) ppm (Y)
1 0.2 0.206 0.047 42.436x10° 2.209x10° 9.3741124x10°
2 0.1 0.137 0.033 18.769x10° 1.089x10° 2.0439441x10°
3 0.05 0.000 0.000 0.00 0.00 0.00
4 0.02 0.000 0.000 0.00 0.00 0.00
5 0.005 0.000 0.000 0.00 0.00 0.00

>« =0.343 5,=0.08 >x=0.061205 | ¥,°=3.298x10° | ¥4,=0.014303

Con los datos obtenidos por las partes por millon de la tabla N° 4 para
determinar hierro total se calculo la pendiente (b;), coeficiente de

determinacion (r?).

Pendiente

ROR EORIN
oy x*-(00x)°

Coeficiente de determinacion

(-
(X - (00T y) - (X))
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Intervalo de confianza para la pendiente
IC(,Bl) = bl Flogrsin-z Sbl

S - Zyz _blzxy_bozy
\ n-2

y
X

Sb, =S,

1
2
SORY
St
n
A continuacion se ejemplifica como se realizaron los célculos:

Pendiente

, _ 5(0.014203 ) - (0.343)(0.08)

) ) =0.231319
5(0.061205 ) — (0.343)

Coeficiente de determinacion

o (5(0.014203) — (0.343)(0.08))*
" (5(0.061205) — (0.343))(5(3.298x10 ) — (0.08)2)

=0.998983

Intervalo de confianza para la pendiente

-3 _ -4)
Sy:\/3.298x10 (0.231319)(0.05142203) (1.314976x10)(0.08) _ ; 190808

Sbh, =0.000828 1 =0.004265

2
\ 0.061205- (0-343)

IC(B,) =0.231319 +(3.182x0.004265 ) =0.217747 , 0.244890
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Blanco N° Propiedad medida Y?
Absorbancia (Y)
1 0.001 1x10°
2 0.0 0.0
3 0.0 0.0
4 0.0 0.0
5 0.0 0.0
>y=1x10° v?= 1x10°

Para los blancos se calculo la desviacién estandar (Sb) de estos, por la

siguiente ecuacion:

_ [5(1x10°°) - (1x10°)°

S, =0.00447
\ 5-(5-1)
Limite de cuantificacion
- M —0.019324
0.231319

En el limite de cuantificacion se comprob6 de forma préactica a través del

Espectrofotometro Shimadzu UV 1800, que el equipo es capaz de

cuantificar hasta 0.1mg/L; con la ayuda de célculos estadisticos se

determino un valor de 0.01mg/L para la determinacién de hierro total.

Ademas el valor de la pendiente se encuentra dentro del intervalo de

confianza de la misma y el coeficiente de determinacion es mayor de

0.98.
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5.5 Determinacion  del Limite de  Deteccion  del Método
Espectrofotométrico (3500-Fe D)
Se realiz6 preparando tres niveles de concentracion de hierro, los cuales
fueron menores de 0.1mg/L (Que es el limite inferior cuantificable por el
equipo Shimadzu UV1800), siendo estas 0.05, 0.002, 0.005 mg/L;
preparandose simultaneamente cinco blancos
TABLA N°6 RESULTADOS DEL LIMITE DE DETECCION PARA LA
DETERMINACION DE HIERRO TOTAL (3500-FE D)
N° Concentra | Concentra | Propiedad X2 Y? XY
REPLI cion real cion medida
CAS Obtenida | Absorbanci
(X) ppm a (Y)
1 0.05 -0.047 -0.002 0.00 0.00 0.00
2 0.02 0.001 0.007 0.00 0.00 0.00
3 0.005 -0.062 -0.005 0.00 0.00 0.00
5% =0.00 | ¥,=0.000 > x"=0.00 >"=0.00 > xy=0.00

Debido a que se obtuvieron respuesta analiticas no confiables, se realizo
el calculo del limite de deteccion de manera teorico, mediante siguiente
formula:

D= M =0.005797

0.231319

Los valores de Sb; y de b; fueron tomados de los datos del limite
cuantificable, si se observa el valor tedrico detectable es similar a la
Gltima concertacion leida por el quipo.

Demostrando que el equipo es capaz de emitir una sefial a esta

concentracion.
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Determinacion de la Linealidad del Método Espectrofotométrico
(3500-Fe D)

La linealidad del método se realizo de la siguiente manera, Primero, se
procedié a la elaboracion de la curva de calibracion, para lo cual fue
necesaria la preparacion de cinco soluciones estandar a concentraciones
de: 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L de hierro, en el siguiente cuadro se

muestran los valores obtenidos al determinar la curva de calibracion:

TABLA N°7 RESULTADOS DE LA LINEALIDAD DEL METODO PARA
LA DETERMINACION DE HIERRO TOTAL (3500-FE D)

Concentra | Propiedad X2 Y? XY
REPLI cion real medida
CAS Absorbanci
a(y)

1 0.2 0.052 0.04 2.704x10° 0.0104

2 0.5 0.105 0.25 11.025x10° 0.0525

3 1.0 0.194 1.00 37.636x10-° 0.1940

4 15 0.303 2.250 91.809x10° 0,4545

5 2.0 0.392 4.000 153.664x10° 0.7840

>,=5.2 >=1.046 S =7.54 ¥,°=0.296838 S xy=1.4954

Con los datos obtenidos se procedio al calculo de la curva de calibraciéon
concentracion vrs absorbancia. Ademas se utilizd el método de
estimacion por minimos cuadrados para calcular el valor de la pendiente
(b1), la ordenada al origen (b,), coeficiente de determinacién (r?), intervalo
de confianza de la pendiente (IC(B,)), intervalo de confianza para la

ordenada al origen (IC(Bo)) y el coeficiente de variaciébn de regresion
(CVx/y).

Pendiente

ROR EORIN
oy x*-(00x)°




Ordenada al origen

b :Zy—blZX

° n

Coeficiente de determinacion

2 (M xy) -0 y)*
(M x*) =00 y) -9

Intervalo de confianza para la pendiente

S = Zyz _blzxy_bozy
\ n-2

X

Sh, =S

1
y/x , (ZX)Z
2

IC(ﬂ1) = bl Floersinz Sbl
Intervalo de confianza para la ordenada al origen

IC (ﬂo) = bo * t0.975,n—28b0

o X
n

68
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Coeficiente de variacion de regresion

S
- Y 100

y/x _

y
A continuacion se ejemplifica como se realizaron los célculos:

CVv

Pendiente

, _ 5(1.4954) - (5.2)(1.046)

) ) _0.191163
5(7.54) — (5.2)

Coeficiente de determinacion

- (5(1.4954) — (5.2) (L.046))’

= = 0.998662
(5(7.54) — (5.2))(5(0.296838) — (1.064)%)

Intervalo de confianza para la pendiente

0.296838— (0.0191163)(1.4954) — (0.0010390) (L.046)

S, = =0.005913
, \/ 5-2

1

Sb, =.0005913

IC(f,) =0.191163 +(3.182x0.004049 ) =0.178279 , 0.204046

- =0.684867

754- 2
5

Intervalo de confianza para la ordenada al origen

2
Sh, =0.005913 E+ CLL)Z =0.004972

\ 5 754052
5




IC(,) =0.010390 +(3.182x0.004972 ) =-0.005430 , 0.026210

Coeficiente de variacion de regresion

~0.005913
0.2092

y/Ix

x100=2.82%
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De esta forma se pudo comprobar que la curva de calibracion posee las

caracteristicas adecuadas, puesto que se da cumplimiento estadistico en

el valor de:

La pendiente con su respectivo intervalo, estando comprendido el valor

de pendiente en el intervalo establecido.

La ordenada al origen y su respectivo intervalo, estando comprendido el

valor de pendiente en el intervalo establecido de la misma.

Un valor de coeficiente de determinacion mayor de 0.98.

Un coeficiente de variacion de regresion no mayor de un 3 %.

TABLA N°8 RESULTADOS OBTENIDOS CON LOS CUALES SE
COMPROBO LA LINEALIDAD DEL METODO. (ver anexo N° 2).

