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RESUMEN

En el presente trabajo se verifico la cuantificacién de Fe*" por el método de la o-
fenantrolina mediante espectrofotometria UV-Vis. Para lo anterior se determinaron
los limites de cuantificacion y deteccion, se realizdé un andlisis de regresion y de
precesion. Este ltimo se realiz6 mediante la repetibilidad y la precision intermedia.
Como criterio de variabilidad de la precision intermedia se empled solamente los
analistas. También se llevd a cabo un estudio de sesgos proporcional y constante para
determinar la posible influencia de la matriz de muestra en los resultados analiticos.
Se comprobd que los limites de cuantificacion y deteccion son inferiores al valor
minimo de la concentraciéon empleada en el andlisis de regresion. Ademas se verificd
que el método es lineal en el rango de concentracion empleada y que cumple con los
criterios estudiados de repetibilidad y precision intermedia. Sedemostré mediante la
evaluaciéon de sesgo proporcional que la relacion molar Fe*'/especies interferentes
influyen en los resultados analiticos, los cuales deben por lo tanto ser rectificados por
el recobrado de consenso. También se comprobd, mediante del estudio de sesgo
constante, que la cantidad de muestra no influye en los resultados analiticos.
Finalmente se determinaron los contenidos de Fe*", Fe’ y Fe total en el agua del rio
Sagua La Grande empleada en la Empresa Electroquimica de Sagua la Grande, siendo
estos valores iguales a 0,09 + 0,01 mg/L,0,08 + 0,03 mg/L y 0,17 £ 0,02 mg/L

respectivamente.

Palabras claves:

Verificacion, hierro, agua fluvial.



ABSTRACT
The present project verifies the quantification of Fe®" using the method of o-
phenantroline through spectrophotometry UV-Vis. For the above-mentioned the
limits of quantification and detection were determined, a regression and precision
analysis was carried out. The previous was carried out through repetition and
intermediate precision. As criteria of variability of intermediate precision, only
analysts were used. A study of proportional biases and constants was also carried out
to determine the possible influence of the sample matriz in the analytic results. It was
proven that the limits of quantification and detection are inferior to the minimum
value of the concentration used in the regression analysis. It was also verified that the
method is lineal in the range of concentration used and that it complies with the
criteria of repetition and intermediate precision studied. It was demonstrated through
the evaluation of proportional bias that the molar relationship Fe*'/ inferent species
influences in the analytic results, which should therefore be rectified by the
recovering of consent. It was also proven through the study of constant bias that the
quantity of sample does not influence in the analytic results. Finally, the contents of
Fe*', Fe’" and Fe total in the water of the Sagua La Grande river used. At the
Electrochemical Company of Sagua La Grande were determined, these values being

respectively equal to 0,09 = 0,01 mg/L, 0,08 = 0,03 mg/L and 0,17 = 0,02 mg/L.

Key words:

Verification, iron, fluvial water
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INTRODUCCION

La industria es la actividad econdmica que emplea y transforma los recursos naturales
en materias primas y fuentes de energia parafabricar productos semielaboradosque se
emplearan para fabricar otros productos, o productos elaborados listos para el
consumo. En el mundo, las industrias fundamentales son la metalurgia, la industria de
la construccion, la industria mecénica, la industria alimentaria y la industria quimica.
Actualmente la industria quimica es un importante sector industrial presente en la
mayoria de los paises, la cual dinamiza el crecimiento econémico, genera empleos y
ofrece diversidad de productos basicos producidos en grandes cantidades, los cuales
son utilizados en varios sectores importantes como la agricultura, la medicina, entre
otros. En Cubaesta rama de la economia, luego de décadas de recesion, comienza a
recuperarse, especialmente luego de aprobados los Lineamientos de la Politica
Econémica y Social del Partido y la Revolucion, donde en su actualizacion para el
periodo 2016 — 2021lel lineamiento 182 plantea que hay que “prestar atencion
prioritaria al impacto ambiental asociado al desarrollo industrial existente y
proyectado, en particular, en las ramas de la quimica (...) incluyendo el
fortalecimiento de los sistemas de control y monitoreo”. Por su parte el lineamiento
189 se refiere a “desarrollar las producciones quimicas, priorizando la industria
transformativa del pléastico, las producciones de cloro, sal, fertilizantes y
neumaticos...”(Partido Comunista de Cuba, 2017).

En la region central del pais se destacala Empresa Electroquimica de Sagua
UEBCloro—Sosa ubicada en el municipio villaclarefio Sagua la Grande. Esta
constituye la tnica de su tipo en el pais, con una linea de produccién que comprende

dicloro liquido,dihidrogeno gaseoso y disoluciones acuosas de hidroxido de sodio,



hipoclorito de sodio y 4cido clorhidrico. El empleo de estas producciones esta
presente en la potabilizacion del agua, la perforacion y extraccion de petrdleo, en la
elaboracion de jabones y detergentes, desinfectantes yotrosarticulos de alta demanda
en el mercado nacional. Su actual desarrollo tecnologico se basa en la reconversion
de la tecnologia de celda de mercurio a celda de membrana de intercambio i6nico (en
lo adelante celda de membrana),la cual debe lograr una elevada eficiencia energética
y mucho menor impacto ambiental, estando en correspondencia con las politicas del
pais para esta rama de la economia(Ney Cruz Hernandez, 2017).

En las celdas de electrolisis con membranadebe tenerse presente que la dureza del
agua afecta su rendimiento y la vida util de la misma. Si el agua de aporte al

compartimento del cidtodo no se encuentra totalmente descalcificada, teniendo en

: p . + + +
cuenta las especies quimicas que se encuentran en el agua fluvial(Ca®", Mg2 , Na',

K", CI, SOi', NO;, NO'Z,PO;?;',F e?*, Fewual, AP +, Si0,, Mn?* yC02+) en presencia de
iones hidroxilo reaccionaran rapidamente y precipitaran como hidréxidos sobre el
electrodo en la membranae impediran el paso de iones. Para poder garantizar una
larga vida util de los electrodos y de la membrana, es imprescindible que el contenido
de iones del agua de aporte al compartimento del catodo y de la salmuera (NaCl), de
aporte al 4nodo, sea practicamente nula(Schmittinger et al., 2012).

La tecnologia instalada en dicha empresa requiere la caracterizacion periddica y
completa del agua fluvial, incluyendo la determinacion de Fe?*por el método de la o—
fenantrolina. Para corroborar la veracidad de los resultados obtenidos esta empresa
solicita al Centro de Estudios de Quimica Aplicada (CEQA), perteneciente a la

Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas, y vinculada estrechamente con la
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Empresa Electroquimica de Sagua UEB Cloro-Sosa, la realizacion de ensayos de
comparacion de las determinaciones realizadas. Dentro de estos se encuentra la
cuantificacion de los contenidos de Fe*“en el agua fluvial procedente del rio Sagua la
Grande y empleada en los diferentes procesos de dicha empresa. Sin embargo,
estatécnica no estd implementada dentro de los servicios cientifico — técnicos y de
caracterizacion quimico — fisica de aguasque se realizan en el CEQA.

El desarrollo de este método analitico necesita de un estudio de verificacion, el cual
demuestre la adecuacion de su funcionamiento al propdsito deseado, proporcione un
alto grado de confianza y seguridad en la calidad de los resultados obtenidos y
compruebe estadisticamente que el método puede ser aplicado a un amplio nimero de
muestras y matrices siendo pertinente con relacion al costo y tiempo requeridos en el
analisis (Huber, 2007).

Por lo tanto, para lograr lo anterior se definen los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar la calidad del agua fluvial empleada en la Empresa Electroquimica de Sagua
UEB Cloro — Sosa en funcion desus contenidos de Fe*”, Fe’” y Fetotal disueltos.
Objetivos especificos

. Evaluar mediante wuna verificacion el desempefio del método de
cuantificacionde los contenidos de Fe®' disuelto en agua fluvial del rio Sagua la
Grande mediante espectrometria ultravioleta visible con el empleo de la o—

fenantrolina.
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«  Determinar los contenidos de Fe*", Fe*" y Fetotal disueltos en muestras de agua
fluvial del rio Sagua la Grande y empleada en la Electroquimica de Sagua UEB

Cloro—Sosa.

CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Electrdlisis de salmueras empleando membranas de intercambio ionico

A principio del afio de 1970 se inicid el desarrollo de las primeras membranas de
intercambio i6nico, introduciendo una nueva técnica para producir Cl,conocido como
técnica de celdas de membrana.La primera planta industrial con celdas de membrana
se instalo en Japon en 1975y se llevo a gran escala a mediados de los afos ochenta.
Este hecho ocurri6 debido a las descargas de aguas contaminadas con metilmercurio
en la bahia de Minamata en la década de los 50, por lo que fueron modificadas las
regulaciones  ambientales  causadas por la  existencia de  dicha
enfermedad(Schmittinger et al., 2012).

Desde el afio1990la técnica de celdas de membrana se considera la técnica mas
avanzada para la produccion deCl,gaseoso eNaOHen disolucion.Las celdas de
membrana actualmente estdn equipadas con anodos de titanio recubiertos con una
capa de RuO,/TiO, ycatodos basados en niquel con una superficie modificada por
una capa catalitica basada en niquel de alta superficie dopados con metales del grupo
de platino(Paidar, Fateev y Bouzek, 2016).

La industria cloro-dlcali es la base de aproximadamente el55% de la industria
quimica en los 27 paises de la Unién Europea y en los paises de la Asociacion
Europea de Libre Comercio. Estos paises, Canadd, Estados Unidos y China

(incluyendo Taipéi de China) concentran el 75 % de las capacidades mundiales de
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produccion de Cl,. Estaindustria produce Cl, y disoluciones acuosas deNaOH ode
KOH mediante la electrolisis de una solucion salina(Brinkmann et al., 2014).

Las principales técnicas aplicadas en el mundo para la produccion deCl, son las
celdas de mercurio, las dediafragma y las de membrana, en esta Gltima se utiliza una
salmueracomo materia prima para la produccion de Cl,y H, de altaspurezas (Paidar,
Fateev y Bouzek, 2016). Sin embargo,en el periodo de 1997 a 2012 el empleo de las
celdas de membranase quintuplicd con respecto a las otras dos tecnologias, debido
fundamentalmente a que las celdas de membrana tienen la ventaja de producir una
solucion de NaOHmaés pura,consumen menos electricidad que el resto de los procesos
y son mas compatibles con el medioambiente, pues no utilizan materiales toxicos
como el mercurio y el amianto(Brinkmann et al., 2014).

