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RESUMEN

El presente Trabajo de investigacidon ha sido realizado en el Laboratorio de Servicios Ambientales
S.A. Con el propdsito de desarrollar y validar el método de determinacion de fluoruros en aguas
naturales, residuales y residuales tratadas mediante una metodologia ya establecida vy

estandarizada dentro del laboratorio utilizando el espectrofotémetro Thermo Scientifics.

En la parte bibliografica se descifraron criterios importantes sobre calidad, validacion, calibracién y
conceptos estadisticos, los cuales fueron un soporte para el correcto tratamiento de los datos y asi

obtener los parametros de desempeno de los métodos.

Se validé método para el analisis de determinacion de fluoruros, determinandose un intervalo de
0..20 hasta 1.0 mg/I. La exactitud, precisidn e incertidumbre que se obtuvieron cumplieron con los
objetivos establecidos. En todos los niveles de concentracion se obtuvieron porcentajes de

recuperacion del 98.87% cumpliendo con los criterios de aceptacién del laboratorio.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El agua es un elemento esencial para la vida, el ser humano la ha utilizado desde la antigliedad
para cubrir muchas de sus necesidades: preparacién de alimentos, limpieza, transporte, obtencién
de energia, ocio, refrigeracion de maquinas, conservaciéon de alimentos, agricultura etc. La

salubridad y la calidad del agua son fundamentales para el desarrollo y el bienestar humano.

Los fluoruros estan presentes de manera natural en el agua y en el suelo a distintas
concentraciones El fluoruro es el nombre que se da a un grupo de compuestos que contienen

fldor, un elemento que se encuentra en la naturaleza, junto con uno o mas elementos..

El ion fluoruro forma compuestos y reacciona con la mayoria de moléculas organicas e inorgdnicas.
El esmalte y la dentina estan formados por hidroxiapatita (fosfato de calcio) que es disuelta por los
acidos de la descomposicién bacteriana, de los alimentos ingeridos. Los iones fluoruro forman
fluoroapatita con el esmalte dental, que es menos soluble en los acidos que la hidroxiapatita,

otorgando mayor resistencia al esmalte. (Romero, y otros, 2017)

En la década de los afios cuarenta Estados Unidos se convierte en el primer pais que empezd con
la fluoracion del agua potable en la comunidad de Grand Rapids con una concentracién 1 mg/L.

(Romero, y otros, 2017).

Como autoridad internacional en materia de salud publica y de calidad del agua, la OMS dirige los
esfuerzos mundiales por prevenir la transmision de enfermedades transmitidas por el agua. Con
ese fin, promueve la adopcidn por los gobiernos de reglamentacién sanitaria y trabaja con sus
asociados para fomentar las practicas de gestion de riesgos eficaces entre los proveedores de
agua, las comunidades y los hogares. Es por ello que la OMS recomienda el valor de referencia
para el fluoruro en el agua potable es de 1,5 mg /L. (Boischio, 2013)

La validacidn de un método es aquel proceso por el cual se establece mediante estudios de
laboratorio que su capacidad satisface los requisitos para las aplicaciones deseadas; esta
capacidad se expresa en términos de parametros de anadlisis, donde se tiene en cuenta la

linealidad, precision (Repetibilidad y reproducibilidad), exactitud, especificidad, sensibilidad.


https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000044670&version=Patient&language=Spanish
https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000422394&version=Patient&language=Spanish
https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000613508&version=Patient&language=Spanish

En la actualidad tiene gran importancia la validacion de métodos, procesos, etc., que permitan
mayor confiabilidad en los resultados, fundamentalmente cuando se trabaja con productos
naturales, donde es necesario obtener datos y resultados experimentales que demuestren Ia
aptitud para el uso que se destina; es por ello, que nos trazamos como objetivo la validacion del

método de determinacién de fluoruros.



1.1 Estado del Arte

~ Tipo de o
Autor(es) Afio Lugar Aporte tecnolégico
documento
Luis Galicia Chacdn, Nelly L ) o o
) ; i Se realiz6 un estudio descriptivo del agua de dieciocho zonas
Molina Frechero, Anastacio o Articulo de ] o o )
. 2011 | México,DF. . .. |deTlahuac, Cd. de México, con el objetivo de determinar la
Oropeza Oropeza,Enrique revista cientifica N
o ) concentracion de fluoruro en el agua potable
Gaona, Lilia Juarez Lopez
Melina del Carmen Uribe, Articulo d En este articulo se discute el concepto de validacion, las
rticulo de
Lopez, Rocio Lopez Vidal; 2013 | Tabasco, México ) . |ventajas y beneficios que proporciona, y la metodologia que
) revista cientifica ) ) ) ]
Claudia Paloma Ramos Mayo deben seguir los laboratorios para validar sus métodos.
El propésito de este trabajo es aclarar el concepto y su
Rubén J. Lazos Martinez e ) o Articulo de importancia para obtener resultados confiables planteando al
. ) . 2004 | Querétaro, México. . o ) L . ]
Ignacio Hernandez Gutiérrez revista cientifica | objeto de la validacién como una herramienta para cubrir una
determinada funcion.
Estudio de la presencia, distribucion, hidrogeoquimica y origen
. o Articulo de de arsénico, fluoruro y otros elementos traza disueltos en agua
M. Adrian Ortega-Guerrero 2009 | México