N° Concent | Concentraci Propiedad X2 Y? XY
REPLI racion 6n Obtenida medida
CAS real X) ppm Absorbanci
a(y)

1 0.2 0.282 0.061 0.079524 3.721x10° 17.202x10°°
2 0.2 0.173 0.040 0.029929 1.600x10° 6.920x10°
3 0.2 0.259 0.057 0.067081 3.249x10° 14.763x10°
4 0.5 0.485 0.101 0.235225 10.201x10° 48.985x10
5 0.5 0.406 0.085 0.164836 7.225x10° 34.510x10°
6 0.5 0.455 0.095 0.207025 9.025x10° 43.225x10°
7 1.0 1.165 0.232 1.357225 53.824x10° 270.280x10°
8 1.0 1.018 0.204 1.036324 41.616x10° 207.672x10°
9 1.0 1.125 0.225 1.265625 50.625x10° 253.125x10°
10 15 1.683 0.333 2.832489 110.889x10° 560.439x10"°
11 1.5 1.468 0.291 2.155024 84.681x10° 427.188x10°
12 15 1.635 0.323 2.673225 104.329x10° 528.105x10"°
13 2.0 2.271 0.447 5.157441 199.809x10° 1.015137
14 2.0 2.019 0.398 4.076361 158.404x10° 803.562x10"
15 2.0 2.095 0.413 4.389025 170.569x10° 865.235x10"°

S« =16.539 | ¥,=3.305 | ¥4°=25.726359 | ¥,°=1.009767 | ¥x,=5.096348
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A continuacion se muestran los resultados obtenidos:

x=1.1026

y = 0.2203
b, = 0.193880

b, =0.006560

r’ =0.999995

IC(,) =0.193880 + (3.182x0.00008 ) =0.1937072 , 0.1940528
IC(8,) = 0.006560 =+ (3.182x0.0.0005832 ) =0.0059768 , 0.0071432
cv,,, =0.26%

Con los resultados estadisticos obtenidos puede notarse que se esta
comprobando la linealidad del método, al cumplirse los criterios de
aceptacion en lo correspondiente a:

La pendiente con su respectivo intervalo, estando comprendido el valor
de pendiente en el intervalo establecido.

La ordenada al origen y su respectivo intervalo, estando comprendido el
valor de pendiente en el intervalo establecido de la misma.

Un valor de coeficiente de determinacion mayor de 0.98

Un coeficiente de variacion de regresion no mayor de un 3 %

Determinacion del Intervalo del Método Espectrofotométrico
(3500Fe-D)

El intervalo del método se determiné considerando que debe estar
conformado conformar por el valor maximo cuantificable de la linealidad y

el valor minimo del limite de cuantificacion, donde estos valores no
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presentan desviacion de la Ley de Beer. Por lo que el intervalo del

método es:
0.1 mg/L-2.0 mg/L.

Por medio de la robustez se definieron los factores que influyen en el método

3500Fe-D pudiendo estos afectar los resultados ya se de manera cuantitativa

como cualitativa. Dichos factores fueron temperatura y humedad. A

continuacion se presenta el desarrollo de dicho estudio:

5.8

Determinacion de la Robustez del Método Espectrofotométrico

(3500Fe-D)

La robustez se realizd con el andlisis de tres soluciones estandar a una

concentracion de 0.2mg/L cada una, evaluando la temperatura y la

humedad. Mediante el calculo de la media aritmética de la condicidn

normal de operacion, la media aritmética del analisis de cada condicion

de operacion, diferente a la condicion normal y diferencia absoluta de la

media aritmética de cada condicidn respecto a la media aritmética de la

condicion normal, utilizando las siguientes formulas:
Media aritmética a temperatura ambiente (condicién normal)

DY

n

0

Yo =

no,= nUmero de muestras a temperatura ambiente.

Yo= temperatura a condicion normal.

Media aritmética para el analisis de temperatura controladas

ZYi

n.

Yi =

ni= numero de muestras a temperatura controlada.

yi= temperatura a condiciones controladas.



Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion respecto a

la media aritmética de la condicién normal.

di =Y~

TABLA N°9 RESULTADOS DE LA ROBUSTEZ PARA LA
DETERMINACION DE HIERRO TOTAL (3500-FE D)
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Condicion
Baja Controlada(Normal) Alta
Muestra | 16.3°C |/ 62% | 20.9°C / 38% | 31.1°C / 35%
(Y1) humedad  (yo) humedad (y-)
1 0.030 0.049 0.042
2 0.028 0.049 0.042
3 >y:=0.058 >y0=0.098 Sy,=0.084

A continuacion se ejemplifica como se realizaron los céalculos:
Media aritmética a temperatura controlada (condiciébn normal)
~0.098

0

=0.049

Media aritmética para el analisis de temperatura alta.

- 0.284 0042

Media aritmética para el analisis de temperatura baja.

y, = 0'258 =0.029

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion respecto a

la media aritmética de la condicion normal.

d=|y-Vy,
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dl :‘ Yi—=Yo ‘
d, =(0.029-0.049 =0.02

d2 :‘ Y= Yo ‘
d, =(0.042—0.049 =0.007

El valor de la diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicién respecto a la normal no es mayor de un 3%, y los valores de

absorbancia no reflejan variacion a diferentes condiciones.

A continuacion se presenta el reporte de validacion de los resultados obtenidos,
durante la realizacion del método 3500-Fe D, comprobandose el cumplimiento

de dicho método por medio de los pardmetros de desempefio.
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CUADRO N°3 INFORME DE VALIDACION PARA METODO
ESPECTROFOTOMETRICO (3500Fe-D)

LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico
espectrofotométrico (3500-Fe D) de fenantrolina, para la determinacién de hierro total en agua
potable.

Estandar (Ver anexoN° 3)

Nombre Concentracion Lote vencimiento
Hierro en acido Nitrico 5% 1000 ug/mL H50597 31/12/2011
Equipos
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica Adventurer OHAUS 27/09/2010
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Shimadzu UV 1800 14/10/2009
Fecha de emision Fecha de revisién Fecha de aprobacion Pagina N°:
15-10-2010 16-10-2010 18-10-2010 1/6
OBJETIVO.

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

ALCANCE.
Método de andlisis que se utiliza para determinar Hierro total en agua potable de una
concentracion de 0.1 mg/mL a 2.0 mg/mL utilizando el Espectrofotémetro Shimadzu UV 1800

MATERIALES

Erlenmeyer 125 mL

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

REACTIVOS (ver anexo N°1)

Acido clorhidrico concentrado

Solucién de hidroxilamina

Solucién tampon de acetato de amonio
Solucién de fenantrolina

Solucién de hierro de reserva

Solucién de hierro patrén
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LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico
espectrofotométrico (3500-Fe D) de fenantrolina, para la determinacién de hierro total en agua

potable.
Estandar
Nombre Concentracioén Lote vencimiento
Hierro en acido Nitrico 5% 1000 ug/mL H50597 31/12/2011
Equipos
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica Adventurer OHAUS 27/09/2010
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Shimadzu UV 1800 14/10/2009
Fecha de emisién Fecha de revision Fecha de aprobacion Pagina N°:
15-10-2010 16-10-2010 18-10-2010 2/6

PARAMETROS DE DESEMPENO. (ver anexo N° 7)

Para validar el método se estudiaron el siguiente parametro:

EXACTITUD (ver anexo N° 7, Tabla N°1)

RESULTADOS
Resultados
CV=58.27% y =0.1275 IC(1)=0.0698 , 0.1841
Parametro Criterio de Aceptacion
El coeficiente de variacion:
Exactitud Comprende de 50-120% para impurezas.
El valor de la media poblacional ( Y )
debe incluirse dentro del intervalo.
Conforme No conforme
Si es conforme




LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico

espectrofotométrico (3500-Fe D) de fenantrolina, para la determinacién de hierro total en agua
potable.

Estandar
Nombre Concentracion Lote vencimiento
Hierro en acido Nitrico 5% 1000 ug/mL H50597 31/12/2011
Equipos
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica Adventurer OHAUS 27/09/2010
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Shimadzu UV 1800 14/10/2009
Fecha de emisidn Fecha de revision Fecha de aprobacion Pagina N°:
15-10-2010 16-10-2010 18-10-2010 3/6
PRECISION (REPETIBILIDAD) (Ver anexo N° 7, Tabla N°2)
RESULTADOS
Resultados
CV=7.11% y = 0.0605 IC(u)=0.0564 , 0.0645
Parametro Criterio de Aceptacion
El coeficiente de variacién para soluciones
menores a 1 ppm debe ser
Precisién (Repetibilidad) <11%
El valor de la media poblacional ( Y )
debe incluirse dentro del intervalo.
Conforme No conforme
Si es conforme




LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico

espectrofotométrico (3500-Fe D) de fenantrolina, para la determinacién de hierro total en agua
potable.