Mediante el empleo de membranas de intercambio idnico para la produccion deCl,a
partir de una salmuera, se producen compuestos con diversas aplicaciones en
diferentes ramas de la economia. El Cl, es ampliamente utilizado en la obtencion de
isocianatos y oxigenatos (30,3 %), disolventes (2,9 %), epicloridrina (5,2 %),
clorometanos (4,6%), PVC (33,3 %), desinfectantes, tratamiento de agua y pigmentos
de pinturas (14,3 %) y otras sustancias organicas, tales como detergentes, pinturas,
lubricantes, herbicidas e insecticidas (9,3 %). Por su parte la produccion deNaOHen
disolucidén es proporcional a la deCl,.Lo mismo sucede con el KOHendisolucion y
con elH,.

La obtencion industrial de estos productos comprende una serie de operaciones,
tipicamenteestructuradas. En la técnica de celdas de membrana, el anodo y el catodo

estan separados por una membrana de intercambio catidonico perfluoradaselectiva a
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. + ~ .y .7
los iones Na' y a unapequeia fraccion de H,O. La solucidon de salmuera fluye a

través del compartimiento anddico, donde los iones Cl son oxidados a Cl,. Los iones
Na', junto con aproximadamente 3,5 a 4,5 moles de H,O por mol de iones Na',
migran a través de la membrana al compartimiento del catodo, la cual contiene una

solucion deNaOH. El H,O se electroliza en el catodo liberando el gasH, y

formandose iones OH". Los iones Na" e OH reaccionan para producir NaOH, el cual
tipicamente se mantiene a 32 + 1% en masa en la celda mediante la dilucion de una
parte del productocon agua desmineralizada y su posteriorreciclado a la entrada del
catodo(Schmittinger et al., 2012).

El principal inconveniente de las celdas de membrana de intercambio i6nico es que la
salmuera requiere de un procedimiento de purificacion exhaustivo para evitar una
rapida disminucion de la vida de los 4nodos y las membranas(Brinkmann et al.,
2014).

La introduccion de la tecnologia de membrana en la industria cloro-alcali ha
provocadoun aumento dramatico en las exigencias sobre la pureza de la salmuera y el
agua empleada en su preparacion.Los rendimientos a largo plazo de las celdas de
membranas de intercambio i6nico dependen de las impurezas que estén en la
salmuera que entra en el anodo y el agua del aporte al catodo, si esta se mantiene
dentro de los limites recomendados aumenta la vida util de la membrana, ya que
cuanto mayor es la impureza menor serd el rendimiento de la membrana. Una fuente
importante de disminucion del rendimiento es la acumulacion de material sélido en la
membrana. Los niveles de impurezas especificos dependen del diseiio de la

membrana, del disefio de la celda, de las condiciones de operaciones, de la naturaleza
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de la impureza en si y de la presencia de otras impurezas. El requisito previo para una

; . : . + + + +
larga vida de la membrana es mantener bajos niveles de jonesCa’ , Mg2 , Sr? , Al ,

2+ .
Fe”" y otrosen el aguacon la cual se prepara la salmuera y se alimentan los

electrolizadores. Los iones Fe*“provienen de la sal empleada en la fabricacion de la
salmuera, ademas de las tuberias, de los materiales de los tanques y de los agentes
empleados para evitar las incrustaciones en el sistema. La concentracion de F ¢ no
debe exceder de0,1 ppm, debido que a mayores concentraciones pueden afectar el
desempefio de la membrana por su deposicion sobre el catodo, precipitacion como
6xido hidratadoen el anodo o en la membrana (dependiendo del pH de la salmuera ) y
en casos extremos, existe crecimiento dendritico desde el catodo hacia el anodo. Los
efectos negativos que este ion puede provocar se controlan con la precipitacion con

NaOH(Brinkmann et al., 2014; Schmittinger et al., 2012).

1.2. Descripcion general del proceso de tratamiento del agua fluvial

Los procedimientos para el tratamiento del agua fluvial y para la obtencion del agua
desmineralizada en la Empresa Electroquimica de Sagua UEB Cloro-Sosa es el
establecido por la empresa Chriwa Wasseraufbereitungstechnik GmbH(Chriwa
Wasseraufbereitungstechnik GmbH, 2016a; Chriwa Wasseraufbereitungstechnik
GmbH, 2016b). La Empresa Electroquimica de Sagua UEB Cloro-Sosa utiliza el
agua fluvial que proviene del rio Sagua la Grande, la cual es almacenada en un tanque
elevado. De esta fluye por gravedad por una tuberia hacia la unidad de agua cruda
donde es tratada en unproceso de floculacion y sedimentacion para eliminar los
materiales no disueltos y coloidales.Antes de la caAmara de mezcla rapida se dosifica

FeClspara desestabilizar los componentes del agua y convertirlos en solidos
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sedimentables. A continuacion, se dosifica NaOH para ajustar el pH.Las particulas
finas sonaglomeradas y precipitadas afiadiendo, de ser necesario, una solucién de
polielectrolito, los floculos formados son eliminados en un sedimentador, mientras
que el agua clarificada fluye hacia la cdmara de agua clara. Desde alli el agua es
enviada hacia los filtros de arena para eliminar posibles so6lidos remanentes del
sedimentador.

El agua filtrada es almacenada ysuministrada por bombas hacia la unidad de agua
desmineralizada, a las torres de enfriamiento y a la red de agua de servicio.

La planta de desmineralizacion suministra agua desmineralizada para las unidades de
proceso y para las calderas de vapor. El agua desmineralizada se prepara a partir del

agua de rio pretratada y se desmineraliza por medio de resinas de intercambio i6nico.

1.3. Métodos analiticos utilizados para la determinacion de hierro

La tecnologia de celda de membrana instalada en la Empresa Electroquimica de
SaguaUEB Cloro — Sosa necesita de una caracterizacion asidua y completa del agua
fluvial, incluyendo la determinacion de Fe**, con el objetivo de lograr una buena
practica operativa. La necesidad del andlisis y especiacion del hierro es crucial para
conocer de manera certera los niveles de este elemento en las aguas que se emplean

en esta empresa.

Dentro de las metodologias existentes para la determinacion de Fe*' y Fe''se
encuentran la espectrofotometria de absorcion atomica. Esta es una metodologia
sencilla que requiere instrumentacion relativamente econdmica, muy versatil y con un
excelente poder de deteccion, pero no permite la especiacion ya que determina el

contenido de hierro total.

16



Otro método empleado para la determinacion de Fe** es por valoracion con el acido
etilendiaminotetraacético (H4EDTA). En este procedimientose determinan las
concentraciones deFe*'por la oxidacion del Fe*'aFe®" empleando un pH = 1 o
menor, posteriormente se valora la muestra con una solucion estandar de HyEDTAen
presencia de acido salicilico como indicador.

Ademas de los procedimientos anteriores se puede determinar el contenido de hierro
en forma de Fe,O;mediante el método gravimétrico. Esta determinacion se basa en
precipitar todo el hierro en forma de 6xido hidratado. Como reactivo precipitante se
emplea una disolucion diluida de NH; y como medio de filtracion se emplea papel de
filtro.Como liquido de lavado se emplea una disolucion acuosa de NH,NO;. La
calcinacion se realiza a temperaturas comprendidas entre 800 y 1000°C, obteniendo
Fe,Oscomo producto(Harvey, 2000).

Otra de las formas de cuantificar el Fe*"es por volumetria haciendo uso de agentes
oxidantes fuertes como son el dicromato de potasio y el permanganato de
potasio(Harvey, 2000).

Finalmente, otra de las metodologias existentes es el método de la 1,10-
fenantrolina(o—fenantrolina). Este método se basa en la reaccion de ion Fe*"con la o—
fenantrolinapara formar una entidad de coordinacion de color rojo — naranja,la cual
presenta su absorbancia méxima de luz a una longitud de onda de 510 nm, siendo este
compuesto de coordinacion un quelato de tres moléculas de o—fenantrolina por cada
atomo de Fe*'.

La o-fenantrolina (Ph) es una basedébil y en disolucion acida la principal especie es

el ion fenantrolinio, PhH " (Lahiri y Aditya, 1964).
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La reaccion de formacion de las entidades de coordinacion se describe segun la

ecuacion:

W

N

3 O O + Fe?*— ON-::'-'F:G{-“N
N N N
> N

Segun el procedimiento establecido en el Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater, previo al acomplejamiento delFe®’con la o—fenantrolina, las
muestras a analizar deben ser tratadas con un reductor para asegurar que todo el Fe3*
se encuentre como ion Fe?" Para ello se puede emplear un exceso de clorhidrato de

hidroxilamina en disolucion(Lazi¢ et al., 2010; Eaton, 2005):
2Fe" (4 2NH,OH o) + 20H ™ (ac) —2Fe”" (0 Ny o+ 4H,0

La formacién cuantitativa de la entidad de coordinacion se observa en el intervalo de
pH entre 2 y 9(Anghel et al., 2011; Lazi¢ et al., 2010). La solucion coloreadaobedece
a laley de Bouguer—Lambert—Beery la concentracion es
determinadaespectrofotométricamente o por comparacion visual.

Se recomienda un pH préoximo a 4 para evitar la precipitacion de diversas sales
deFe?'y Fe*". Una vez formada, la entidad de coordinacion es estable durante largos

periodos de tiempo y se debe esperar diez minutos para que se desarrolle la
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maximaintensidad de color antes de realizar la medicidn de la absorbancia. La lectura

de laabsorbancia se realiza en el intervalo de 500 a 520 nm(Eaton, 2005).

Como interferencias en este método se encuentran los iones CN°, NO, yPOi'
(especialmente los polifosfatos),Cr’", Zn®" en concentracion 10 veces superior a la
del Fe** presente en la muestra, en el caso del Co®” y Cu®" en concentracion superior
2+ iy 3+ 2+ 2+ . .
a5 mg/L y Ni”" en concentracion mayor a 2 mg/L. EI Bi”", el Cd™", el Hg"', el cation
Mo®*'y la Ag*precipitan con la o—fenantrolina. La ebullicion inicial en medio acido

convierte los polifosfatos en ortofosfatos y elimina los cianuros y nitritos que de lo

contrario interferirian(Eaton, 2005).