revista cientifica

subterranea, a escala de cuenca

hidrologica tributaria de Lerma-Chapala, México

1.2 Planteamiento del Problema

Tabla 1. Cuadro del Estado del Arte

El gobierno junto con la Secretaria de Salud emite normas para controlar y vigilar la calidad del

agua y es por eso que se emitié la NOM-127-SSA1-199, que establece los limites permisibles de

calidad y los tratamientos de potabilizacion del agua para uso y consumo humano, que deben

cumplir los sistemas de abastecimiento publicos y privados que la distribuya, en todo el territorio

nacional.

El Laboratorio de Servicios Ambientales recibe muestras de agua para su analisis de acuerdo a los

limites permisibles establecidos en la norma y el cliente solicita los pardmetros que desee que se

le analicen a su muestra en el caso de Determinacidn de Fluoruros al ser un método con el que no

cuenta el laboratorio hay que contratar el servicio lo que genera un costo adicional, por tal motivo




se decidié emplear el método. Pero ¢ COmo se garantiza la confiabilidad de los resultados de esta

determinaciéon?

La Acreditacion es un acto por el cual una entidad de acreditacidn reconoce la competencia
técnica y confiabilidad de los laboratorios de ensayo, laboratorios de calibracién, laboratorios

clinicos etc. y organismos de certificacion para la Evaluacion de la Conformidad.

La Entidad Mexicana de Acreditacion A. C. Es la primera entidad de gestion privada en nuestro
pais, que tiene como objetivo acreditar a los Organismos de la Evaluacién de la Conformidad que
son los laboratorios de ensayo, laboratorios de calibracion, laboratorios clinicos etc. Y la
autorizacién de las Buenas Practicas de Laboratorio. Es por ello que se busca la acreditacidon ante

esta organizacion.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General.

Validar el método de determinacién de fluoruros para garantizar la confiabilidad y veracidad de los

resultados obtenidos por este método de acuerdo a la NMX-EC-17025-IMNC-2006

1.3.2 Objetivos Especificos.
e Recopilar la informacidén bibliografica del método analitico.
e Realizar la curva de calibracidn para la determinacion de fluoruros.

e Establecer los criterios de calidad para el método.



1.4 Definicidn de variables

Determinar los pardmetros analiticos de validacion:

e Linealidad: Capacidad para arrojar resultados del andlisis que sean
proporcionales ya sea de manera directa 0 mediante la transformacion matematica
bien definida a la concentracion del analito en muestras, dentro de un intervalo
determinado (Moreno, 2008)

e Sensibilidad: Es la relacion entre la sefial obtenida de un sistema de medicién y la
correspondiente concentracion de analito, es decir, la pendiente de la funcién de
calibracibn y no es sinénimo de limite de deteccién. Cuando la funcion de
calibracion es una recta, la sensibilidad analitica es constante en todo el intervalo
de medida. (Acurio, 2011)

e Limite de deteccion del método: Es la minima concentracion de un analito o
sustancia en una muestra, la cual puede ser detectada pero no necesariamente
cuantificada bajo las condiciones en que se lleva a cabo el método.( NMX-AA-077-
SCFI-2001)

e Limite de cuantificacion: Es la menor concentracién de un analito o sustancia en
una muestra que puede ser cuantificada con precision y exactitud aceptables bajo

las condiciones en que se lleva a cabo el método.

e Exactitud: Expresa la cercania entre un valor que es aceptado, sea como un valor
convencional verdadero, sea como valor de referencia aceptado y el valor
encontrado obtenido al aplicar el procedimiento de analisis un cierto nimero de

veces. (Moreno, 2008)

e Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos de pruebas
individuales cuando el procedimiento se aplica de manera repetida a muestras

multiples de una muestra homogénea. (Moreno, 2008)



1.5 Hipotesis

La hipétesis nula (HO): Los resultados del analisis del tratamiento estadistico cumple con los

criterios de aceptacidn del laboratorio.

La hipdtesis alternativa (H1): Los resultados del analisis del tratamiento estadistico no cumple con

los criterios de aceptacion del laboratorio.