Estandar
Nombre Concentracion Lote Vencimiento
Hierro en acido Nitrico 5% 1000 ug/mL H50597 31/12/2011
Equipos
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica Adventurer OHAUS 27/09/2010
Nombre Modelo Fecha de calibracién
Espectrofotémetro Shimadzu UV 1800 14/10/2009
Fecha de emisidn Fecha de revision Fecha de aprobacion Pagina N°:
15-10-2010 16-10-2010 18-10-2010 4/6
ESPECIFICIDAD (Ver anexo N° 7, Tabla N°3)
RESULTADOS
Resultados
0.2 mg/L de hierro
Parametro Criterio de Aceptacion
Especificidad La respuesta del método debe ser debida
Unicamente al analito
Conforme No conforme
Si es conforme

LIMITE DE CUANTIFICACION (Ver anexo N° 7, Tabla N°4y 4.1)

Resultados

r‘=0.998983 IC(g1= 0.217747 , 0.2244890

LC=0.019324

Parametro Criterio de Aceptacién

r*>0.98
Limite de Cuantificacion El IC(B1), no debe incluir el cero
No conforme

Conforme
Si es conforme
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LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico
espectrofotométrico (3500-Fe D) de fenantrolina, para la determinacién de hierro total en agua

potable.
Estandar
Nombre Concentracioén Lote Vencimiento
Hierro en acido Nitrico 5% 1000 ug/mL H50597 31/12/2011
Equipos
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Balanza Analitica Adventurer OHAUS 27/09/2010
Nombre Modelo Fecha de calibracion
Espectrofotometro Shimadzu UV 1800 14/10/2009
Fecha de emisidn Fecha de revision Fecha de aprobacion Pagina N°:
15-10-2010 16-10-2010 18-10-2010 5/6
LIMITE DE DETECCION (Ver anexo N° 7, Tabla N°5)
RESULTADOS
Resultados
r’=0.998983 IC@1y= 0.217747 , 0.2244890 LD= 0.005797

Parametro

Criterio de Aceptacion

Limite de Deteccion

r’20.98
El IC(B1), no debe inOluir el cero

Conforme

NoO conforme

Si es conforme

LINEALIDAD (Ver anexo N° 7, Tabla N°6)

Resultados

r’= 0.999995

IC 1= 0.1937072, 0.01940528

IC (o= 0.0059768 , 0.0071432 | CV,,= 0.26%

Parametro

Criterio de Aceptacion

Linealidad del Método

Cantidad adicionada vs cantidad recuperada:

r’>0.98
El IC(B1), el valor de la pendiente debe
incluirse en el intervalo.

El'IC(By), el valor de la ordenada debe incluir

el intervalo.
El CVyy, no mayor de 3% si es quimico o
espectrofotométrico.

Conform

No Donforme

Si es conforme




LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS

TITULO: Protocolo para determinar parametros de desempefio en el método analitico

espectrofotométrico (3500-Fe D) de fenantrolina, para la determinacién de hierro total en agua
potable.

Estandar

Nombre Concentracion Lote vencimiento

Hierro en acido Nitrico 5% 1000 ug/mL H50597 31/12/2011

Equipos

Nombre Modelo Fecha de calibracion

Balanza Analitica Adventurer OHAUS 27/09/2010
Nombre Modelo Fecha de calibracién
Espectrofotémetro Shimadzu UV 1800 14/10/2009
Fecha de emisidn Fecha de revision Fecha de aprobacion Pagina N°:
15-10-2010 16-10-2010 18-10-2010 6/6
INTERVALO (Ver anexo N°7)
RESULTADOS
Resultados
0.1 mg/L — 2.0 mg/L de hierro
Parametro Criterio de Aceptacion
Debe incluir la concentracion inferior y
Intervalo superior del analito, con adecuada precision,
exactitud y linealidad.
Conforme No conforme
Si es conforme

ROBUSTEZ (Ver anexo N°7, Tabla N°7)

Resultados
d;=0.02 d,=0.007
Parametro Criterio de Aceptacion
| di| < 3% para métodos quimicos o
Robustez espectrofotométricos.
Conforme No conforme
Si es conforme
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CUADRO N°4 RESUMEN DE DATOS OBTENIDOS PARA METODO
ESPECTROFOTOMETRICO (3500-Fe D)
Parametros Criterio de Aceptacion Resultado Dictamen
Evaluados
CV: 50-120% para impurezas. s CVv=58.27%
Exactitud y : debe incluirse dentro del IC(u)= 0.0698,0.1841 | Cumple
intervalo. s y=0.1275
CV: £11% para soluciones Cv=7.11%
Precision menores a 1ppmgs,
(Repetibilidad) y : debe incluirse dentro del IC(n)= 0.0564 ,0.0645 | Cumple
intervalo. s, y=0.1275
La respuesta del método debe
Especificidad ser debida Unicamente al analito 0.2mg/L Fe Cumple
en estudioys)
Limite de r’ 20.98s r’ =0.998983
Cuantificacion IC(B1), no debe incluir el cero. ¢, IC(B,)=0.217747 , Cumple
0.2244890
Limite de r’ 20.98 r° =0.998983
Deteccion IC(B1), no debe incluir el cero. ¢, IC(B,)= 0.217747 , Cumple
0.2244890
r’ 20.98 r’ 20.999995
IC(By), el valor de la pendiente IC(By) = 0.1937072,
debe incluirse en el intervalo., 0.01940528
Linealidad IC(Bo), el valor de la ordenada IC(Bo) = 0.0059768 , Cumple
debe incluir el intervalo., 0.0071432
CVyx no mayor de 3% si es CVyx=0.26%
guimico o espectrofotométrico,
Debe incluir la concentracion
Intervalo inferior y superior del analito, 0.1 mg/L — 2.0 mg/L Cumple
con adecuada precision, de hierro
exactitud y linealidad,s)
Robustez |di| £3% para métodos quimicos di=0.02 Cumple
0 espectrofotométricos s, di=0.007
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CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos de los parametros de desempefio de la
validacion del Método Espectrofotométrico de la Fenantrolina para
determinacion de hierro total en agua potable, demuestran ser: exactos,
precisos y lineales; en un rango de concentraciones en parte por millén
(mg/L), que comprenden desde el valor minimo del limite cuantificable
hasta el valor maximo cuantificable de la linealidad (0.1 - 2.0 mg/L). Lo
gue contribuye a una mayor credibilidad en los resultados de los analisis

que se realizaron.

2. En la determinacion de la exactitud y precision se obtuvieron datos con
poca variabilidad entre ellos, tanto en los resultados de intervalo de
confianza que demuestra que el valor de la media poblacional posee
fiabilidad en la estimacion realizada, al encontrarse dentro del intervalo
establecido, como el resultado de coeficiente de variacion (CV), el cual
fue del 58.27% para la exactitud, cumpliendo asi con el criterio de
aceptacion que establece que el valor del coeficiente de variacion debe
estar dentro del rango del 50 al 120%; y para la precisiébn obtuvo un CV
del 7.11% valor que resulto ser menor al criterio de aceptacion, donde
este dice que debe ser menor al 11% para impurezas a una

concentracion de analito menor a 1 ppm.

3. El Método Espectrofotométrico de la Fenantrolina para la determinacion
de hierro total en agua potable resulta ser especifico, pues este es capaz
de identificar el hierro en forma inequivoca, brindando una mayor

confiabilidad al momento de aplicar dicho método.
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4. El limite de cuantificacion, demuestra que el método posee un limite
cuantificable de 0.1mg/L, que es la menor concentracion fiable, pues el
valor de la pendiente se encuentra dentro del intervalo de confianza de la
misma y el coeficiente de determinacion es mayor de 0.98, con lo que se

da cumplimiento a los criterios de aceptacion para este parametro.

5. En el limite de deteccion el analito en estudio demostr6 que a las
concentraciones evaluadas es capaz de emitir una sefial, que no
necesariamente es cuantificable, pero si debe cumplir con exactitud y
precision tal como lo expresa la bibliografia, dicho valor fue determinado

a través de la féormula.

6. La determinacion de la linealidad produjo resultados aceptables como un
coeficiente de determinacién mayor de 0.98, siendo este de 0.999995, lo
que demuestra una correlacién entre la concentracion del analito y la
respuesta analitica (Absorbancia); ademas de un coeficiente de variacion

de regresién menor de un 3%, demostrando asi la linealidad del método.

7. El pardmetro de la robustez aplicado al método en estudio, demostré en
sus resultados que la diferencia absoluta de la media poblacional, para
dicho método se mantiene estable ante variaciones de humedad y
temperatura en el Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, al ser estos
resultados menores al 3% segun criterio de aceptacion para meétodos

guimicos o espectrofotométricos.
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RECOMENDACIONES



RECOMENDACIONES

Desarrollar el Método Analitico de la Fenantrolina, verificando
constantemente la etapa de ebullicion de la muestra, para evitar que la
ebulliciébn sea violenta y ocasionar perdidas del analito o contaminacién

entre muestras.