1.4. Estabilidad de las entidades de coordinacionde la o—fenantrolina con

elementos de transicion

. . ., . + + +
Las entidades de coordinacionformadas porla o—fenantrolina con Fe’ , Cu ,Ru2 y

Os*"son intensamente coloreadas. Se cree que el origen del color es un proceso de
transferencia de carga con el ligando. Las entidades de coordinaciénde metales con
estados de oxidacion excepcionalmente bajos son intensamente coloreadas.Se cree
que la unién de este ligando a iones de metales de transicion implica cierta
interaccion entre los electrones en orbitales d del metal con los orbitales desocupados
7* del ligando. Esto en gran medida aumenta para la entidad de coordinacion formada
conFe’* la cual resulta ser deinusualmentealta estabilidad. Se considera que
laextension de la interaccion dr—* es mayor en las entidades de coordinacionen las
que el estado de oxidacion del metal es inusualmente bajo(McBryde, 1978). No

obstante, el cambio de configuracion electronica que ocurre cuando la tercera
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molécula de la o—fenantrolina se enlaza al ion Fe*" (lo cual se explica segin la Teoria
del Campo de los Ligandos) es la causa directa de la alta estabilidad de esta entidad
de coordinacion(Irving y Mellor, 1962).

El color intenso de algunas de estas entidades de coordinacién, junto con sus
estabilidades caracteristicas,ha dado lugar a una serie de aplicaciones en quimica
analitica como reactivos colorimétricospara un nimero limitado de metales, como

indicadores redox, entre otras(McBryde, 1978).

1.5. Fundamento del método de espectrofotometria Ultravioleta—Visible

La espectrofotometria ultravioleta-visible es una técnica de absorcion molecular y fue
uno de los primeros métodos fisicos que se aplicaron al analisis cuantitativo y a la
determinacion de estructuras moleculares.

Tanto la radiacién ultravioleta como la visible se caracterizan porque al ser
absorbidas por la materia provocan la excitacion de los electrones mas energéticos a
niveles de energia superiores. Los electrones que contribuyen a los enlaces,
fuertemente atraidos por los nucleos de los atomos enlazados, requieren mayor
energia (A mas cortas), mientras que los no compartidos se excitan con mas baja
energia.

Las radiaciones electromagnéticas correspondientes a las regionesultravioleta y

visible aportan la energia suficiente para que tengan lugar transiciones electronicas

* * * *

entre orbitales 6—0c ; n—0o ; T—7 ; n—7n , transferencia de cargas y, por ultimo, de

campos de ligandos.
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Por otra parte, la intensidad de absorcion en cada una de estas transiciones depende
de la absortividad molar, €, que esta en funcion del tamano de la especie absorbente y
de la probabilidad de transicion.

El espectrofotometro es un equipo empleado en la medicion de la radiacion
electromagnética ultravioleta y visible absorbida por parte de una especie. Este
dispone de un monocromador para hacer una seleccion mas exacta y continua de la
longitud de onda, lo que permite hacer un barrido en una zona amplia de longitudes
de onda, asimismo, el sistema de deteccion estd constituido por un fototubo o
fotomultiplicador de mayor sensibilidad. Los componentes bdsicos de un
espectrofotometro son la fuente de energia radiante, el monocromador para aislar una
banda estrecha de longitudes de onda y un detector que mide la energia radiante
transmitida a través de la muestra. El espectrofotometro se completa con un
recipiente transparente para colocar las muestras, un sistema optico de orientacion de
la radiacion asociado al monocromador y un sistema de lectura que traduce la
respuesta del detector.

El proceso analitico consiste primeramente en la eleccion de la longitud de onda que
corresponde al méaximo de absorcion selectivo por parte de la muestra(Sommer,

1989).

1.6. Verificacion de los métodos analiticos

Validar un método es basicamente el proceso para definir un requisito analitico y la
confirmacion de que cuenta con capacidades consistentes con las aplicaciones
requeridas.La validacion de métodos es un requisito importante en la practica de los

andlisis quimicos, proporciona un alto grado de confianza y seguridad en el método
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analitico y en la calidad de los resultados, lo que se traduce en una disminucion del
numero de fallos y repeticiones, con el consiguiente ahorro de los gastos asociados,
permite un conocimiento profundo de las caracteristicas de funcionamiento del método
analitico y hace posible el cumplimiento de las exigencias legales. Ademads establece
pruebas documentales que aportan un alto grado de seguridad, de que un proceso
planificado se efectia en conformidad con los resultados previstos(Morillas P. P. et.
al., 2016).

La norma DIN EN ISO 9000:2005 "Quality management systems — Fundamentals and
vocabulary (ISO 9000:2005); Trilingual version EN ISO 9000:2005"define
verificacion como “confirmacion, a través de la aportacion de evidencias objetivas, de
que se cumplen los requisitos especificados”.

Un método debe ser validado cuando es necesario demostrar que sus caracteristicas
dedesempefio son adecuadas para el uso previsto. Por ejemplo, en el laboratorio deben
validarse:

»  métodos no normalizados

»  métodos disefiados/desarrollados por el laboratorio

»  métodos normalizados usados fuera de su ambito de aplicacion

»  ampliaciones o modificaciones de métodos normalizados

La validacion debe ser tan amplia como sea necesaria para cumplir con los requisitos
enrelacion con la aplicacion. También debe validarse cuando es necesario demostrar la
equivalencia de los resultados obtenidos por dos métodos, por ejemplo, unmétodo

recientemente desarrollado y un método normalizado existente.

22



Para los métodos normalizados, tales como los publicados, por ejemplo, ISO 0 ASTM,
no es necesario validar el método utilizado por el laboratorio. Sin embargo, el
laboratorio necesita verificar el desempefio del método.

También es necesaria la verificacion cuando hay cambios importantes, como el uso de
un equipo nuevo (pero similar), traslado de equipos, etc.

Un laboratorio puede adoptar un procedimiento validado que, por ejemplo, ha sido
publicado como una norma, o adquirir un sistema de medidas completo y emplearlo
para unaaplicacion especifica a partir de un desarrollo comercial. En ambos casos el
trabajo de validacion basica se ha realizado, pero el laboratorio debe confirmar su

capacidad para aplicar el método,esto es lo que se conoce como verificacion.

1.7. Ciriterios de verificacion aplicados al método implementado

1.7.1.Determinacion de errores burdos

Los quimicos analistas y realmente todos los investigadores involucrados en estudios
cuantitativos, conocen que es usualmente necesario hacer mediciones replicadas para
caracterizar las variaciones alazar que inevitablemente ocurren. También se conoce
que cuando tales replicados se llevan a cabo, es comun hallar que uno o méas de los
resultados parecen no ser similar al resto. El tratamiento adecuado de tales valores
sospechosos es un area de gran importancia (Analytical Methods Committee AMCTB
No 39, 2009).

Un error burdo se puede definir como una observacion en un conjunto de datos que
parece ser inconsistente de ese conjunto de datos. Una de las estrategias para
minimizar el efecto de los errores burdos es tratar de identificarlos y distinguirlos de

cualquier variacion casual, permitiendo al analista inspeccionar los datos sospechosos
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y si es necesario, corregir o remover los valores erroneos(Ellison, Barwick y Farrant,
2009).

Existen varias pruebas para comprobar la presencia o no de errores burdos, siendo las
mas comunmente empleadas, y ademds recomendadas por las normas ISO y por la
IUPAC, la prueba de Dixon, la de Grubbs y la de Cochran (Ellison, Barwick y
Farrant, 2009; Analytical Methods Committee, AMCTB No. 69, 2015; International
Organization for Standardization, 1994; Horwitz, 1995).Para mediciones replicadas
las mejores pruebas reconocidas son la de Dixon y la de Grubbs (Analytical Methods
Committee AMCTB No 39, 2009).

Tres pruebas para detectar errores burdos en una distribucion normal fueron
desarrolladas y extendidas por F. E. Grubbs (Ellison, Barwick y Farrant, 2009).
Todos usan estadisticas basadas en las desviaciones estandar. La primera de estas es
una prueba para un solo valor erratico. La segunda prueba es para un par de valores
erroneos a extremos opuestos del conjunto de datos y la tercera busca valores
erraticos sobre el mismo extremo de conjunto de datos (Ellison, Barwick y Farrant,
2009; Analytical Methods Committee, AMCTB No. 69, 2015).

En este trabajo se emplea la primera prueba de Grubbs. Para esta se calculan dos

estadigrafos: Gooin y Gr'néx.

’ Xprom 'Xl
C}min= S
Xn 'Xprom
max— T

Donde:

Xprom: €s el valor promedio de los valores replicados
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X;: es el valor minimo de los valores replicados

Xn: es el valor maximo de los valores replicados

S: es la desviacion estandar de los valores replicados

Si Gy y/o Gr'né,( exceden el valor critico para un determinado nivel de confianza
(usualmente 95 %) los valores probados se consideran errores burdos.

1.7.2. Analisis de regresion

La funcion respuesta curva de calibracion de un método analitico es, dentro del
rango, una relacion monotonica entre la senal analitica (respuesta) y la concentracion
del analito. La funcion respuesta puede ser lineal, pero modelos no — lineales son
también observados. La funcion respuesta se obtiene usando estdndares de
calibracion preparados en ausencia de la muestra matriz y relacionando la respuesta
con la concentracion (Gonzalez y Herrador, 2007).

Existen varias definiciones en relacién con la linealidad. Sin embargo, la definicién
de linealidad se puede resumir como la capacidad del método para obtener resultados
de ensayos que son directamente proporcionales a la concentracion del analito en un
rango dado (Sanagi et al., 2010).

Diferentes  funciones respuesta se pueden considerar durante la
validacion/verificacion de un método. La seleccion depende del tipo de método. Muy
probablemente la mayoria de los métodos fisico-quimicos emplean una linea recta (la
cual pase por cero o no) (Hubert et al., 2007). El modelo mas simple es el lineal, muy
a menudo hallado en la metodologia analitica, conduciendo a predicciones de las

respuestas de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Yi = Bo + B1 - X
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Donde:

Yi: es el valor observado de la respuesta

X;: es la concentracion del analito

Bo y B;: son el intercepto y la pendiente respectivamente

Para hallar los mejores valores estimados de los pardmetros de regresion By y By se

emplea el método de los minimos cuadrados, en el cual se considera la siguiente

expresion matematica: Q= )L, (Yi-BO-Bl-Xi)Z. De acuerdo a este método los
estimadores de B y 8;son aquellos valores de bpy b;, que minimizan el criterio Q para
las observaciones dadas (Kutner et al., 2005). El método de los minimos cuadrados
asume que las observaciones Y para cada X son independientes, estin normalmente
distribuidos y que las distribuciones de Y tienen las misma varianza (¢”) (Kutner et
al., 2005; British Standard Institute, 1996; Miller y Miller, 2010; Massart et al.,

1997).