1.6 Justificacion del Proyecto

Millones de medidas analiticas son realizadas diariamente en miles de laboratorios alrededor del
mundo. Son innumerables las razones para realizar estas mediciones, por ejemplo: como una
manera de analizar un producto con el fin comercial, apoyo al cuidado de la salud, control de la

calidad del agua de consumo. (Acurio, 2011)

La realizacion de un andlisis de laboratorio no es un proceso que se efectie en forma aislada, en la
mayoria de los casos se requiere de materiales, reactivos, instrumentos y personal calificado,

realizando las pruebas a través de métodos o procedimientos estandarizados.

Todo laboratorio requiere de métodos analiticos fiables para cumplir con las normativas
nacionales e internacionales, estableciendo asi un sistema de control, para mejorar la calidad de
sus servicios. Por lo tanto, es indispensable que un laboratorio deba tomar las medidas
pertinentes para asegurarse de que es capaz de producir, y de que produce efectivamente, datos

con el nivel necesario de incertidumbre.

Asi, la validacién de métodos es un componente esencial de las medidas que un laboratorio debe
implementar para producir datos analiticos fiables. Al mismo tiempo que es necesaria ya que
permite conocer los pardmetros de desempefio del método y proporcionar un alto grado de

seguridad en el andlisis y confianza en los resultados que se obtienen al aplicarlo.


https://explorable.com/es/hipotesis-de-investigacion

De este modo surge la necesidad de parte del Laboratorio de Servicios Ambientales, de desarrollar
un sistema de validacién en sus pardmetro de determinacién de fluoruros, con el fin de cumplir
con las estandares de calidad establecidas en la normativa nacional, el cual contribuira a tener
mayor competitividad y garantizar a sus clientes la calidad de sus servicios, entregando los
resultados en forma oportuna y segura, ademds que a esto se agrega la asistencia técnica e

interpretaciéon de los datos, para la debida toma de decisiones por parte del usuario final

1.7 Limitaciones y Alcances

La metodologia para validacién de métodos se encuentra establecida en el laboratorio y esta
basada en el NMX-EC-17025-MNC-2006. De acuerdo a la metodologia del laboratorio la validacion
del método se hace con los resultados generados por dos analistas diferentes, y por politicas de

confidencialidad solo se mostraron los resultados generados por un solo analista.

Ademas la culminacién de la validacién es mediante una auditoria realizada en el laboratorio por
un Grupo Evaluador designado por el organismo de acreditacion en este caso la EMA, el cual
otorga la acreditacion al laboratorio, pero por cuestiones de tiempo solo se reporté hasta la

obtencion de resultados estadisticos.

A través de la validacion se asegura la certeza de las mediciones que se realizan en el laboratorio y
corroborar ante las autoridades correspondientes, la competencia técnica de los analistas de cada
area; por lo tanto, se presenta en este trabajo para la validacién del método de determinacién de

fluoruros.



1.8 Laboratorio de Servicios Ambientales

El laboratorio Servicios Ambientales es una empresa mexicana que se dedica a realizar analisis a
aguas purificadas, potables y residuales que cuenta con personal calificado y capacitado, equipos e
instrumentos calibrados, instalaciones adecuadas con areas bien definidas, trabaja con
normatividad vigente bajo un sistema de gestion implantado y bien estructurado, lo que
proporciona veracidad a los resultados que se emiten y confianza a los clientes. Se encuentra
ubicada en la ciudad de Orizaba en la regidn centro del estado de Veracruz con domicilio en Norte

6 No. 316 Col. Abelardo L. Rodriguez.

Servicios Ambientales es especialista en tecnologia para el tratamiento de aguas residuales,
proveedor de analisis, servicios y consultoria a diferentes organizaciones gubernamentales y
privadas. El laboratorio de Servicios Ambientales es de gran impacto en la sociedad, ya que es

indispensable el monitoreo y control del agua de consumo, asi como de riego, y residuales.

Alcance del laboratorio ante la Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA):

Determinacion Norma Oficial Vigente

Sélidos Sedimentables NMX-AA-004-SCFI-2013

Temperatura en Aguas Naturales y NMX-AA-007-SCFI-2013

Residuales.

pH NMX-AA-008-SCFI-2016

Acidez y Alcalinidad NMX-AA-036-SCFI-2001

Oxigeno Disuelto NMX-AA-012-SCFI-2001

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO5) NMX-AA-028-SCFI-2001

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) NMX-AA-030/1-SCFI-2012 NMX-AA-030/2-

SCFI-2011
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Nitrégeno Total Kjeldahl NMX-AA-026-SCFI-2010