. Validar el procedimiento de lavado de cristaleria ya que resulta critico al
momento de realizar analisis de metales como el Hierro; en este proceso
debe eliminarse cualquier tipo de interferencias. Utilizar cristaleria clase

“A”. en el desarrollo del Método Analitico de la Fenantrolina.

Implementar el Método de Primeras Entradas, Primeras Salidas (PEPS),
este consiste basicamente en darle salida del inventario a aquellos
productos que tiene mayor tiempo de ingreso, por lo que quedaran

aquellos productos comprados mas recientemente.

Utilizar agua destilada libre de Hierro o con una concentracion minima
que no afecte el andlisis de determinacion de hierro, pudiendo dar falsos

positivos.

. Que las Autoridades de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador, para la compra de insumos que seran Uutiles,
en el desarrollo de validacion de los procedimientos analiticos dentro del

Laboratorio Fisicoquimico de Aguas.
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GLOSARIO @5

Andlisis: Estudio de una muestra para determinar sus composicion o

naturaleza quimica.

Analito: Especie quimica que se analiza.

Blanco: puede ser un blanco de reactivo o un blanco muestra problema que

contenga todos los ingredientes de la muestra excepto los analitos.

Calidad: Conjunto de propiedades y caracteristicas de un proceso que le

confiere su aptitud para satisfacer las necesidades establecidas o implicitas.

Cantidad nominal: es la cantidad o concentracion teérica de un analito.

Cuando se trabaja con concentraciones relativas se le da un valor de cien.

Coeficiente de aceptacion: Probabilidad en porcentaje, de que un resultado de
una medida este comprendido en el intervalo de aceptacion o entre los limites

de aceptacion.

Control de calidad: Conjunto de medidas que, segun una metodologia de
analisis de muestra, aseguran que el proceso se encuentra bajo control.
Proceso de regulacion a través del cual se puede medir la calidad real,

comparada con las normas o especificaciones y actuar sobre la diferencia.

Coeficiente de variacion: es la desviacion estandar expresada en funcion de

la media. Normalmente se expresa en porcentaje.



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

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

muestra.

Evaluacion de calidad: Procedimiento para la determinacion de la calidad de
las medidas de laboratorio mediante el empleo de datos a partir de las medidas

de control de calidad internas y externas.

Garantia de calidad: Plan que define el funcionamiento del laboratorio
especifica las medidas utilizadas para producir datos de una nueva precision y

un sesgo conocido.

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

Limite de cuantificacion: concentracion minima del analito que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptada, bajo las condiciones de

operacion establecidas.

Limite de deteccidn: concentracion minima del analito en una muestra, que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones

de operacion establecidas.



Linealidad: capacidad del método para proporcionar resultados directamente o
por medio de transformaciones matematicas definidas, proporcionales a las

concentraciones de analito en las muestra dentro de un rango establecido.

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.

Muestra: Parte representativa de la materia muestra del analisis.

Pardmetros de desempefio: pardmetro especifico a estudiar en un protocolo
de validacion.

Precision: capacidad de un método para proporcionar resultados préximos
entre si. Grado de dispersién de los resultados analiticos respecto a su valor

medio.

Protocolo de validacion: descripcion de pruebas especificas para demostrar
gue un proceso da resultados que cumplen con los criterios preestablecidos de

manera consistente.

Repetibilidad: evalla la precision del método efectuando una serie de analisis
sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas (aparatos,
reactivos, analista) en un mismo laboratorio y en un mismo periodo de tiempo

corto.



Robustez: capacidad del método analitico para mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefias pero deliberadas, en los parametros de

desempefio del método.

Sesgo: Desviacion consistente de valores medidos a partir del valor verdadero,

originada por errores sistematicos durante un procedimiento.

Validacién: establecimiento de la evidencia documental que un procedimiento
analitico conducird con un alto grado de seguridad a la obtencion de resultados
precisos y exactos dentro de las especificaciones y atributos de calidad

previamente establecidos.



ANEXO N°1
METODO OFICIAL DE LA APHA, METODO DE LA
FENANTROLINA.
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3500-Fe D. Método de fenantrolina

1. Discusidn general

a)  Principio: Se disuclve el hierro, se
reduce al estado ferroso por ebullicion
con dcido e hidroxilamina y se trata con
1. 10-fenantrolina a pH de 3.2 a 33. El
complejo rojo-naranja que se forma es
un quelato de tres moléculas de fenantro-
lina por cada dtomo de hierro ferroso.
La solucion coloreada obedece a la ley
de Beer; su intensidad es independiente
del pH entre 3 v 9. Un pH entre 2,9 v 3.5
asegura un ripido desarrollo del color en
presencia de un exceso de fenantrolina.
Los patrones del color son estables du-
rante¢ al menos 6 meses.

b))  Interferemcia. Entre las sustancias
que interfieren estan los oxidantes [uer-
tes, cianuro, mitrito, y fosfatos (mds los
polifosfatos que ¢l ortoflosfato). cromao,
#ing en concentracion 10 veces superior a
la del hierro, cobalto y cobre por encima
de 5 mg/1 y niquel por encima de 2 mg/l.
El bismuto, ¢l cadmio, el mercurio, el
maolibdato y la plata precipitan la fenan-
trolina. La ebullicion inicial con dcido
convierte los polifosfatos en ortofosfato y
chimina ¢l cianuro v el nitrito, que, por
otra parte, podrian interferir. La adicion
de un exceso de hidroxilamina elimina
los errores causados por concentraciones
excesivas de reactivos fuertemente oxi-
dantes. En la presencin de iones meti-
licos gue interfieran, wiilicese un mayor
exceso de fenantrolina para sustituir a la
complejada por los metales que interfie-
ren. Cuando exisien conceniraciones ex-
cesivas de iones metilicos gue interfieren,
puede emplearse ¢l método de extrac-
ciom,

Si existen cantidades apreciables de
materia colorante u organica, pucde ser
necesario evaporar la muestra, llevar el
residuo a combustion seca suave y voiver
a disolver en dcido. La combustioén seca
s¢ puede realizar en crisoles de silice, por-

celana o platine que hayan sido hervidos
durante varias horas en HCl 1 + L. La
presencia de cantidades excesivas de ma-
teria orginica puede hacer necesana la
digestion antes de emplear el procedi-
miento de extraccion.

¢l Concentracion minima  detectable;
Concentraciones de hierro disuelio o to-
tal tan bajas como 10 ug/l pueden deter-
minarse con un espectrofolometro pro-
visto de células con un trayecio luminoso
de 5 cm o mas largo. Tratese un blanco
con el procedimiento completo para la
COrreccion.

2. Instrumental

a)  Egquipe colorimémrico; Se necesita
uno de los siguientes:

1) Especirofaiimeiro, para utilizarlo
a 510 nm. que proporciona un trayecto
luminose de | em o mis largo,

2} Fordmerro de filire, que proporcio-
ni un trayecto lumimoso de | cm o mas
largo v equipado con un filtro verde con
una lransmitancia mixima proxima a
310 nm.

3} Tubas de Nessler, emparejados,
100 ml, forma alargada.

by Material de vidrio lovado con dei-
do: Lavese todo el material de vidrio con
acido clorhidrico conc. (HCD) v enjudgue-
se con agua destilada antes de utilizarlo,
con objeto de eliminar depositos de dxi-
do de hierro.

¢} Embudos de separacidn: 125 ml,
forma Squibb. con espitas y tapones de
vidrio o TFE.

3. Reactivos

Utilicense reactivos bajos en  hierro,
Para preparar las soluciones patron v de
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los reactives, empléese agua destilada li-
bre de hierro. Almacénense los reactivos
en botellas con tapon de vidrio. Las solu-
ciones de HCl ¥ acetato de amonio son
estables indefinidamente si estin hermé-
ticamente tapadas. Las soluciones de hi-
droxilamina, de fenantrolina y de hierro
de reserva son estables durante varios
meses. Las soluciones de hierro patron
no son estables; prepdrense a diaro se-
gin se necesiten, por dilucion de la solu-
cidn de reserva. Los patrones visuales en
tubos de Messler son estables durante va-
rios meses si estan bien cerrados y prote-
gidos de la luz

a) Acide elorhidrico, HCl cone. con
menos de 0,00005 por 100 de hierro.

b)  Solucion de hidroxilaming: Diswél-
vanse 10 g de NH,;OH-HCI en 100 ml de
agua.

o}  Solucidn tampon de aceltato  de
amonio:  Disuélvanse 250 g de
MNH,C;H;0; en 150 ml de agua. Afia-
danse 700 ml de dcido acético conc. (gla-
cial). Como incluso el NH,C.H,0, de
buena calidad contiene una cantidad sig-
nificativa de hierro, prepdrense nuevos
patrones de relerencia con cada prepara-
ciom del tampoén.

d)  Solucion de acetato de sodio: Di-
suélvanse 200 g de MaC,H,0,3H.0 en
800 ml de agua.

el Solucion de fenantroling: Disuél-
vanse M) mg de monchidrato de 1.10-
fenantrolina, C,,;HN-H.0, en 100 ml
de agua por agitacion y calentamiento a
80°C. No hervir. Descartese la solucidn
i se oscurece. El calentamiento es inme-
cesario si s¢ afaden al agua dos gotas de
HCI conc. (Mota: Un mililitro de este
reactivo es suficiente para no mas de
100 ug Fe.)