1.7.3.Significacion estadistica de la regresion

Un método comun para estimar cuan bien los puntos experimentales se ajustan a una
linea recta es calcular el coeficiente de correlacion producto — momento, cominmente
conocido como coeficiente de correlacion. La expresion matematica para calcular este
coeficiente se puede encontrar en cualquier parte (Miller y Miller, 2010; Kutner et al.,
2005; Ellison, Barwick y Farrant, 2009) .

Los coeficientes de correlacion son muy simples de calcular y muy facilmente mal

interpretados,ya que un valor cercano a 1 de este coeficiente no asegura un
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comportamiento lineal (Analytical Methods Committee, 1988; Miller y Miller, 2010;
Jurado et al., 2017; Sanagi et al., 2010).

A menudo es necesario emplear una prueba estadistica para comprobar si el
coeficiente de correlacion es significativo, considerando el numero de puntos
empleados en el calculo. El método més simple es calcular un valor de la t de Student
usando la siguiente ecuacion:

- |r]vn-2

1-r2

Donde:

t: es la t de Student

n: es el nimero de puntos empleados para calcular el coeficiente de correlacion

El valor calculado de la t de Student es comparado con el valor tabulado al nivel de
confianza deseado (usualmente 95 %), usando una prueba de dos colas para n-2

grados de libertad (Miller y Miller, 2010).

1.7.4. Analisis de la pendiente y del intercepto

La linea recta obtenida por aplicacion del método de los minimos cuadrados contiene
dos parametros: b (pendiente de la linea recta obtenida por el método de los minimos
cuadrados y a(intercepto de la linea recta obtenida por el método de los minimos
cuadrados)(Miller y Miller, 2010; Kutner et al., 2005). Las expresiones matematicas
para calcular estos pardmetros se pueden encontrar en diversas bibliografias(Ellison,

Barwick y Farrant, 2009; Miller y Miller, 2010).
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Usualmente los softwares comerciales que permiten hacer analisis de regresion dan
comouno de sus resultados una tabla ANOVA para el intercepto y la pendiente. A
partir de esta tabla se pueden utilizar los valores de los estadigrafos t de Student y el
valor p relacionado para comparar si la pendiente y el intercepto son
significativamente diferentes de cero. En un experimento de calibracion la pendiente
debe ser diferente de cero ya que es esencial que los valores de las respuestas y la
concentracion deben estar altamente correlacionados. Para un 95 % de confianza, el
valor p debe ser muy pequefio (a < 0,05) y el valor de la t de Student experimental
debe ser mucho mayor que el valor critico. Si el intercepto no es significativamente
diferente de cero, el valor de la t Student experimental debe ser menor que el valor
critico y el valor p serd mucho mayor que el valor de significaciéon esperado
(usualmente a = 0,05). Ademas, la significacion estadistica del intercepto se puede
determinar inspeccionando el intervalo de confianza del intercepto. Si este contiene el
0 entonces el intercepto no es significativamente diferente de cero (Ellison, Barwick
y Farrant, 2009).

Los intervalos de confianza para los estimados de la pendiente y el intercepto se
calculan a través de las siguientes ecuaciones matematicas(Ellison, Barwick y

Farrant, 2009; Miller y Miller, 2010):

b +t 'Sb

att-S,

Donde:

a'y b: son el intercepto y la pendiente respectivamente



Sa y Sb: son las desviaciones estandar para los estimados del intercepto y la pendiente
respectivamente

t: es el valor de la t de Student de dos colas al nivel de significacion requerido
(tipicamente a = 0,05) y con n-2 grados de libertad, siendo n el numero de

observaciones

1.7.5.Prueba de falta de ajuste

A partir de la construccion de una curva de regresion ajustada o de calibracion se
puede verificar si la calibracion cumple con los parametros de linealidad(Kutner et
al., 2005).Un nimero de pruebas estadisticas tales como Fratio (IUPAC), falta de
ajuste (LOF, lack-of-fit), la prueba de Mandel y la significacion del término
cuadratico se han propuesto para chequear si existe linealidad en una curva de
calibracion externa(Jurado et al., 2017).El método mas comuinmente empleado y
recomendado por la normas ISO es la prueba de falta de ajuste (British Standard
Institute, 1996; Kutner et al., 2005; Gonzalez y Herrador, 2007; Sanagi et al., 2010).
Para llevar a cabo la prueba de falta de ajuste, la variabilidad total de las respuestas se
descompone en la suma de cuadrados debido a la regresion y la suma de cuadrados de
los residuales. La suma de cuadrados de los residuales se divide en la falta de ajuste
(desviacion de la linealidad) y la suma de cuadrados del error puro (a partir de los
puntos repetidos). Esta técnica ha sido extensivamente descrita (British Standard
Institute, 1996; Kutner et al., 2005; Gonzdlez y Herrador, 2007). La suma de
cuadrados total de las desviaciones de yj del promedio se denomina SSiuiy se

descompone en tres sumas de cuadrados: debido a la regresion (reg), debido la falta
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de ajuste (LOF, por sus siglas en inglés) y debido al error puro (pe, por sus siglas en
inglés):

SStotal =SS,

reg

+ S
donde,

SSyes =SSiort SSpe
asi, finalmente,

SStotal =SS,

reg

+ SSI‘@S + SSp@

El estadigrafo para comprobar la falta de ajuste se calcula como:

lof
g2 _ MSSiy
SSe — MSS,,

Donde:

MSSor: cuadrado medio de la falta de ajuste (siglas en inglés)

MSS;.: cuadrado medio del error puro (siglas en inglés)

n: es el numero total de observaciones

c: es el numero de niveles de concentraciones

El estadigrafo F~ se compara con el valor critico Fei (I — a; ¢ — 2, n — ¢). SiF’ <
F.iiseconcluye entonces que la regresion es lineal (Kutner et al., 2005). A este tipo de
linealidad se denomina linealidad "in-line"(Rodriguez, Campafia y Sendra, 1996;
Gonzélez y Herrador, 2007).

Dentro del reino de los modelos lineales algunos autores consideran dos
caracteristicas: la linealidad "in-line" y la linealidad "on-line" (Rodriguez, Campafa y
Sendra, 1996). La linealidad "in-line" se refiere a la linealidad del modelo evaluado

por la falta de ajuste (presencia de curvatura) y la linealidad "on-line" se refiere a la
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dispersion de los datos alrededor de la linea de calibracion y se basa en la desviacion

estandar relativa de la pendiente:

>| &

RSD,

donde:

RSDy: es la desviacion estandar relativa de la pendiente (siglas en inglés)

Sp: es la desviacion estandar de la pendiente

b: es el valor de la pendiente obtenida por el método de los minimos cuadrados

Este valor se toma como otro parametro caracteristico de desempefio y depende del
valor maximo aceptado para RSDy tal que un umbral tipico puede ser RSDy< 5 %
(Gonzalez y Herrador, 2007).

1.7.6.Sensibilidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion

La sensibilidad es el cambio en la respuesta analitica dividido por el correspondiente
cambio en la concentracion del analito(Gonzalez y Herrador, 2007; Tissue, 2015;

Potts, 1997), es decir, a un valor dado de la concentracion del analito Z,:

Sensibilid d—(dY)
ensioilidad = dZ 7

Si la calibracion es lineal, la sensibilidad es justamente la pendiente (Gonzélez y
Herrador, 2007; Tissue, 2015; Barwick y Prichard, 2011).

El limite de deteccion es la concentracion mas baja de analito que puede ser detectada
y confiablemente distinguida de cero (o del nivel del ruido del sistema), pero no
necesariamente cuantificado. El limite de cuantificacion es la concentracion mas baja
de analito que puede ser determinada cuantitativamente con un nivel aceptable de

precision(Tissue, 2015; Gonzéalez y Herrador, 2007; Potts, 1997; Shrivastava y Gupta,
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2011). Los limitesde deteccion y de cuantificacion se obtienen midiendo al menos 10

blancos de muestra.

El limite de deteccidon en unidades de sefial analitica se estima comunmente usando la

siguiente expresion: Y, op = Yzianco + 3Sbianco
donde:

Yrop: es el valor de la sefial analitica correspondiente al limite de deteccion (siglas en
inglés)

Yslanco: €S €l valor de la sefial analitica correspondiente a los blancos de muestras
Shianco: desviacion estandar de las muestras de los blancos de muestras

El procedimiento para expresar el limite de cuantificacion en unidades de la sefial
analitica es equivalente al del limite de deteccion, pero usando un factor de 10 en lugar
de 3. Estos limites se pueden expresar en unidades de la sefial analitica en cuestion,
pero expresado de esta manera son dificiles de manipular (Gonzalez y Herrador,
2007). Los limites de cuantificacion y de deteccion son mejor expresados en términos
de la concentracion del analito empleando la funciéon de calibracion (Gonzélez y
Herrador, 2007; Shrivastava y Gupta, 2011):

Yiop-a
ZLODzT

donde:
Ziop: es la concentracion del analito correspondiente al limite de deteccion (siglas en
inglés)
a'y b: son el intercepto y la pendiente de la linea recta obtenidos por el método de los

minimos cuadrados.



Entonces, el valor del limite de deteccion, considerando intercepto cero, es(Gonzalez y

Herrador, 2007; Shrivastava y Gupta, 2011):

3S
ZLOD _ B;}anco

Para expresar el limite de cuantificacion en unidades de concentracion se utiliza una

expresion matematica equivalente a la del limite de deteccion, pero usando un factor

de 10 en lugar de 3(Gonzalez y Herrador, 2007; Shrivastava y Gupta, 2011).

1.7.7.Exactitud

Laexactitud es una entidad con dos componentes (veracidad y precision) pero
considerada como una entidad global(Morillas P. P. et. al., 2016; The Irish National
Accreditation Board, 2016; Gonzalez y Herrador, 2007). Un estudio de exactitud
involucra la determinacién de la veracidad, la precision y la robustez, asi como la
estimacion de la incertidumbre de la medicion y de los perfiles de exactitud (Gonzélez
y Herrador, 2007).