Dureza Total

Cloruros Totales

Grasas y Aceites

Sélidos y Sales Disueltas

Fésforo Total

lon Sulfato

Cianuros Totales

Conductividad Electrolitica

Materia Flotante

Nitratos

Nitrégeno de Nitritos

Cromo Hexavalente

Sustancias Activas al Azul de Metileno

Muestreo en Aguas Residuales

Muestreo en Cuerpos Receptores

Coliformes Fecales, Termo Tolerantes vy

Escherichia Coli Presuntiva

Residuales

Arsénico

Cadmio

Cobre

Cromo Total

NMX-AA-072-SCFI-2001

NMX-AA-073-SCFI-2001

NMX-AA-005-SCFI-2013

NMX-AA-034-SCFI-2015

NMX-AA-029-SCFI-2001

NMX-AA-074-SCFI-2014

NMX-AA-058-SCFI-2001

NMX-AA-093-SCFI-2000

NMX-AA-006-SCFI-2010

NMX-AA-079-SCFI-2001

NMX-AA-099-SCFI-2006

NMX-AA-044-SCFI-2014

NMX-AA-039-SCFI-2001

NMX-AA-003-1980

NMX-AA-014-1980

NMX-AA-42-SCFI-2015

NMX-AA-051-SCFI-2016

NMX-AA-051-SCFI-2016

NMX-AA-051-SCFI-2016

NMX-AA-051-SCFI-2016



Mercurio

Niquel

Plomo

Zinc

Huevos de Helminto

Volatiles aromdticos y  halogenados
mediante cromatografia usando detectores
conductividad

de foto ionizacién vy

electrolitica

Determinacion de Vibrio Chorelae

NMX-AA-051-SCFI-2016

NMX-AA-051-SCFI-2016

NMX-AA-051-SCFI-2016

NMX-AA-051-SCFI-2016

NMX-AA-113-SCFI-2012

EPA 8021B

METODOS ESTANDAR EDICION 17 PUNTO
9260 H



CAPITULO 2. METODOLOGIA

Recorrido en el
laboratorio.

Reconocimiento del
area de trabajo

Documentacién del
método.

Preparacion de
soluciones.

Realizacion de curva
de calibracion.

Recopilacidn de datos.

Establecimiento de los
criterios del método.

Analis de datos
obtenidos.

Redaccon del
proyecto.

Implementacién del
método.

Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia del proyecto



El procedimiento para la validacién del método se siguid el procedimiento ya establecido en el

laboratorio, el cual esta basado y sustentado bajo la NMX-EC-17025-MNC-2006

Re corrido en el laboratorio.

Se identifican los diferentes analisis que se realizan en el laboratorio asi como en sus diferentes
areas de trabajo. Se identifican los diferentes equipos que se utilizan como las medidas de

seguridad necesarias para cada area de trabajo.

Reconocimiento del drea de trabajo.

Se identifica al departamento de Fisicoquimica como el area de trabajo para realizar el proyecto.,

Documentacion del método.

Busqueda de informacién acerca del método de fluoruros, técnica empleada y la normatividad
aplicable, los reactivos que se emplean durante el andlisis y los equipos y materiales de laboratorio

necesarios para llevar a cabo el anilisis.

Preparacion de soluciones.

Se preparan las soluciones para la curva de calibracién como lo es la Solucién Madre de Fluoruros
y de ella se partid para preparar los soluciones de la curva con las concentraciones requeridas por
el método. Se preparar la solucion de SPANDS, el reactivo de Zirconilo en medio acido. Y el
Reactivo de Zirconilo en medio acido- SPANDS vy la disolucién de referencia, de acuerdo al

procedimiento de la NMX-077-SCFI-2001.

A partir de una solucidn patrén de fluoruro de sodio, se preparan una serie de puntos de intervalo
de concentracidon de 0.2 mg/L a 1.0 mg/L para la elaboracién de una curva de calibracion. Se

trabajd con un blanco reactivo y un estandar.



2.1 Realizacidon de la curva.

Se prepararon los cinco puntos de la curva mas el blanco reactivo y el estandar donde se
realizaron tres curvas de calibracién en diferentes dias para analizar los datos obtenidos. Se
analizaron las soluciones de acuerdo al procedimiento de la NMX-077-SCFI-2001 y se leen

inmediatamente en el espectrofotémetro.

2.2 PROCEDIMIENTO.

Se analizé en las condiciones que indicé el método de ensayo de acuerdo a la norma, durante 2

dias diferentes, el mismo analista, siete réplicas de un estandar de concentracién.

2.3 RECUPERACION.

Con los datos obtenidos se calcula el % Recuperacidon obtenido de los 14 datos, mediante la

siguiente formula:
%Recuperacién obtenido = (Conc. Obt. / Valor de referencia)*100
Criterio de aceptacion de los porcientos de recuperacion:
90 al 110% de recuperacién para métodos espectrofotométricos U.V. visible
2.4 REPETIBILIDAD:

Con los datos de % de recuperacion obtenidos se calcula la media, la desviacidn estandar y el % de

CVv.