) Solucidn de hiervo de reserva; Uti-
licese metal (1) o sal (2) para preparar la
solucion de reserva.

1) Utilicese alambre de hierro elec-

trolitico o «alambre de hierro para estan-
darizacione en la preparacion de la solu-

METODOS NORMALIZADODS

cion. 51 es necesario, limpiese el alambre
con papel de hija fino al objeto de elimi-
nar cualquier capa de oxido v producir
una superficie brillante. Pésense 200.0 mg
de alambre ¢ introdizcanse en un matraz
volumétrico de 1.000 ml. Disuélvanse en
20 ml de dcido sulfarico (H,50,) 6N v
dilizyase con agua hasta la sefial; 1,00 ml =
= 200 ug Fe.

2] Si se prefiere sulfato amonico fe-
rrose, afadanse lentamente 20 mil de
H,8%0, conc. a 50 ml de agua y disuél-
vanse 1,404 g de Fe{NH,),(50,),-6H,0.
Afiddase  permanganato  potdsico
(KMnO,) 0,IN gota a gota hasta que
persista un color rosa palido. Dildya-
s¢ hasta 1000 ml con agua ¥ mézclese;
1.00 ml = 200 ug Fe.

g)  Soluciones de hierro patron: Prepi-
rense diariamente para su uso.

1) Llévense con la pipeta 50,00 ml de
solucion de reserva a un matraz volumé-
trico de 1.000 ml y diliyase con agua
hasta la senal; LOO mi = 10,0 ug Fe.

2) Llévense con la pipeta 500 ml de
solucion de reserva a un matraz volumé-
trico de 1.000 ml y diliyvase con agua
hasta la sefal; 1,00 ml = 1,00 ug Fe.

i) Eter diisapropilico o isopropilico.
(PRECAUCION: Los éreres pueden formar
compuestos explosivos; pruéhense antes
del uso.)

4. Procedimiento

gl  Hierrp toral: Mézclese cuidadosa-
mente la muestra y midanse 50,0 ml en
un erlenmeyer de 125 ml. 5i este volumen
de muestra contiene mis de 200 pg de
hierro, utilicese una porcion mis pegue-
fia medida con precision y dilityase hasta
50,0 ml. Anadanse 2 ml de HCI conc. v
1 ml de solucion de NH,OH - HCI. Afia-
danse unas cuantas bolas de vidrio y ca-
lientese a ebullicion. Para asegurar la di-
solucion de todo el hierro, contindese la
ebullicion hasta que el volumen s¢ reduz-
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ca @ 15-20 ml (5 la muestra ha sido
sometida a combustion seca, disuelvase
el residuo en 2 ml de HCH cone. y 5 ml de
agua). Enfricse hasta temperatura am-
biente ¥ pisese a un matraz voluméinico
de 50 o 100 ml o a un tnbo de Nessler.
Afiddanse 10 ml de solucidn tampdn de
MNH,C.H,0, v 4 ml de solucion de fe-
nantrolima v dildyase con agua hasta la
sefial. Mézclese cuidadosamente y déjese
al menos durante 10 a 15 minutos para
que s¢ desarrolle el color al maximo,

by Hierre disuelio; Inmediatamente
después de tomada, filtrese la muestra
a través de un filtro de membrana de
0,45 pm & un matraz de vacio que conten-
ga | ml de HCI conc./ 100 ml de muestra.
Analicese el filtrado en cuanto al hierro
total disuelto (apartado 4a) yio hierro
ferroso disuelto (apartado 4c). (Este pro-
cedimiento también puede emplearse en
el laboratorio sabiendo que la exposicionm
normal de la muestra al aire durante el
traslado puede dar lugar a la precipita-
ciom del hierro.)

Calcnlese el hierro suspendido restan-
do el hierro disuclto def hierro total.

¢} Hierre ferreso; Determinese el hie-
rro ferroso en el lugar donde se ha tloma-
do la muestra, pues con ¢l tiempo puede
cambiar la relacion lerroso-férrico en so-
luciones acidas. Para determinar el hie-
rro ferroso solamente, acidilese una
muestra separada con 2 ml de HCI conc./
100 ml de muestra en el momento de su
toma. Llénese una botella directamente
de la fuente de donde se toman las mues-
tras y tdpese. Extriigase a continuacion
una porgion de 50 ml de muestra acidu-
lada v afadanse 20 ml de solucidn de
fenaniroling ¥ 10 ml de solucion de
NH,C,H,0, agitando con energia. Di-
luyase hasta 100 ml y midase la intensi-
dad del color dentro de los 5 a 10 mi-
nutos, No hay que exponerla a la Juz
del sol. (E! desarrollo de color es rapido
¢n presencia de exceso de fenantroling. El
volumen de fenantrolina dado es adecua-
do para menos de 50 pg de hierro total;

any

a1 existen cantidades mayores, utilicese
un volumen de fenantrohna correspon-
dicntemente mayor a4 un reaclivo mais
concentrado, S¢ necesita un exceso de fe-
nanirolina por la cinética del proceso de
formacion de complejo.)

Calctilese el hierro frrico por sustrac-
cion del hierro ferroso del hierro total,

d)  Medida del color: Preparese una
seric de patrones llevando con la pipeta
volimenes calculados con precision de
soluciones de hierro patrén (uiilicese una
solucion mds débil para medir porciones
de 1 a M pg) a matraces erlenmeyer de
125 ml, diluyendo hasta 50 ml por adi-
con de volimenes medidos de agua v
realizando los pasos indicados en el
apartado da.

Para comparacion visual, prepdrese
una serie de 10 patrones por lo menos,
cuyo contenido varie de 1 a 100 ug Feen
el volumen final de 100 ml Compdrense
los colores en tubos de MNessler de 100 ml
de lorma alargada,

Para la medida fotométrica, utilicese la
tabla 3500-Fe:l como una guia aproxi-
mada para la seleccion del apropiado
travecio luminoso a 510 nm. Léanse los
patrones frente a agua destilada Gjada a
absorbancia cero v tricese una curva de
calibracidn, incluyvendo un blanco (véase
apartado 3¢ y la Introduccion general).

Tania 3500-Fel  Sececoads DE LONGITUD
DEL RECORRIDN DE LUZ PARA [NVERSAS
CONCENTRACHINES 1IF HIERRO

Fe
BHE
2 oml de 10 ml de Recorride
volumen virlumen de lur
final final &L
50200 L) |
25100 S0-200 2
1=} 20-30 5
5-20 1040 I




ANEXO N°2
PARTES Y FUNCIONAMIENTO DEL EQUIPO ESPECTROFOTOMETRICO
SHIMADZU UV 1800



ESPECTROFOTOMETRO SHIMADZU UV-1800

Espectrofotometro UV-VIS de 1nm
ancho de banda, eficiencia en la
lectura, confiabilidad de datos en
una unidad compacta
con atributos de un equipo de
primera linea. Pantalla de cristal
liguido con un menu sencillo.
Rango de longitud de onda de
190-1100 nm con un ancho de
banda espectral mejor que 1nm.
Puede ser wusado de forma
independiente o conectado con
una PC. Tiene puerto USB

PARTES DEL EQUIPO
1. SWITCH DE ENCENDIDO-APAGADO
2. COMPARTIMIENTO DE LA MUESTRA
3. PANEL DE CONTROL
4. PANTALLA
5. COMPARTIMIENTO DE LAMPARAS
Conectividad directa a computadora por medio de puerto USB
Manejo y configuracién por medio de computadora por medio del software UV Probe 2.31




FUNCIONAMIENTO DEL EQUIPO

1. Activar la fuente (On).

2. Encender el equipo (PC).

3. Encender el equipo (Shimadzu 1800) y esperar chequeo.

4. Dar doble click en el programa (UV Prove 2.31) ubicado en el escritorio.

5. Presionar la tecla| F4 | Ubicado en el teclado de la (PC).

6. Estando dentro del programa UV Prove 2.31, seleccionar el icono
Connect.

#¢ U¥Probe - [Photometric]

ﬂ{ File Edit View Gréph Qperations Instrument Tools  Window He}p - ?‘ X
D= 422 sl <] almia el we =RlE 2 ]2z
Sample Table - [ Active ) - ) _— l . Sample Grlaph .
=P samplelb I i’ype | Ex I Conc I Comm
! ‘ ‘ 0.800 B
" 0.600 i
E4
0.400 - A
0.200 i
0.000 L 1 1 L
1 2 4 =) 2 10
SQ ! | Z Sequence No.