La precision se puede considerar a tres niveles: repetibilidad, precision intermedia y
reproducibilidad. La repetibilidad expresa la precision evaluada bajo las mismas
condiciones experimentales sobre un corto periodo de tiempo. La precision intermedia
se aplica a variaciones dentro de un mismo laboratorio: diferentes dias, diferentes
analistas, diferentes equipamientos etc. La reproducibilidad expresa la precision entre
laboratorios como en los estudios colaborativos (Gonzalez, Herrador y Asuero, 2010).
En este trabajo solo se realiza un estudio de repetibilidad y precision intermedia, esta

ultima solo considerando como variable independiente los analistas.
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La reproducibilidad intralaboratorio o precision intermedia se puede determinar
como(Gonzélez, Herrador y Asuero, 2010; Gonzalez y Herrador, 2007; Analytical

Methods Committee, AMCTB No. 70, 2015).

5% = §2+S5

donde:

S% : es la varianza de la precision intermedia
$2: es la varianza de la repetibilidad

2 . .. .
Sz: es la varianza entre condiciones (analistas)

A partir de estos datos, se calculan las correspondientes desviaciones estandar relativas

(RSD; y RSDy).

Horwitz (1982), disefio6 una expresion para predecir el valor esperado de las
desviaciones estandar relativas para la reproducibilidad interlaboratorio, de acuerdo a:
% PRSDp = 2(1705109C) donde ¢ es la concentracion del analito en fracciones
decimales. Sin embargo, un modelo mas contempordneo ha demostrado que la
relacion anterior se representa mejor si 3 ecuaciones se usan para cubrir desde las altas
a las bajas concentraciones (Prichard y Barwick, 2007):

Si ¢ < 1,2 10 el coeficiente de variacién de Horwitz se determina como:PRSDy =
0,22¢

Si 1,21077 < ¢ <0,138 el coeficiente de variacion de Horwitz se determina como:
PRSDR=0,02¢"%*°

Si ¢ > 0,1387cl coeficiente de variacion de Horwitz se determina como:
PRSDR=0,01c">

34



Para analisis repetidos llevados a cabo por un solo operador en un solo laboratorio en
validaciones/verificaciones intralaboratorio % RSD, = 0,2 a 0,3 veces
% PRSDpmientras que para la precision intermedia % RSDr = 0,2 a 1 veces

% PRSDy(Gonzalez y Herrador, 2007; Prichard y Barwick, 2007).

1.7.8.Sesgo

El uso de la calibracién externa simplifica enormemente el protocolo porque los
estandares de calibracion se preparan como disoluciones simples del analito. Sin
embargo, las consecuenciasde los posibles efectos matricesque provienen de la
muestra deben ser chequeados. Una herramienta muy util para comprobar la posible
presencia de sesgo constante y de sesgo proporcional debidos alefecto matriz es el
método de adiccion de estandar (SAM, siglas en inglés)(Gonzalez y Herrador, 2007)y
el método de Youden(Maroto et al., 2001). Estos procedimientos son descritos en
varias referencias (Gonzalez y Herrador, 2007; Castells y Castillo, 2000; Maroto et al.,
2001; Gonzélez, Herrador y Asuero, 2005; Maroto et al., 2003) y asumen que la matriz
de la muestra no contribuye a la sefial como un agente interferente y que no existe
interaccion entre el analito y la matriz (Gonzalez y Herrador, 2007).

Segun The Irish National Accreditation Board (2016), sesgo es " la diferencia entre el
promedio calculado de los resultados de medicion y un valor de referencia aceptado".
En este mismo documento se precisa que el sesgo es el error sistematico total,
pudiendo existir uno o mas componentes de error sistematico que contribuye al sesgo.
Dos herramientas muy utiles para probar la presencia del sesgo proporcional
(recobrado, R, significativamente diferente de 1) y sesgo constante (desplazamiento,

dc significativamente diferente de 0), debido a los efectos de la matriz es el método de
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adiccion de estandar y el método de Youden respectivamente (Maroto et al., 2001;

Gonzélez y Herrador, 2007)

Por aplicacion del método de adicion de estandar a porciones representativas de una

muestra real se obtienen las siguientesecuaciones(Gonzalez y Herrador, 2007):
Y=ag4pr+bsarrCanadida

donde:

¥: valor de la respuesta analitica para las muestras a partir del método de adicion de

estandar

asay: es el intercepto de la linea recta obtenidaa partir del método de adicion de

estandar

bsam: es la pendiente de la linea recta obtenidaa partir del método de adicion de

estandar

Ciadida: €S la concentracion del analito adicionado

bSAM

R=b

donde:
R: es el recobrado de consenso
b: es la pendiente de la linea recta de calibracion de los estandares de calibracion

La ausencia de sesgo proporcional corresponde a bg,y = b, o, en términos del

recobrado, R = 1. Esto debe ser chequeado para la significacion estadistica: t = ls(_Rl)l,
. . 2 b2, u2(b ,
con la incertidumbre calculada como: u(R) = \[u (I;SZAM) + SAMb : ®) En la formula

anterior u(R) es la incertidumbre de recobrado experimental, u(bg,y) vy u(b) son las

incertidumbres asociadas con las pendientes de la rectas de calibracion obtenidas por
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el método de adicion de estandares y de la calibracion externa, respectivamente. Segiin

Maroto et al. (2003)u(R)puede ser calculada como: u(R) = %, donde s(R) es la

desviacion estandar de los n recobrados. El valor de la t de Student se compara con el
valor tabulado para 2 colas y n-1 grados de libertad y un determinado nivel de
confianza (usualmente 95 %) (Ellison, Barwick y Farrant, 2009). Si t< typel recobrado
de consenso no es significativamente diferente de 1, es decir, no hay sesgo
proporcional (Gonzalez y Herrador, 2007).

El método de Youden consiste en analizar dos o mas cantidades diferentes (masas o
volumenes) de una muestra que es representativa de las muestras de rutina. Para el
caso mas simple de este método solo se analizan dos cantidades diferentes de una
muestrarutinaria. En este caso, el sesgo constante se puede estimar a partir de la

_ W xpn—Wnpxm

siguiente expresion matematica (Maroto et al., 2001):8,; = —w—w. donde
m~—VYn

X, ¥ Xmson los promedios de los resultados analiticos obtenidos cuando se analizan
las cantidades de muestras W, y W, respectivamente y §,;es €l sesgo constante.
La ausencia de sesgo constante del procedimiento analitico debe ser comprobado para

la significacion estadistica empleando el siguiente estadigrafo: t = % donde u(d.;)
ct

es la incertidumbre debido a la estimacion del sesgo constante.

La incertidumbre del sesgo constante se calcula segun la siguiente expresion:

1 — 12 — 2
u(6ct) = f\[(wm ) u(xn)) + (Wn u(Xm))
Wy, — Wy,
donde: u(X,)y u(Xp)son las incertidumbres de los resultados analiticos X,y

Xy -Estas incertidumbres dependen de la precision intermedia del método al nivel de



concentracion de la muestra y del namero de analisis llevados a cabo para obtener el

SD/%;

vn

Lo , . . — R .
resultado analitico yse calculan segun la siguiente expresion: u(X;) = , siendo

RSD; la deviacidnestandar de la precision intermedia.

Sit < ta [yme fel sesgo constante no es significativo estadisticamente, siendo a el nivel

de significacion (usualmente 0,05), 1 rlos grados efectivos de libertad y ta /ymef €S lat

de Student de dos colas tabulada.

SegunSatterthwaite (1941)1, ¢se calcula segin la siguiente expresion matematica:

(Gl PR S i
Nef o

donde:

X y ¥ son los valores esperados de xey, y r; y ryson los grados de libertad asociados a
las varianzas de las distribuciones dex eycon los valores esperados Xy y. En la practica
los valores esperados X¥ y yson usualmente desconocidos. En este trabajo X y ysi
asumen como los valores promedios de sus respectivas distribuciones.

Si el sesgo constante es significativo el procedimientodebe ser revisado(Maroto et al.,
2001).No obstanteGonzalez y Herrador (2007) sefalan que si, durante el estudio del

efecto matriz, existen sesgo proporcional y sesgo constante, entonces el valor de la
hallada

., : . . , z -5
concentracion estimada corregida para el analito serd: Z = B <t donde Zya1ada

es la concentracionno corregidadel analito.
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CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS
En el presente capitulo se describe la etapa experimental de la investigacion
desarrollada, se especifican los reactivos, materiales y equipos y las condiciones a las

cuales se efectiian los analisis.

2.1. Equipos, reactivos y preparacion de las disoluciones

Para ladeterminacion de Fe** y Fe total mediante espectrofotometria UV — Visible se
empled un espectrofotometro Genesys 10 UV con celdas de 1 cm de camino Optico.
Todo el material volumétrico utilizado estaba certificado por la Oficina Territorial de
Normalizacion.

Los reactivos empleados en el método de determinacién de Fe*" y Fetotalfueronacido
clorhidrico concentrado (36,0-38,0 %) de Uni-Chem,clorhidrato de hidroxilamina
(99,5 %) de Panreac, acetato de amonio (97 %) de Chemical Reagents, o—fenantrolina
(99,5 %) de Merck, permanganato de potasio (95 %) de Merck, sal de Mohr (99-101
%) de Chemical Reagents, acido acético glacial (99.8 %) de Uni-Chem y &cido
sulfurico concentrado (95-98 %) de Uni-Chem.

Para preparar la disolucion de clorhidrato de hidroxilamina (NH,OH-HCl) se
disolvieron 10 g de la misma en 100 mL de agua destilada. En el caso de la solucion
buffer de acetato de amonio se disolvieron 250 g de este en 150 mL de agua destilada
y luego se agregaron700 mL de 4cido acético glacial. Para preparar la disolucion de la
o—fenantrolina(C;,HsN, H,O) se disolvieron 0,1 g de la mismaen 100 mL de agua

destilada, se agitd y se adicionaron 2 gotas de HCI concentrado. Para la preparacion de
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la disolucion de permanganato de potasio de concentracion 0,02 mol/Lse disolvieron
0,316 g del mismo en 100 mL de agua destilada y se homogenizo.