El % CV (Coeficiente de variacion) de las siete replicas mediante la siguiente formula:

n-1

S =/ T(Xo — Xe) 2
|

La desviacién estandar relativa y/o coeficiente de variacion expresada en porciento:

DER = %CV = x 100

><|‘-:n



S= Desviacion estandar
X= Promedio de los % Recuperacidn entre dias
Criterios de aceptacion de la Repetibilidad en % CV:

En el caso de fluoruros el % de Repetibilidad debe de ser DER=CV a 4.54% y la Reproducibilidad
DER=CV a 4.54%

2.5 REPRODUCIBILIDAD.

Se considera la Repetibilidad de diferentes analistas o del mimo analista en diferentes condiciones,
con los datos obtenidos

Se obtiene la F de Fisher de tablas para un nivel de confianza entre el 95 y 98%, los grados de
libertad (gl), se calculan con el nimero de datos para cada analista menos uno, (gin) del
numerador y (gld) del denominador.

Se calcula la F de Fisher a través de la desviacion estandar entre dias del analista, mediante la
siguiente formula

F de Fisher = S2 mayor / S2 menor

Criterio de aceptacion: F de Fisher calculada < F de Fisher de Tablas 0,98; gin; gid

2.6 PRUEBAS DE R (REPETIBILIDAD) Y R (REPRODUCIBILIDAD).

Se calcula con los datos obtenidos del calculo de la repetitividad. Calcular la desviacion estandar

combinada y el promedio de las medias de cada analista.
Sp=V (51 +S2 +......5n) Sp = Desviacién estandar combinada
Sn = desviacién estdndar del analista

X = (X1 +X2 +.... Xn)/ n X= Gran media.

Xn = promedio del analista



Con los datos obtenidos de Repetibilidad y reproducibilidad calcular el coeficiente de variacién

(%CV), entre analistas.
DER= %CV= (Sp/ X)*100

2.7 EXACTITUD INICIAL DEL METODO.

Con los datos obtenidos de % Recuperacion en el inciso 6.1 (14 datos), calcular el promedio,

desviacion estandar y la t de student.
T student= X - p0*vn/S b

0= Valor convencionalmente verdadero expresado en 100% de recuperacién o en el valor de

referencia.

X = Promedio de los resultados de %Recuperacion obtenidos de los n valores de muestra

independientes.
n = el nimero de mediciones.

S = desviacion estandar de los de los resultados de %Recuperacion obtenidos de los n valores de

muestra independientes.

La t student calculada es comparada con la t student de tablas para un intervalo de confianza del

95%, 98% al 99% y los grados de libertad se calculan con el nimero de datos menos uno.

Criterio de aceptacion: t de student calculada < t de student de tablas, para un nivel de confianza

del 95%, 98% al 99% y n-1 gl

2.8 INTERVALO DE CONFIANZA DE LA EXACTITUD % RECUPERACION:

Se consideran los datos obtenidos en el inciso 6.5.1, utilizando la siguiente ecuacion.
Xt t*S/ Vn
n= numero de mediciones.

S/Vn = Error estandar o error experimental.



t=t de student de tablas.

Criterio del Intervalo de confianza: Se determina si el valor del porcentaje de recuperaciéon

obtenido se encuentra dentro de dicho intervalo.

2.9 COMPROBACION DEL INTERVALO LINEAL.

Se analizan conforme al procedimiento del método de la norma de fluoruros, y se realizan tres

curvas de calibracién en el intervalo establecido para el método de fluoruros.

Se calculé por el método de regresion lineal los valores de la pendiente (m), ordenada al origen

(b), y el coeficiente de correlacidén cuadratico (r2).
Criterios de aceptacion de la linealidad:

Coeficiente de determinacién “r2” > 0,99, coeficiente de correlacién r= 0,995 para Fisicoquimica.
2.10 LIMITE PRACTICO DE CUANTIFICACION DEL METODO.

Limite de cuantificacién del método es considerado como el primer punto de curva de calibracién

establecido en cada uno de los diferentes métodos espectrofotométricos U.V.
2.11 COMPROBACION DEL LIMITE PRACTICO DE CUANTIFICACION DEL METODO.

Se prepara una solucion estandar de material de referencia de naturaleza diferente al empleado
para curva de calibracién calidad de concentracién igual o cercana (no mayor), al primer punto de
la curva de calibracion, se analiza siete veces en las condiciones indicadas por el método de

ensayo.

Criterio de aceptacion: El promedio del % Recuperacidn de los 7 datos debe encontrarse dentro

del intervalo de confianza de la exactitud.