(2 [2T Qutput A Instrument History /

I=Cell i:‘iiarsf«| 000 Auto ;"s’;m| Bl Baseline | 2% Go To ¥l

For Help, press F1 erame: Untitled —

‘4 Inicio £ UProbe - [Photometric] Es & )% L5h U ) 09:09 &,



7. Seleccionar el icono método.

A
£

£¢|UVProbe - [Photometric]
NI File Edit View Graph Operations Instrument Tools Window Help

Dlslul] 2wl sl <k e el we cBE cles o)

Sample Table - [ Active ) — | | S’m"u'l"“ |
Sample ID I Type I Ex I Cone I Comm
! l 0.800 4
3 0.600 E
]
x
0.400 - E
0.200 | B
0.000 . L L L
1 2 4 =] 8 10
518 1 B3 Sequence No.

[OFF ]

T 2 : o i
-{I>Cell Biank' 000 Auto ;{r.-ml Bl Baseline| % Go To WLI ;S’Connect I ¢s”Disconnect

For Help, press F1 [Filename: Untitled

l"l Inicio £ UvProbe - [Photometric]

) 09:09 a.m.



8. Al dar click en método se desplegard una venta, en la que hay que
seleccionar la longitud de onda.

UVProbe - Photometric

Photometric Method Wizard -[Wavelengths]

rdard Table - [ Active ) pdard Curve
Sample ID Type ! §

Calumn IWLBUIJ.D :
Name:

‘Wavelength Type: |[gEl

Wavelengthfnr):  |500

D00 12.000
bne. (mg/l)
ies: Columns Type Add
lple Table Entries: I P I nple (‘Traph :
Sample ID Type Remove -
1 1
(] 8 10

AT Output A Tn
l_ 3_51606;mn -(TQI < Alras | Siguiente > I Cancelar I

SNEN DD N

-I=Cell Blankl (00 Auto Zero| M Baseline | *XGo To Wl.l !Read Std. l quisconnecl

For Help, press F1 [Filename: Untitled [
+» Inicio £ UvProbe - Phatomettic i Dibujo - Paint

§ 0219 pum.



9. Luego dar click el boton ydar siguiente

: G\IProbe - Photometric

File: Edit. View Graph Ope

Tools

tions  Instrument

D& &[5 &

=R ) [sg
Photometric Method Wizard -[Wavelengths]

rdard Table - [ Active ) "Id"" Clve .
Sample ID Type
= - ‘Wavelength Type: ||gls Calurnn IWLBUEI.D 7]
Name: |
Wavelengthinm): 800 4
1 L 7
DOO 12.000
= bnc. (ma/l)
[ ie Table Entiies. | Columns | Type il Add ole Graph
Sample ID Type Hemove l I 4
1 1
6 8 10
AT Qutput £ Tn
[ 361.000 nm -O.QI < Aligs I Siguiente > I Cancelar I
SN <>

-ICell Blankl 000 Auto Zero] M Baseline| XGo To WLI ! Read Std. l ;)qoisconnectl

For Help, press F1

+4 Inicio

[Filename: Untitled

% Dibujo - Paint




10. Confirmar la longitud de onda en la que se trabajara, y dar siguiente

File: Edit. View Grap perations  Instrument  Tools

Photometric Method Wizard -[Calibration]

rdard Table - [ Active ) pdard Curvs
T T
Sample ID Type
¥ L Type: ’Mulli Point v] Column Name: I i
Formula: 3Fixed Wavelength vl Units: Img/l —
1 Il 7
L] W3 | L] hoo 12.000
bne. (mg/l)
aple Table nele GI"‘P"' .
Somuietl L L % Bbs=f(Conc) " Conc=f(dbs) ]
Abs = K1*(Conc] + KO .
Order of Curve: Tst v 1 1
5 ] 10
™ Zero Interception
AT Output £ in
< Atrds I Siguiente > I Cancelar I
-I>Cell Blankl (00 Auto Zero| M Baseline | *XGo To Wll ‘ Read Std. I ‘)gDisconnecll
For Help, press F1 [Filename: Untitied [ [

‘% Inicio #¢ UvProbe - Phatomettic { Dibujo - Paint



11. Digitar las unidades de trabajo y dar siguiente

File Edit Miew Graph

D] &

Photometric Method Wizard -[Calibration]

rdard Table - [ Active ) pdard Curvs
T T
Sample ID Type
= - Type: ’Mulli Paint vl Columname: 7]
L Il 7
H\/L510.0 Wiz hoo 12.000
bne. (mg/l)
aple Table P [pple:Craph
T T
Somuietl L L % Bbs=f(Conc) " Conc=f(dbs) ]
Abs =K1*Conc) + KO .
Order of Curve: Tst v 1 1
6 8 10
™ Zero Interception
AT Output AT
1 361 000 nm -OQI < Blrds I Siguiente > I Cancelar I
SNENE P N
-I>Cell BIank' (00 Auto Zerol Ml Baseline | *XGo To Wll !Head Std. l pgbisconnecll
For Help, press F1 [Filename: Untitied [ [

‘% Inicio #¢ UvProbe - Phatomettic { Dibujo - Paint

12. Dar click nuevamente en | siguiente




13.Nombrar el método, escribir el titulo, escribir nombre del analista.

Fi

R R

Photometric Method Wizard -[File Properties]

it

ndard Curve

adard Table

When you create a Method file or a Standard file [hot a D ata file), T T
Sampile ) Type please click the Finish button now! e
You can edit some properties of this page later in File > Properties > |
[HEGEUER (e programaShimadzut Uy ProbeiMethodshFile 10 7
Title: L Il -
de: I DOO0 12.000
bne. (mg/l)
Analyst:
aple Table - [ Active ] I ele Gl'aph .
Sample ID Type Comments: 4
1 1
(] 8 10

Method Property Sheet will be displayed when the Finish button is clicked.
If you need to use advanced parameters of Photometric such as Equations,
Pass/Fail, Instrument and Attachments. Please set up these pages.

T ouput T
]__3_51‘6967“!11 -O_QI < Atrds I Finalizar I Cancelar I

SNEN D N

-J=Cell Blank| (00 Auto Zeml M Baseline | *XGo To Wll ﬁﬂead Unk_l Q@Disconnecll

For Help, press F1 [Filename: Untitled [ [

‘% Inicio £ UvProbe - Photometric i Dibujo - Paint

14.Dar click nuevamente en | siguiente




15.Nombrar el método, escribir el titulo, escribir nombre del analista.

Edit

rdard Table

D|w{=| &3] &l <

Photometric Method Wizard -[File Properties]

Sample ID

Type

aple Table - [ Active )

Sample ID

Type

TR T Output@

Title:

Analyst:

Comments:

Method Property Sheet will be displayed when the Finish button is clicked.
If you need to use advanced parameters of Photometric such as Equations,
Pass/Fail, Instrument and Attachments. Please set up these pages.

ndard Curve
When you create a Method file or a Standard file [hot a D ata file), T
please click the Finish button now! E
‘You can edit some properties of this page later in File > Properties > Il
de proaramatShimadzuUYProbe'MethodshFile 100923 142 7
; 2
I D00 12.000
bnc. (ma/l)
I mple Graph
T
1
[} 10

361.000 nm 0.0

AL 22

.\I

>

< Blrds l Finalizar I

Cancelar l

-J=Cell Blankl (00 Auto Zerol M Baseline | *XGo To Wll §Head Unk.l quisconnec!]

+4 Inicio

For Help, press F1

[Filename: Untitled

buja - Paint




UVProbe - Photom
Edit

File

Graph

tric

D %[22 Sl

rdard Table

Sample ID

Type

aple Table - [ Active )

Sample ID

Type

AT Output £ T

Photometric Method Wizard [File Properties]

Filename:

itle: I

"ﬂ

‘When you create a Method file or a Standard file (not a Data file),
please click the Finish button now!

‘You can edit some properties of this page later in File > Properties >
Summary Tab.