Ademas, se utilizo una disolucion de sal de Mohr Fe(NH4),(SO4), 6H,O (sulfato doble
de hierro(Il) y amonio hexahidratado), la cual se prepar6 pesando 1,4044 g de la
misma, se afiadieron50 mL de agua destilada y lentamente 20 mL de H,SO,
concentrado, posteriormente se agregd permanganato de potasio (KMnQOy) gota a gota
hasta que permaneci6é un débil color rosado yse diluyé en 100mL deagua destilada.
Esta disolucion contenia una concentraciéon de Fe de 1000 mg/L. Para preparar la
disolucién madre deFe*" se tomo una alicuota de 50 mL de la solucién estindar
anterior y se llevo a un matraz volumétrico de 1000 mL y se enras6 con agua destilada.
Esta ultima disolucion, la cual se prepard diariamente, contenia una concentracion de
Fe de 10 mg/L.

2.2. Verificacién del método de cuantificacion de Fe*'por el método de la o-
fenantrolina

Para preparar las disoluciones de la curva de calibracion se tomaron 5 matraces
aforados de 100 mL a los cuales se afiadieron 0,5; 1,5; 2,5; 3,5 y 4,5 mL de la solucion
de concentracion 10 mg/L, estos volumenes se corresponden a concentraciones finales
de Fe de 0,05; 0,15; 0,25; 0,35 y 0,45 mg/L respectivamente.

A los patrones se afadieron2 mL de acido clorhidrico concentrado y a continuacion se

agregd 1 mL de clorhidrato dehidroxilamina con el objetivo de reducir todo el Fe**

presente a F ¢’ Se agregaron1(0 mL de la solucion bufferde acetato de amonio y 4 mL
de solucion de o—fenantrolina. Finalmente se llevaron al aforo con agua destilada y se

homogenizaron. Se esperd que transcurrieran 10 minutos para un maximo desarrollo
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de color y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 510 nm. A cada
concentracion se realizaron 5 réplicas.

Para la comprobacion estadistica del procedimiento desarrollado se realizaron los
correspondientes andlisis de regresion, limites de deteccion y cuantificacion, precision
y sesgo. Para los andlisisprimeramente se realizd la comprobacion de la posible

presencia deerrores burdos mediante la prueba de Grubbs.

Para comprobar la linealidad de los datos primeramente se realizd un analisis
estadistico que incluyd varias pruebas de proporcionalidad como son determinacion
del intervalo de confianza de la pendiente y del intercepto, asi como la significacion
estadistica de los mismos y se analizd ademds la significacion estadistica de la
correlacion.Para la evaluacion de la linealidad seutilizé la prueba de falta de ajuste.
Para determinar los limites de deteccion y cuantificacion en la cuantificacion deFe®"
se analizaron 20 muestras blancos. En este caso se prepararon siguiendo el mismo
procedimiento descrito anteriormente, excepto la adicion del analito.

Para determinar la precision de los métodos analiticos se tuvo en cuenta la
repetibilidad y la precision intermedia.

Para determinar el comportamiento de la repetibilidad del método se realizo la lectura
de las soluciones patréon deFe?" a los niveles de concentraciéon minimo (0,05 mg/L),
medio (0,25 mg/L) y méximo (0,45 mg/L) comprendidos dentro del rango de estudio,
para lo cual se realizaron diez réplicas en un mismo dia, empleando el mismo equipo y
el mismo analista en todos los casos. Como criterio para evaluar la repetibilidad se

empleo el coeficiente de variacion de las concentraciones.
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El estudio de la precision intermedia se realizd a los mismos niveles de concentracion
utilizados en la repetibilidad pero considerando como el Unico factor de variabilidad

los analistas.

La determinacién del sesgo proporcional se realizd6 con muestras de agua fluvial
procedente del rio Sagua la Grande,para lo cual se afiadieron 25 mL de muestra a 15
matraces de 100 mLy posteriormente se afiadieron 20 mL de fenantrolina y 10 mL de
acetato de amonio.

Para llevar a cabo el método de adicion de estandar, con el fin de determinar el sesgo
proporcional, se afadieron volimenes de 0, 1, 2, 3 y 4 mL de solucion patrén de
concentracion 7,25 mg/L y posteriormente se enrasaron los matraces hasta el aforo y
se homogenizaron. Se dejaron transcurrir 10 minutos para el maximo desarrollo de
color. Todas las muestras se midieron en el espectrofotometro a 510 nm y los analisis
se hicieron por triplicado. Para determinar la posible presencia de sesgo proporcional
se construye una grafica de absorbancia vs concentracion anadida del analito.

Para determinar la posible presencia de sesgo constante se empled el método de
Youden, para lo cual se tomaron 15 y 35 mL de muestra y se procedié de igualmanera
que para la determinacion del sesgo proporcional, excepto las adiciones de

disoluciones estandar, y se realizaron por triplicado.

2.3. Determinacion de Fe** y Fetotal en muestras de agua fluvial

Para la determinacién de Fe’" en muestras de agua fluvialde la Empresa
Electroquimica de Sagua UEB Cloro — Sosa y procedente del rio Sagua la Grande, se
tuvo en cuenta el lugar donde se encontraba la muestra debido a la posibilidad de

. ., + + . . , .
cambio en la relacion molar Fe*'/Fe’” con el tiempo en soluciones éacidas. Para
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determinar unicamente el contenido de Fe?" se acidificaron1500mL demuestra con 30
mL de HCI concentrado al momento de la recoleccion. Se lleno el frasco directamente
desde la fuente de muestreo y se cerrd herméticamente. Se retiré una porcion de 25
mL de muestra acidificada y seagregaron 20 mL de o—fenantrolina y 10 mL de
solucion de acetato de amonio con agitacion vigorosa. Posteriormente se llevé al aforo
con agua destilada y se homogenizo. Se dejarontranscurrirl 0 minutos para un maximo
desarrollo de color.

Para la determinacion de Fe total se adicionaron 25 mL de muestra acidificada a un
erlenmeyer de 250 mL y 1 mL de la disoluciéon de clorhidrato de hidroxilamina.
Posteriormente se calentd a ebullicion hasta que el volumen de muestra disminuyera a
10-15 mL. Se dejé enfriar a temperatura ambiente y se continud el resto de la
operacion como para la cuantificacion de Fe*". Las determinaciones de Fe*'y Fe total
se hicieron por quintuplicado. El contenido de Fe’" se calcula a partir de losvalores

obtenidos de Fe*" y Fe total.
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CAPITULO III. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
En este capitulo se muestran y analizan los principales resultados obtenidos en el
proceso de verificacion del método analitico empleado para la cuantificacion de Fe*'y
Fe total en muestras de agua fluvial de la Empresa Electroquimica de Sagua UEB
Cloro — Sosa. Para ello se tienen en cuenta varios criterios como linealidad, limite de
deteccion (LD), limite de cuantificacion (LC), precision y sesgo. También se reportan
los resultados obtenidos durante la cuantificacion de estos analitos en una muestra de

agua fluvial procedente del rio de Sagua la Grande.

3.1. Verificacion del método de cuantificacion de Fe*' mediante

espectrofotometria UV- Visible

En el anexo 1 se muestran los resultados obtenidos durante la verificacion del método
colorimétrico de la o—fenantrolinaempleado para la determinacién de Fe*" disuelto por
espectrofotometria UV — Visible.

Se realiz6 la determinacion de errores burdos a los resultados obtenidos, para la cual
se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: No existen errores burdos

H;: Existen errores burdos
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Se obtuvo que en todos los casos y para un 95 % de confianza los valores de Gexpson
menores que Geritico (Gexp< Geritico), por lo tanto, se aceptd la hipdtesis nula y se

concluyd que no existen errores burdos.

3.1.1. Linealidad

En la Figura 3.1 se observa la curva de calibracién obtenidaen la determinacion de

FeZ+
Curva de Calibracion

0.12
0.10

o 0.08

Q0

< 0.06
0.04 y =0,215x + 0,001
0.02 R2 = 0,9958
0.00 \ \ ‘ ‘ |

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
c(Fe?*) mg/L

Figura 3.1 Curva de calibracion obtenida para el anélisis de regresion.

Para comprobar si la regresion es lineal se procedié a un analisis estadistico apoyado
en la construccion de la curva de regresion, el analisis de los residuos, la
comprobacion de la significacion estadistica de la correlacion del intercepto y de la

pendiente yla prueba de falta de ajuste. Los resultados se observan en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1Anélisis de la regresion para la determinacion de Fe**

Parametros Valor calculado Criterio
Coeficiente de correlacion 0,9979 r>0,99
Intercepto 0,001 + 0,001 Incluye el cero
Pendiente 0,215 £ 0,005 No Incluye el cero
Fexp > Fcritica
Valor F — Fisher (F) 5724,6123
Fcritica = 4,279
t, = 75,661 texp > 1(0,05, 23)
t — Student
ta= 15727 Teritica = 29068
Fexp < Fcritica
Prueba LOF 1,19

Fcritica= 3,10

Para comprobar si existe correlacion entre los valores de absorbancia y las
concentraciones se formularon las siguientes hipdtesis:

Hy = no existe correlacion entre la ¢(Fe*") y la absorbancia.

H, = existe correlacién entre la c(Fe*") y la absorbancia.

Como texp= 75,661 > tiap = 2.068 para un 95 % de confianza y 23 grados de libertad, se
rechaza la hipétesis nula; existe una correlacion significativa entre la c(Fe*") y la
absorbancia. Los resultados muestran un buen ajuste de la curva de calibracion a los
datos experimentales, debido a que el coeficiente de correlacion tiene valor muy

proximo a 1, lo que significa que existe correlacion con una probabilidad elevada.

46



Con el objetivo de verificar la significacion estadistica del intercepto se plantearon las
siguientes pruebas de hipotesis:

Hy: intercepto =0

H;: intercepto # 0

Como texp= 1,727 > tiap = 2,068 para un 95 % de confianza y 23 grados de libertad, se
aceptala hipotesis nula; el intercepto no es significativamente diferente de 0. Lo
anterior se corrobora a partir del intervalo de confianza del intercepto el cual incluye
el cero, lo cual significa que este parametro es significativamente iguala 0.

A pesar del resultado anterior en este trabajo no se desprecio el intercepto del modelo
de regresion, ya que como plantearon Kutner et al. (2005) "... es generalmente una
practica segura no usar un modelo de regresion a través del origen y en su lugar
emplear el modelo de regresion con el intercepto. (...) y a menos que el tamafio de la
muestra sea muy pequefio el uso del modelo de regresion con intercepto no tiene
desventajas de ninguna consecuencia."