Para considerar el uso de curva de calibracidn para calculo se toman los siguientes criterios en

orden decreciente de prioridades.

2.12 EL SESGO:



La evaluacién practica del sesgo se fundamenta en la comparacién de la media de los resultados
obtenidos de un método con relacidn a valores conocidos, es decir, el sesgo se determina contra
un valor de referencia (un valor verdadero o un valor verdadero convencional).El sesgo puede ser

definido como %de Recuperacion o % de Error Relativo al método.

El sesgo inicial del analista se calcula con los datos de concentracién obtenidos en % de

recuperacion.

Se compara el promedio del valor obtenido de la Media (X) con el valor de referencia certificado

(1)
s=(X-p)

Donde:

X= Gran media (promedio de los valores obtenidos)
p= Valor de referencia certificado.

s=sesgo (+,-)

2.13 INTERVALO LINEAL DE TRABAJO.

La evaluacion practica del intervalo de Trabajo, se fundamenta en la relacién lineal existente entre

“. n
r

la sefial analitica (y), y la concentracion (X), calculandose el coeficiente de correlacion “r”), el cual

“

nos proporciona la relacion lineal existente entre “y” y “X”, (r = 0, significa que no estan

“, n
r

linealmente relacionados cuando mas préximo este de 1 mayor es la relacién lineal existente

o, n HXII

entre “y"y

Se establece el método para calcular y comprobar el Intervalo de Trabajo en el método de ensayo,

de la siguiente manera:

Intervalo de Trabajo para métodos espectrofotométricos U.V. Visible se utilizan muestras
adicionadas en los niveles de la curva de calibracién establecida para cada método de ensayo, de 5

a 6 niveles diferentes de concentracion.

Con los datos obtenidos de la curva se calculd la ordenada al origen (b), pendiente (m) y el

coeficiente de correlacion (r),



CAPITULO 3. DESARROLLO DEL PROYECTO

Recorrido en el laboratorio.

Se hizo un recorrido por las diferentes areas del laboratorio: Microbiologia, Absorcion Atémica,
Cromatografia de gases y Fisicoquimica durante el mismo se identificaron los accesorios
adecuados para cada una de las areas. El laboratorio cuenta con instalaciones apropiadas para

llevar a cabo los andlisis que ahi se realizan.

Figura 2. Area de Cromatografia de gases.

Us

Figura 3 Area de Absorcién Atdmica.



Figura 4. Area de Fisicoquimica

Figura 6. Area de Microbiologia.




Reconocimiento del area de trabajo.

El area en la cual se llevd a cabo el proyecto es el area de Fisicoquimica. En ella se realizan los

analisis de: Nitritos, Nitratos, Grasas y Aceites, Cromo Hexavalente, Cianuros entre otros.

Figura 8. Area de Fisicoquimica.



3.1 Principio del método.

El principio de este método se basa en la reaccidn entre los iones fluoruro y el complejo colorido
de Zirconilo-SPADNS. Este método cubre la determinacion de fluoruros en un intervalo de 0 mgF-

/La1,4 mgF-/L.

El fluoruro reacciona con el Zirconilo del complejo Zr-SPANDS formando otro anidon complejo
incoloro (ZrF62-). Al aumentar el contenido de fluoruro, la intensidad del color disminuye. Siendo
por lo tanto la absorbancia inversamente proporcional a la concentracion de fluoruros. La reaccion
se lleva a cabo en medio acido. La seleccidn del colorante para este método rdpido esta regido en

gran parte por la tolerancia a esos iones.

3.2 Desarrollo del método.

3.2.1 Materiales Y Equipos

Espectrofotometro UV- VIS Marca Thermo Scientifics. Modelo Genesys 20

Figura 9. Espectrofotémetro UV-VIS.



3.2.2 Reactivos Y Patrones

Disolucién madre de fluoruro (100 mg F-/L). Pesar aproximadamente y con precisién 0,221 0 g de
fluoruro de sodio anhidro y aforar a 1 L con agua.

Disolucién patrén de fluoruro: Diluir 100 mL de la disolucion Madre con 1 L de agua (10.0 mf F-/L)

Reactivo de zirconilo en medio acido. Pesar aproximadamente y con precisiéon 133,0 mg de cloruro
de zirconilo octahidratado y disolver en 25 mL de agua. Afadir 350 mL de acido clorhidrico
concentrado y aforar a 500 mL con agua.

Disolucidon de SPADNS. Pesar aproximadamente y con precisién 958,0 mg del reactivo SPANDS y
disolver en agua y aforar a 500 ml. Esta disolucidn es estable por tiempo indefinido, si se protege
de la luz solar. Almacenar en frasco ambar.