L% Probe',

de programa'Shimadau’

pdard Curve

DO0
bne. (ma/l)

Analyst: I

mple Graph

Comments:

Method Property Sheet will be displayed when the Finish button is clicked.
If you need to use advanced parameters of Photometric such as Equations,
Pass/Fail. Instrument and Attachments. Please set up these pages.

< Atrds | Finalizar I

Cancelar I

-J=Cell Blankl (00 Aute Zeml M Baseline | #XGo To Wll gﬁead Unk_l quisconnecl|

For Help, press F1

[Filename: Untitled

7 {i¥Probe - Photemntel - ™%

1dard Table
Sampte |

Type

pple Table - [Active ]
| samplew | 1ype

Diie) [nie) g

Photomelric Method Wizard [File Properties)

,"i_ \When you creale a Method e o & Standsd fie (not s Data flal
A pleate cick $ Fish bution now!
‘You can ok some propartias of this page later in File > Properies »

Summasy Tab

A

ALTETE D Outpur (T

49

361,000 nim

oo
pare. (ma/l)
hple Graph

Metod Progany Shest sl be depliped when the Freh bution @ diched
11 poou Pt 10 cii advancad paassiters of Photometic aach as Equatont
Pare/Fal. Insthiament and Allacheents Plasoe

(M&[WI ml

mv-n-m] ﬂ!ﬁmhmj .B-nlnc] ncohwl] ‘MUI&.] p%wj

For Melp, press FL

4 Inicio

s




16.Para dar por terminado el proceso dar click en | finalizar

Creado el método se puede proceder a la correccion con el blanco y luego a la

toma de lecturas de las muestras en estudio. El proceso es el siguiente:

i i Auto Z I
a. Para corregir con los blancos dar click en la tecla Miioutn Zaro

b. Luego de la correccion proceder a la toma de lecturas, colocar la muestra

el en porta celdas, dar click en la longitud de onda.

Sample Table - [ Active ]
Sample ID Tvpe | Ex | conc | wi2aa0 |
1 Muestra 1 Unknown 102.819 0.802

! |

oo |

Luego se ilumina el botén , dar click para tomar la lectura.



ANEXO N° 3

A Iron, 1000 ug/mL

. . -®
JT Baker HAKFH INSTRA-ANAI Y/FIY® Reagent e e

V (Fe metal In 5% HNO ) Lot No. 1156597
% 3 Keleass Uate 120827004

o (Fe)

Ihe standarszaton s traceabie to NIS|

SRM 915. Calcium Carbonate.
Lots 248712

Frepared by dissolution of iron metal
Of Y2 .99% spectral punty, 1he metal

content of the solution is confirmed

hy fitratinn with FNTA_ transahie tn

NIST SRAL 915 | | 245712
The bolanoc uscd to weigh the raw materialz ic oafibrated regularly uzing NIST

The Uncenainty 3SSOCISTEd With IS rEpOred CONCENTTanon i +/-0.3%,
ror Laboratory, Kesearch or Manutactunng Use
USE BEFORE December 31. 2011

Country of Crigin: UEA

Fithpabusy, NJ 5001 2000 & 140012004

VA, KY O KR 77."011.4( " Wb

Mexico City, Mexico 50012008
Doventar, Hoand 00012008 & 140012004 PO —
Ealangor, Malayoia 00012008 e 994§ i

For questions on this Centificie of Analysis plesse comact Technical Senices &t 1-300-532-2537 or 935-359-2151
MASIINCKrom Saker. N2« 222 Fe0 Son00l Lans « Palllipeburg, NJ OS355 « Pnone: Q08850 2151 » Fac QOB250 6002

Figura N°1 Certificado de andlisis del estandar de hierro.



ANEXO 4
PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR



PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR CODIGO: LF 910 DVG 1582 02

Iogo HOJA: 1 DE 3

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD DE QUIMICA'Y FARMACIA

LABORATORIO FISICOQUIMICO DE AGUAS FECHA . . /

REVISION N°: 1

VIGENTE DESDE: | TITULO: Procedimiento analitico, para la determinacién de hierro total [ COPIAN1

en agua potable, por el método oficial de la fenantrolina.

Objetivo
Describir el procedimiento adecuado, para la determinacién de hierro total en agua potable, por el método oficial de la
fenantrolina y de esta manera evitar errores en la determinacion del mismo.

Alcance

Aplicable al Laboratorio Fisicoquimico de Aguas, en la determinacion de hierro total en agua potable, por el método
oficial de la fenantrolina, el cual tiene un limite maximo permisible de 0.30 mg/L de hierro, segin la Norma Salvadorefia
de Agua.

Principio
Se disuelve el hierro, se reduce al estado ferroso por ebullicion con acido e hidroxilamina y se trata con 1.10-fenantrolina

a pH de 3,2 a 3,3. El complejo rojo-naranja que se forma es un quelato de tres moléculas de fenantrolina por cada atomo
de hierro ferroso.

Equipo, Materiales y Reactivos
- Equipo: Shimadzu, Hot plate.

- Materiales: 4 Beakers de 10mL
1 Beaker de 50mL
4 Probetas de 10mL
1 Probeta de 50mL
1 Erlenmeyer de 125mL
1 Matraz volumétrico de 50 6 100mL
3 Agitadores de vidrio

- Reactivos: Acido clorhidrico concentrado con menos de 0,00005 por 100 de hierro.
Solucion de hidroxilamina.
Solucion tampén de acetato de amonio.
Solucion de acetato de sodio.
Solucion de fenantrolina.
Solucion de hierro de reserva.
Solucion de hierro patrén.
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Figura N°2 Grafica linealidad del Método Espectrofotométrico (3500Fe-D).



ANEXO N°6
EJEMPLO DE CASCADA DE DILUCION PARA LA PREPARACION
DE SOLUCION ESTANDAR



Diluciones realizadas para la preparacion de las soluciones estandar

Se partié de un estandar de hierro de concentracion de 1000ug/mL, de este se
tom6 una alicuota de 50.0mL se pasdé a un balon volumétrico de 250 mL,
llevandose a volumen con agua destilada, ésta fue la solucion madre de la cual
se tomaron alicuotas para preparar los estandares a utilizar en cada parametro

de estudio.

A continuacién se ejemplifica las cascadas de dilucion:
1000 pg/mL

50.0 mL — 250.0 mL (200ug)

l

0.5mL ——100.0 mL (1.0pg)



ANEXO N°7
CALCULOS Y RESULTADOS PARA EL PROTOCOLO DE
VALIDACION



TABLA N°1 RESULTADOS DE EXACTITUD DE HIERRO TOTAL EN
AGUA POTABLE

N° REPLICA | Concentracién | Concentracién Propiedad Y?
Original (ppm) | Obtenida ppm medida
(X) Absorbancia
(Y)
1 0.2 0.282 0.061 3.721x10-°
2 0.5 0.485 0.101 10.201x10°
3 1.0 1.095 0.219 47.961x10°
4 0.2 0.259 0.057 3.249x10°
5 0.5 0.492 0.102 10.404x10°
6 1.0 1.125 0.225 50.625x10°
7 0.2 0.254 0.056 3.136x10°
8 0.5 0.486 0.101 10.201x10°
9 1.0 1.133 0.226 51.076x10°
>,=1.148 >,°=0.190574

A continuacion se ejemplifica como se realizaron los célculos:

-Media Aritmética:

y = 1'1948 =0.1275

-Desviaciéon Estandar

_ [9(0.190574) — (1.148)

> \ 9(9-1)

=0.0743

-Coeficiente de Variacion

00743
0.1275

Cv %100 = 58.27%

-Intervalo de Confianza
El valor de tabla de la distribucion t de Student, se determina para un t

de 0.975, n-1 grados de libertad, siendo “n” el numero de réplicas.



Ejemplo: n = 9 para n-1, corresponde a 9-1 = 8 y para ocho grados de
libertad el de t de Student de tabla es de 2.306.