Un resultado diferente se obtuvo para la pendiente como se puede demostrar a partir
de la comprobacion de las siguientes hipotesis:

Hy: pendiente = 0

H;: pendiente # 0

Como texp= 75,661 > tiap, = 2,068 para un 95 % de confianza y 23 grados de libertad, se
rechaza la hipdtesis nula; la pendiente es significativamente diferente de 0, es decir
existe una relacion de proporcionalidad entre los valores de absorbancia y las
concentraciones de Fe*".

Para comprobar la homogeneidad de varianza de las absorbancias (homocedasticidad)

se representan en la figura 3.2 un grafico de los residuales obtenidos. Como se
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observaal graficar los residuales contra las concentraciones se obtienen los puntos

distribuidos al azar alrededor del eje x, lo que indica que existe homocedasticidad.

Grafico de los residuales
0.008 -
L 2
0.006 -
, 0004 -
'§ 0.002 - ¢
0 V'S .
o * ¢ * ¢
0 T ’ T 4’7 T T é 1
) ¢ 0.1 0.2 e 03 . 04 e 05
-0.002 ¢ . .
-0.004 -
Concentracién (mg/L)

Figura 3.2 Grafico de residuales de la curva de calibracion de Fe*"

Para comprobar si los resultados experimentales se ajustan a un modelo lineal se formularon

las siguientes hipdtesis:
Ho: Abs = By + B;-c(Fe*")
H;: Abs # B + B;-c(Fe*")

Como Feyp, = 1,19 < Fap, =3.10 para un 95 % de confianza y 20 y 3 grados de libertad
entonces se acepta la hipotesis nula, por lo cual los resultados experimentales se
ajustan a un modelo lineal (linealidadin-line, ausencia de curvatura). La linealidad on-
line es igual a 1,32 % indicando que existe poca dispersion de los datos alrededor de la

linea de calibracion.

Por todo lo anterior se puede afirmar que los resultados experimentales obtenidos en el
método de determinacion de Fe por espectrofotometria UV — Visible se ajustan a una

linea recta.
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3.1.2. Limite de deteccion y limite de cuantificacion
En el método de determinacion de Fe*'el valor obtenido para el limite de deteccion fue
0,013 mg/L y para el limite de cuantificacion 0,043 mg/L. Como se puede apreciar

estos valores estan por debajo del valor minimo de la curva de calibracion.

3.1.3. Analisis de la precision para cuantificar los contenidos de Fe**
Al realizar los replicados para el andlisis de la precision se tuvo en cuenta la
repetibilidad y precision intermedia. Se realizaron 10 determinaciones en tres niveles

de concentracion: 0,05 (minimo); 0,25 (medio) y 0,45 (maximo) mg/L.

Para la precision intermedialas determinaciones se realizaron en el mismo laboratorio,
pero con diferentes analistas. Se realizo la comprobacion de errores burdos a los datos
experimentales obtenidos, para todos los casos Gexp < Geritico para un 95 % de
confianza, por lo tanto, se acepta la hipdtesis nula y se concluye que no existen errores
burdos (Anexol). En la Tabla 3.2 se muestran los resultados de la repetibilidad al

determinar el contenido de Fe*".

Tabla 3.2Resultados de los analisis de la repetibilidad de la determinacién de Fe**

c(Fe*") (mg'L™)
0,05 0,25 0,45
Coeﬁglente deovarlacmn 6,454 5118 1,703
experimental (%)
C(,)gﬁcwonte de variacion 7.535 5914 5,413
critico (%)

yqe o g eqe . . ., 24
Como parte del analisis de repetibilidad correspondiente a la cuantificacion de Fe™ se
comprobd que en los tres niveles de concentracion se cumplid que el coeficiente de

variacion experimental es menor que el coeficiente de variacion critico (expresados
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ambos en porciento) (ver tabla 3.2), por lo cual se puede afirmar que la cuantificacion
es adecuadamente repetible bajo las condiciones de los ensayos realizados.

Tabla 3.3 Resultados de los andlisis de la precision intermedia de las determinaciones

de Fe*'.

c(Fe’") (mg'L™)
0,05 0,25 0,45
Coeﬁglente deovarlacmn 11,257 6.336 3314
experimental (%)
(((D)/o)eﬁcwnte de variacion critico 25.116 19,712 18,043
0

De los andlisis de precision intermedia de determinaciones llevadas a cabo por
diferentes analistas, el mismo dia, se comprobd que para el factor evaluado y en los tres
niveles de concentracion se cumplié quelos coeficientes de variacion experimentalesson
menores que loscoeficientes de variacion criticos (expresados ambos en porciento) (ver
tabla 3.3), por lo cual se puede afirmar que la cuantificacion es reproducible bajo las

condiciones de los ensayos realizados.

3.1.4. Sesgo

3.1.4.1. Sesgo proporcional

Se realizé la determinacion de errores burdos a los resultados obtenidos, para la cual se
plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: No existen errores burdos

H,: Existen errores burdos

Se obtuvo que en la mayoria de los casos y para un 95 % de confianza los valores de

Gexp son menores que Geritico (Gexp< Geritico), por lo tanto, se aceptd la hipotesis nula y se
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concluyd que no existen errores burdos. Sin embargo, para el valor minimo de la
primera adicion de estandar el valor del estadigrafo es solo ligeramente superior al nivel
critico. En este trabajo se decidi6 no considerarlo un error burdo.

Como el método empleado para determinar la posible existencia de sesgo proporcional
se basa en que los resultados obtenidos se ajustan a una linea recta se realizé un analisis
de regresion de los mismos para comprobar esta suposicion. Con tal fin se formularon

las siguientes hipotesis:
Ho: Abs = By + B;-c(Fe™")
H,: Abs # By + B;-c(Fe™)

Para decidir cual hipotesis se cumple se realizd una prueba de falta de ajuste
obteniéndose que la Fey, = 2,96 < Fiyp, =3,71 para un 95 % de confianza y 10 y 3 grados
de libertad entonces se acepta la hip6tesis nula, por lo cual los resultados experimentales

se ajustan a un modelo lineal.

Para comprobar si la pendiente es estadisticamente significativa se formularon las
siguientes hipotesis:

Ho: pendiente = 0

H;: pendiente # 0

Como teyp = 29,114 > ti, = 2,228 para un 95 % de confianza y 10 grados de libertad, se
rechaza la hipdtesis nula; la pendiente es significativamente diferente de 0, es decir
existe una relacion de proporcionalidad entre los valores de absorbancia y las

. 2+
concentraciones de Fe™".
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Para comprobar si el intercepto es significativo estadisticamente se formularon las
siguientes hipotesis:

Hy: intercepto =0

H;: intercepto # 0

Como teyp = 89,013 > tia, = 2,228 para un 95 % de confianza y 10 grados de libertad, se
rechaza la hipdtesis nula; el intercepto es significativamente diferente de 0.

A partir de los resultados obtenidos se calculd el sesgo de consenso el cual fue igual a
2,2.

Para comprobar si existe sesgo proporcional se formularon las siguientes hipdtesis:

Ho: R =1 (no hay sesgo proporcional)

Hi: R # 1 (hay sesgo proporcional)

El valor de la t de Student experimental fue 58,952 > 4,302 (valor critico) para 95 % de
confianza y 2 grados de libertad, lo cual significa que hay sesgo proporcional, es decir
la concentracion de la matriz influye en los resultados analiticos, motivo por lo cual los
resultados deben ser corregidos en funcidon del recobrado de consenso (ver los anexos

para los resultados).

3.1.4.2. Sesgo constante

Para la determinacion del sesgo constante también se comprob6 la presencia o no de
errores burdos, para la cual se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: No existen errores burdos

H;: Existen errores burdos
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Se obtuvo que en todos los casos y para un 95 % de confianza los valores de Geypson
menores que Geritico (Gexp< Geritico), POT 1o tanto, se acepto la hipodtesis nula y se concluy6

que no existen errores burdos.

A partir de los resultados obtenidos y empleando la ecuacion de la linea recta obtenida
mediante el estudio de regresion se calcularon las c(Fe™), las desviaciones estandar
relativas de la precision intermedia (variando solo analistas), las incertidumbres de las
concentraciones el sesgo constante y su incertidumbre, el numero de grados de libertad
efectivos y la t de Student experimental. Para comprobar si existe sesgo constante se
formularon las siguientes hipotesis:

Ho:dct = 0 (no hay sesgo constante)

H;:dct # 0 (hay sesgo constante)

El valor de la t de Student experimental fue 1,56 < 2,75 (valor critico) para 95 % de
confianza y 8,81 grados de libertad efectivos, lo cual significa que no hay sesgo
constante, es decir la cantidad de la matriz no influye en los resultados analiticos,
motivo por lo cual los resultados analiticos no deben ser corregidos en funcion del sesgo

constante (ver los anexos para los resultados).

3.2. Determinacion de las concentraciones de Fe’" y Fe total

Para la determinacion de las concentraciones de Fe?' y Fe total también se comprobd la
y

presencia o no de errores burdos, para la cual se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: No existen errores burdos

H;: Existen errores burdos
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Se obtuvo que en todos los casos y para un 95 % de confianzalos valores de Geypson
menores que Geritico (Gexp< Geritico), POT 1o tanto, se acepto la hipodtesis nula y se concluyo

que no existen errores burdos.

Siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo 3 la concentracion de Fe*" disuelto y
no corregida en funcion del sesgo proporcional fue 0,20 = 0,04 mg/L. Corrigiendo los
resultados por el valor del sesgo proporcional (R = 2,20 £ 0,08) se obtuvo que la
concentracion de Fe** en el agua fluvial empleada en la Empresa Electroquimica de

Sagua UEB Cloro-Sosa y procedente del rio Sagua la Grande fue 0,09 + 0,01 mg/L.

La concentracion de Fe total disuelto y no corregida en funcion del sesgo proporcional
fue 0,38 £ 0,04 mg/L. Corrigiendo los resultados por el valor del sesgo proporcional (R
= 2,20 £ 0,08) se obtuvo que la concentracién de Fe*" en el agua fluvial empleada en la
Empresa Electroquimica de Sagua UEB Cloro-Sosa y procedente del rio Sagua la

Grande fue0,17 + 0,02 mg/L.