Reactivo de zirconilo en medio acido-SPANDS. Mezclar volumenes iguales de disolucidon de
SPANDS y reactivo de zirconilo en medio acido.

Tomar una alicuota de 10 mL de la disolucidn de Reactivo de Zircolino en medio acido-SPADNS y
aforar a 100 mL con agua. Diluir 7 mL de acido clorhidrico concentrado aforando a 10 mL con agua
y agregar a la disolucién de SPANDS diluido anteriormente. La disolucién resultante, es usada para
ajustar el punto de referencia (cero) del espectrofotémetro, la cual es estable durante un afio, por
lo menos.

3.2.3 Recoleccion, Preservacion Y Almacenamiento De Muestras

Tomar un minimo de 300 mL de muestra en un envase de polietileno o teflén, pueden ser
muestras simples o compuestas.

No se requiere de ningun tratamiento especial en campo.
Mantener refrigeracion a 4 °C.
El tiempo maximo de almacenamiento previo al analisis es de 28 dias.

3.2.4 Procedimiento Del Analisis

Tomar una alicuota de 50 mL de la muestra. Colocar la muestra en un tubo de 50 mL o 100 mL con
tapa. Adicionar 10 mL de la disolucién Zirconilo- SPANDS tapar y mezclar diez veces (es importante
mezclar siempre igual todas las muestras, la de referencia y los estandares) leer inmediatamente a
570 nm.



Figura 10 Soluciones de fluoruro de sodio para curva de calibracién.

Figura 11. Soluciones con reactivo de zircolino.




CAPITULO 4. RESULTADOS.

4.1 Resultados

4.1.1 Recuperacion

Conc.

No. Obt.(mg/L) | % Recuperacion
1 0.64 103.27
2 0.61 97.86
3 0.65 104.05
4 0.65 105.59
5 0.64 102.50
6 0.60 97.08
7 0.65 104.30
8 0.60 97.08
9 0.60 96.31
10 0.59 95.54
11 0.62 100.18
12 0.60 96.31
13 0.56 90.90
14 0.58 93.22

Tabla 2. El porcentaje de recuperacidn de los estandares.

El porcentaje de recuperacion se acepta ya que se encuentra dentro de los criterios de aceptacion

(90%-110%).



4.1.2 Repetibilidad.

No. Conc. Obt. | % Recuperacion
1 0.64 103.27
2 0.61 97.86
3 0.65 104.05
4 0.65 105.59
5 0.64 102.50
6 0.60 97.08
7 0.65 104.30

Tabla 3. Porcentaje de recuperacion Dia 1.

%
No. Conc. Obt. | Recuperacién
1 0.60 97.08
2 0.60 96.31
3 0.59 95.54
4 0.62 100.18
5 0.60 96.31
6 0.56 90.90
7 0.58 93.22

Tabla 4. Porcentaje de recuperacién Dia 2.

Dia 1l
X= 102.09
S= 3.31
% CV = 3.24
Dia 2
X= 95.65
S= 2.94
% CV = 3.08
1°y 2° Dia
X= 98.87
S= 3.12
% CV = 3.16

Tabla 5. Resultados de Repetibilidad.




En la tabla 5 se observan los resultados del cdlculo de Repetibilidad donde se muestran aceptables

los resultados obtenido ya que el criterio de aceptacion donde < 4.54 %

4.1.3 Reproducibilidad.

F Calculada F Tablas

1.27 4.28

Tabla 6. Resultados de Prueba F de Fisher.

Por lo tanto, la F de Fisher cumple con los criterios de aceptacion dentro del laboratorio.

4.1.4 Pruebas de Reproducibilidad y Repetibilidad (R y R)

Sp 2.5
X 98.87
% CV 2.53

Tabla 7 Resultados de las pruebas Ry R.

Por lo tanto el % CV se encuentra dentro de los rangos de aceptacion del laboratorio < 4.54%

4.1.5 Exactitud Inicial del Método.

T de Student T de Student Tablas T de Student | T de Student
Calculada (95 %) Tablas (98 %) | Tablas (99 %)
1.9931 2.16 2.65 3.012

Tabla 8. Resultados de la Exactitud inicial del Método.

La T de student calculada < t de student de tablas, para un nivel del 95%, 98% y 99%. Por lo tanto

la T de Student se encuentra dentro de los criterios de aceptacién del laboratorio.




4.1.6 Intervalo de confianza de la Exactitud.

98.87% +1.9931 * 3.12 / V14 =84.11 % a nivel de confianza del 95 %

El valor de porcentaje obtenido no se encuentra dentro de los criterios de aceptacién del

laboratorio.

4.1.7 Intervalo Lineal
4.1.7.1 Curva de Calibracion.

Curva de Caibracion.