0.0743

IC,,, =0.1275+2.306 =0.0698 , 0.1841

TABLA N°2 RESULTADOS DE REPETIBILIDAD DE HIERRO TOTAL
EN AGUA POTABLE

N° REPLICA | Concentraciéon | Concentracion Propiedad Y?
Original (ppm) | Obtenida ppm medida
X) Absorbancia
(Y)
1 0.3 0.267 0.058 3.364x10°
2 0.3 0.320 0.069 4.761x10°
3 0.3 0.278 0.061 3.721x10°
4 0.3 0.250 0.055 3.025x10°
5 0.3 0.260 0.057 3.249x10°
6 0.3 0.298 0.063 3.969x10°
5,=0.363 ¥,°=0.022089

A continuacién se ejemplifica como se realizaron los célculos:

-Media Aritmética:

y= 0'263 = 0.0605

-Desviacion Estandar

_16(0.022089) — (0.363)

> \ 6(6-1)

=0.0043

-Coeficiente de Variacion

00043
0.0605

*100=7.11%




-Intervalo de Confianza
0.0043

I C(#

, =0.06005+ 2.306

=0.0564, 0.0645

TABLA N°3 RESULTADOS DE LA ESPECIFICIDAD DE HIERRO
TOTAL EN AGUA POTABLE

Concentracién | Concentracién de | Propiedad medida
N° REPLICA Original ppm muestra ppm (X) Absorbancia (Y)
1 (contaminada) 0.2 0.255 0.056
2 (Normal) 0.2 0.263 0.057

TABLA N°4 RESULTADOS DEL LIMITE DE CUANTIFICACION PARA LA
DETERMINACION DE HIERRO TOTAL (3500-FE D)

N° | Concentra | Concentra | Propiedad X2 Y? XY
REPL cion real cion medida
ICAS Obtenida Absorbancia
(X) ppm (Y)
1 0.2 0.206 0.047 42.436x10° 2.209x10° 9.3741124x10°
2 0.1 0.137 0.033 18.769x10° 1.089x10° 2.0439441x10°
3 0.05 0.000 0.000 0.00 0.00 0.00
4 0.02 0.000 0.000 0.00 0.00 0.00
5 0.005 0.000 0.000 0.00 0.00 0.00
>« =0.343 >,=0.08 >x=0.061205 | ¥,°=3.298x10° | 34,=0.014303

A continuacion se ejemplifica como se realizaron los célculos:

Pendiente

, _ 5(0.014203 ) - (0.343)(0.08)

' 5(0.061205 ) — (0.343)2

=0.231319




Coeficiente de determinacién

- (5(0.014203) — (0.343)(0.08))?

_ = 0.998983
(5(0.061205) — (0.343))(5(3.298x10 %) — (0.08)?)

Intervalo de confianza para la pendiente

3 _ 3)
s, = /3.298x10 (0.231319)(0.014203) — (1.314976x10")(0.08) _ 0.000828
L 5-2
Sbh, =0.000828 1 0.343)2 =0.004265
\0.061205—( -343)
5
IC(p,) =0.231319 +(3.182x0.004265 ) =0.217747 , 0.244890
TABLA N°4.1 RESULTADO DE LOS BLANCOS DE HIERRO TOTAL
Blanco N° Propiedad medida Y?
Absorbancia (Y)
1 0.001 1x10°
2 0.0 0.0
3 0.0 0.0
4 0.0 0.0
5 0.0 0.0
¥y= 1x107° ¥y°= 1x10°

Para los blancos se calculd la desviacion estandar (Sb) de estos, por la

siguiente ecuacion:

o _ [51a0°) - (1x10°)’

. =0.00447
\ 5-(5-1)




TABLA N°5 RESULTADOS DEL LIMITE DE DETECCION PARA LA

Limite de cuantificacion

_ 10%0.00447

0.231319

=0.019324

DETERMINACION DE HIERRO TOTAL (3500-FE D)

N° Concentra | Concentra | Propiedad X2 Y2 XY
REPLI cion real cion medida
CAS Obtenida | Absorbanci
(X) ppm a(Y)
1 0.05 -0.047 -0.002 0.00 0.00 0.00
2 0.02 0.001 0.007 0.00 0.00 0.00
3 0.005 -0.062 -0.005 0.00 0.00 0.00
¥ =0.00 | ¥,=0.000 ¥ x=0.00 ¥,°=0.00 ¥ xy=0.00

Debido a que se obtuvieron

respuesta analiticas no confiables, se realizé el

calculo del limite de deteccion de manera tedrico, mediante siguiente formula:

D_3

~0.231319

.X0.000447

=0.005797

TABLA N°6 RESULTADOS DE LA LINEALIDAD DEL METODO PARA LA
DETERMINACION DE HIERRO TOTAL (3500-FE D)

N° Concent | Concentraci Propiedad X2 Y? XY
REPLI racion 6n Obtenida medida
CAS real (X) ppm Absorbanci
a (Y)

1 0.2 0.282 0.061 0.079524 3.721x10° 17.202x10°
2 0.2 0.173 0.040 0.029929 1.600x10° 6.920x10°
3 0.2 0.259 0.057 0.067081 3.249x10° 14.763x10°
4 0.5 0.485 0.101 0.235225 10.201x10° 48.985x10°
5 0.5 0.406 0.085 0.164836 7.225x10° 34.510x10°
6 0.5 0.455 0.095 0.207025 9.025x10° 43.225x10°
7 1.0 1.165 0.232 1.357225 53.824x10° 270.280x10°
8 1.0 1.018 0.204 1.036324 41.616x10° 207.672x10°
9 1.0 1.125 0.225 1.265625 50.625x10° 253.125x10°
10 1.5 1.683 0.333 2.832489 110.889x10° 560.439x10°
11 1.5 1.468 0.291 2.155024 84.681x10° 427.188x10°
12 1.5 1.635 0.323 2.673225 104.329x10° 528.105x10°
13 2.0 2.271 0.447 5.157441 199.809x10° 1.015137
14 2.0 2.019 0.398 4.076361 158.404x10° 803.562x10°
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2.0 2.095 0.413 4.389025 170.569x10° 865.235x10°

Sy =16.539 | 5v=3.305 | 5,°=25.726359 | 5v°=1.009767 | 3xy=5.096348

A continuacidon se muestran los resultados obtenidos:

x=1.1026

y =0.2203
b, = 0.193880

b, =0.006560

r? =0.999995
IC(3,) = 0.193880 +(3.182 x0.00008 ) =0.1937072 , 0.1940528
IC(8,) = 0.006560 + (3.182x0.0.0005832 ) =0.0059768 , 0.0071432

CV,,, =0.26%

DETERMINACION DEL INTERVALO DEL METODO
ESPECTROFOTOMETRICO (3500FE-D)

El intervalo del método se determind considerando que debe estar
conformado conformar por el valor maximo cuantificable de la linealidad y
el valor minimo del limite de cuantificacion, donde estos valores no
presentan desviacion de la Ley de Beer. Por lo que el intervalo del
método es:

0.1 mg/L-2.0 mg/L.




TABLA N°7 RESULTADOS DE LA ROBUSTEZ PARA LA
DETERMINACION DE HIERRO TOTAL (3500-FE D)

Condicién
Baja Controlada(Normal) Alta
Muestra | 16.3°C / 62% | 20.9°C / 38% | 31.1°C |/ 35%
(Y1) humedad  (yo) humedad (y-)
1 0.030 0.049 0.042
2 0.028 0.049 0.042
3 >y1=0.058 >y0=0.098 >y,=0.084

A continuacion se ejemplifica como se realizaron los célculos:
Media aritmética a temperatura controlada (condiciébn normal)

= 0'0298 =0.049

0

Media aritmética para el analisis de temperatura alta.
.084
2

Media aritmética para el andlisis de temperatura baja.

y, = 0'258 =0.029

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicidon respecto a

la media aritmética de la condicién normal.
dt :‘ Yi—Yo ‘

d, =(0.029-0.049 =0.02

dt:‘ Y> = Yo ‘

d, =(0.042-0.049 =0.007




ANEXO N° 8
TABLA t-STUDENT



. R A R A T .

[ R R RN R

g,20

1,376

1,061
0,978
0,941

0,320
0,906
0,396
0,889
0,823

0879
0874
0873
0,870
0,848

0.884
0,863
363
1,862
0,361

0,360
0,359
0,358
0,838
0837
1,336
0,836
G853
0833
0.854

£,854
0,851
0,549
0,848
0,846

0,845
0,243
0,842
0,842

0,10

3,078
1,884
1,628
1,513

1,476
1.440
L4153
1,397
1,381

1.372
1,363
1,356
1,330
1,345
1,341
1,337
1,333
1,330
1,328

1,325
1323
1,321
1,319
1,318

1,314
1,313
1,314
1,313
1,311

130
1,303
1,298
1,295
1,292

1,290
1,286
1,283
1,282

797

oy ey g e

LRI E L L |
L - e B

[T~ TR Y N |

0,0005

636,68
31,60
12,94

B510

£,359
5,959
5,405
5,041
4,781

4,387
4,437
4,318
4,221
1,140

1073
4,015
3,963
3522
1,883

3,230
1,819
3.742
3,767
3,745
3,725
1,707
3,690
1,674
3.659

1,646
3,551
3,495
1,4€D
3,415

3,189
3,339
3,310
3,2%1