La concentracion de Fe’* disuelto corregida por el sesgo fue 0,08 + 0,03 mg/L.
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CONCLUSIONES

1. A partir de la evaluacion de los criterios de regresion, precision intermedia,
limites de deteccion y cuantificacion y sesgo se puede afirmar que la cuantificacion de
Fe*" por espectrofotometria UV — Visible es adecuada para la determinacion de este
analito en muestras de aguafluvial de la Empresa Electroquimica de Sagua UEB Cloro —
Sosa.

2. Las concentraciones de Fe*", Fe’" y Fe total de las muestras tomadas del agua
fluvial empleada en la Empresa Electroquimica de Sagua UEB Cloro-Sosa y procedente
del rio Sagua la Grande fueron 0,09 + 0,01 mg/L; 0,08 £+ 0,03 mg/L y 0,17 + 0,02 mg/L

respectivamente.
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RECOMENDACIONES
> Extender este estudio a otros analitos cuantificados en las aguas empleadas en la

Empresa Electroquimica de Sagua UEB Cloro-Sosa.
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ANEXOS

Anexo 1. Verificacién del método espectrofotométrico UV — Visible para la determinacién de Fe**

a) Andlisis de regresion. Determinacion de errores burdos

Prueba de Grubbs
Conc Desv. Geritico
(mg/L) Estandar 95 %)
1,715
0,05 |0,014|0,01110,01110,019|0,010]| 0,013 0,004 1,633 0,816
0,15 | 0,031 0,033 0,034 | 0,033 | 0,033 | 0,033 0,001 1,095 1,643
0,25 10,056 0,055 0,054 | 0,056 | 0,054 | 0,055 0,001 1,000 1,000
0,35 |0,077| 0,075 0,074 | 0,077 | 0,078 | 0,076 0,002 1,095 1,339
0,45 0,097 | 0,099 | 0,101 | 0,099 | 0,098 | 0,099 0,001 1,483 1,214
b) Repetibilidad
Prueba de Grubbs
C(FE) Desv. Gcn’tico
Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 A10 Gmix | Gumin
mg/L Estandar (P=0,05)
0,05 | 0,011 | 0,012 | 0,012 | 0,011 | 0,013 | 0,010 | 0,011 | 0,010 | 0,011 | 0,010 0,001 1,911 | 1,106 2,290
0,25 | 0,055 | 0,056 | 0,054 | 0,060 | 0,055 | 0,062 | 0,059 | 0,058 | 0,061 | 0,055 0,003 1,564 | 1,216
0,45 | 0,099 | 0,098 | 0,102 | 0,101 | 0,100 | 0,096 | 0,098 | 0,099 | 0,099 | 0,098 0,002 1,765 | 1,765
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e Analisis estadistico

Nivel Bajo| R1 | R2 | R3 | R4 | R5 | R6 | R7 | R8 | R9 | R10 | Media
c(Fe) 0,047 | 0,051 | 0,051 | 0,047 | 0,056 | 0,042 | 0,047 | 0,042 | 0,047 | 0,042 | 0,047
CV(%) 6,454

Nivel Medio | Repl | Rep2 | Rep3 | Rep4 | Rep5 | Rep6 | Rep7 | Rep8 | Rep9 | Repl0| Media
o(Fe) 10249 | 0253 | 0.244 | 0.272 | 0,249 | 0.281 | 0,267 | 0,263 | 0.277 | 0,249 | 0-260
CV(%) 5,118

Nivel Alto | Repl | Rep2 | Rep3 | Rep4 | Rep5 | Rep6 | Rep7 | Rep8 | Rep9 | Repl0| Media
o(Fe) | 0453 | 0,449 | 0467 | 0.463 | 0.458 | 0,440 | 0,449 | 0,453 | 0453 | 0,449 | 0433
CV(%) 1,703

c¢) Precision intermedia (Analistas)

c(Fe) = 0,05 mg/L

Al ]| A2 ] A3 | A4 | A5

Analistal| 0,010 | 0,010 | 0,013 | 0,010 | 0,013

Analista2| 0,012 | 0,011 | 0,011 | 0,011 | 0,012
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c(Fe) = 0,25 mg/L

Al

A2 | A3 | A4 | AS

Analistal | 0,065

0,058 | 0,059 | 0,053 | 0,059

Analista2 | 0,056

0,055 | 0,054 | 0,056 | 0,054

c(Fe) = 0,45 mg/L
Al | A2 | A3 | A4 | AS
Analistal | 0,094 | 0,091 | 0,099 | 0,093 | 0,098

Analista2

0,097 | 0,099 | 0,101 | 0,099 | 0,098

e Determinacion de errores burdos.

Prueba de Grubbs
Analista 1
c(Fe) mg/L | Media| DesviacionEstandar Gmin Gmax Geritico(0=0,05)
0,05 0,011 0,001 0,730 1,095 1,715
0,25 0,059 0,004 1,360 1,453
0,45 0,095 0,003 1,180 1,180

65



Prueba de Grubbs
Analista 1
c(Fe) mg/L| Media| DesviacionEstandar Gmin Gmax Gritico(0=0,05)
0,05 | 0,043 0,000 0,730 | 1,095 1,715
025 | 0,102 0,001 1,000 | 1,000
045 | 0,147 0,001 1214 | 1,483
e Analisis estadistico
Nivel bajo
cl(mg/L)| c2(mg/L) | c¢3(mg/L)| c4(mg/L) | ¢5(mg/L) | Media| CVesrico (%0) | CVexp (%0)
Analistal| o045 | 0042 | 0056 | 0042 | 0056 | 0048 | 2>116 11,257
Analista2| o051 | 0047 | 0,047 | 0,047 | 0,051
Nivel medio
cl(mg/L) | ¢2(mg/L)| ¢3(mg/L) | c4(mg/L) | ¢S(mg/L)| Media| CVierico(%) | CVexp (%)
Analistal | o998 | 0265 | 0270 | 0242 | 0270 | 0260 | 19712 6,336
Analista2 | 956 | 0251 | 0247 | 0256 | 00247
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Nivel alto

cl(mg/L)| c2(mg/L)| ¢3(mg/L)| c4(mg/L)| c¢S(mg/L)| Media| CVsrico (%) | CVexp (%0)
Analistal | 435 0,419 0,456 0,428 0,451 | 0,446 18,043 3314
AnalistaZ| o 447 | 0456 | 0465 | 0456 | 0451
d) Sesgo Proporcional
Prueba de Grubbs
Conc
Desv. Gcritico
anadida | A1 A2 A3 | Anedia Gmiax Gmin
Estandar (95 %)
(mg/L)
0,000 | 0,028 | 0,027 | 0,025 | 0,027 0,002 0,873 | 1,091 1,154
0,073 | 0,059 | 0,059 | 0,054 | 0,057 0,003 0,577 | 1,155
0,145 | 0,095 | 0,094 | 0,090 | 0,093 0,003 0,756 | 1,134
0,218 0,128 10,127 | 0,123 | 0,126 0,003 0,756 | 1,134
0,290 | 0,162 |0,166 | 0,164 | 0,164 0,002 1,000 | 1,000
R Rpromedio S(R) u(R) texp tcritica
2,16 2,20 0,03 0,02 58,95 4,30
2,21
2,22
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e) Sesgo constante

Prueba de Grubbs
Volumen
Desv. Gcritico
afiadido | A1 A2 A3 A4 AS A6 | Anedia Gmix | Gmin
Estandar (95 %)
(mL)
15 0,018 | 0,020 | 0,020 | 0,023 | 0,024 | 0,022 | 0,021 0,0022 1,271 | 1,421 | 1,887
35 0,049 | 0,044 | 0,058 | 0,052 | 0,052 | 0,052 | 0,051 0,0046 1,492 | 1,565
Volumen
cl c2 c3 c4 c5S c6 Cmedia
anadido RSD; u oct | u(oct)
(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)(mg/L) (mg/L)| (mg/L)
(mL)
15 0,005 | 0,005 | 0,005 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,0863 | 0,0002 | 0,0007 | 0,0005
35 0,012 ] 0,010 0,013 | 0,012 | 0,012 | 0,012 | 0,012 | 0,0820 | 0,0004
Nefr texp tiab
8,810 1,564 2,7515
f) Cuantificacion de Fe*" soluble
Prueba de Grubbs
Desv. Gcritico
Al A2 A3 A4 AS | Anedia Gmix | Gmin
Estandar (95 %)
0,010 0,012 | 0,015 0,012 | 0,011 | 0,012 0,002 1,604 | 1,069 | 1,715
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., 2+ . .
Concentracion de Fe™ soluble no corregida por el sesgo proporcional

Intervalo
cl c2 c3 c4 cS Cmedia Desv.
de
(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)| (mg/L) | Estandar
confianza
0,167 | 0,205 | 0,260 | 0,205 | 0,186 | 0,205 0,0348 0,04
Concentracion de Fe** soluble corregida por el sesgo proporcional
Intervalo
cl c2 c3 c4 cS Cmedia Desv.
de
(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)| (mg/L) | Estandar
confianza
0,076 | 0,093 | 0,118 | 0,093 | 0,085 | 0,093 0,0158 0,01
g) Cuantificacion de Fe total soluble
Prueba de Grubbs
Desv. Gcritico
Al | A2 | A3 A4 AS | Amedia Gmix | Gmin
Estandar (95 %)
0,020 | 0,022 | 0,020 | 0,021 | 0,025 | 0,022 0,002 1,640 | 0,772 | 1,715
Concentracion de Fe total soluble no corregida por el sesgo proporcional
Intervalo
cl c2 c3 c4 cS Cmedia Desv.
de
(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)| (mg/L) | Estandar
confianza
0,353 1 0,391 | 0,353 | 0,372 | 0,447 | 0,3833 | 0,0386 0,04
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Concentracion de Fe total soluble corregida por el sesgo proporcional

Intervalo
cl c2 c3 c4d c5 Cmedia Desv.
de
(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)| (mg/L) | Estandar
confianza
0,16 | 0,17 | 0,16 | 0,16 | 0,20 0,17 0,0175 0,02

h) Concentracion de Fe’* soluble corregida por el sesgo proporcional

Intervalo
cl c2 c3 c4d c5 Cmedia Desv.
de
(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)|(mg/L)| (mg/L) | Estandar
confianza
0,08 | 0,08 | 0,04 | 0,08 | 0,12 0,08 0,03 0,03
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