0.000

-0.050

-0.100
y =-0.1945x
R?=0.9932
-0.150

Absorbancia x-Br (nm

-0.200

-0.250
Concentracién del sol. (mg/L

Figura 12. Grafica de a curva de Calibracién 1.

1.2



Absorbancia x-Br (nm)
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R? =0.9995

Concentracién del sol. (mg/L)

Figura 13. Grafica de la curva de calibracidn 2.

Curva de Calibracion.

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

y =-0.2085x
R?=0.9999

Concentracién del sol. (mg/L

Figura 14. Grafica de la curva de calibracidn 3.



En la figura 12 13, 14, se observan las curvas de calibracion cumples con los criterios de aceptacién

del laboratorio asi como por lo establecido en la norma.

4.1.8 Comprobacion del Limite Practico de Cuantificaciéon del Método.

No. Conc. Obtenida % Recuperacion
Br - -
1 0.19 94.72
2 0.20 101.12
3 0.18 90.73
4 0.19 93.92
5 0.18 90.73
6 0.19 94.72
7 0.20 98.72
x= 94.95

Tabla 9. Resultados del % Recuperacién del LPC.

Los resultados se pueden observar que el porcentaje de recuperacidén no cumple con los criterios
para el Intervalo de Confianza, pero si cumple con el criterio de aceptacidn del % de Recuperacién
del estandar del area de Fisicoquimica.

4.1.9 Sesgo.
No. Conc. Obt. No. Conc. Obt.
1 0.64 1 0.60
2 0.61 2 0.60
3 0.65 3 0.59
4 0.65 4 0.62
5 0.64 5 0.60
6 0.60 6 0.56
7 0.65 7 0.58

Tabla 10. Concentraciones obtenidas de la Prueba Inicial de Desempefio.



La media de la tabla 8 es de 0.61 mg/L, y el estandar evaluado su concentracion fue de 0.62, g/L

por lo que el sesgo es de -0.01 mg/L.



CAPITULO 5. CONCLUSIONES.

Se validé el método de determinacion de fluoruros con en el analisis de muestras de aguas
potables utilizando espectrofotometria visible, en el Laboratorio de Servicios Ambientales S. A. Se
decidid trabajar con método espectrofotométrico por la experiencia del laboratorio trabajando
este tipo de métodos, con lo cual se cumplieron con los objetivos impuestos y por consiguiente se

aceptd la validacién en el laboratorio para fluoruros.

Se desarrollé la metodologia para la validacion de los métodos establecida por el laboratorio la
cual establece que dos analistas realizan la validacidn, aunque se cumplié con el procedimiento
por politicas de la empresa solo se mostraron los resultados obtenido por la autora del presente
trabajo Se hace mencidn que los resultados generado por la segunda analista cumplieron con los
criterios de aceptacidon del laboratorio. La funcién de respuesta obtuvo un coeficiente de
correlacién de igual a 0,999 estableciéndose asi la linealidad en el intervalo trabajo. El limite de
cuantificacion fue de 0,2 mg/. Se demostrd poseer una exactitud que cumple con los criterios de
aceptacion del laboratorio. Se obtuvo un porcentaje de recuperacion del 98.87% cumpliendo con

los criterios de aceptacion.

Los resultados del intervalo de Confianza del método no cumplieron con los criterios porque el
calculo se hace en base a los resultados de dos analistas y por ello no hubo punto de comparacién

para cumplir con el célculo.

En base a los datos obtenidos y a los calculos estadisticos y matematicos efectuados se registraron
en las bitacoras de trabajo del laboratorio con el fin de proveer al laboratorio de evidencia objetiva
que le permita demostrar el cumplimiento de los requisitos particulares, que servirdn como
soporte para la defensa en las auditorias internas y externas, para los tramites respectivos en la
acreditaciéon del parametro y para la mejora continua del Sistema de Gestién de calidad del

laboratorio



4.1 Recomendaciones

e Es importante que para obtener resultados mds confiables y exactos se realice la recta de
calibraciéon y realizar las verificaciones periédicas del equipo para el analisis de fluoruros

en el periodo de tiempo designado.

e Los estdndares de control calidad de fluoruros por ser inestables a concentraciones bajas,

se recomienda que se realicen cada 28 dias.

e Dada la alta concentracién de acido clorhidrico en el reactivo de color es importante
manejar los desechos del andlisis con las medidas de seguridad pertinentes ademas de
conservar los desechos hasta que el personal autorizado retire los desechos con el fin de

reducir el impacto ambiental al ecosistema.

e Es importante realizar verificaciones periddicas a fin de controlar la estabilidad de los
métodos en funcidon del tiempo y seguir con la mejora continua del Sistema de Calidad del

laboratorio
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