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Capitulo 1. INTRODUCCION

INTRODUCCION

El agua es uno de los compuestos quimicos que mas funciones desempefia. Esto
se debe a las propiedades fisicoquimicas que presenta, como: su poder solvente,
su estado eléctricamente neutro, ademas de que permite la ionizacién de diversos

materiales con mayor libertad que en cualquier otro medio.

Desde el punto de vista industrial se debe tomar en cuenta la presencia de
impurezas en el agua, debido a que alteran la calidad de los productos.
Practicamente en todos los sectores de produccion industrial la utilizan, pero
ninguno de ellos est4 exento de los efectos de sus componentes naturales, como

la dureza.

La dureza del agua se define como la suma de las concentraciones de calcio y de
magnesio. Estos iones pueden provocar la formacién de depoésitos de carbonato
de calcio y magnesio, los cuales disminuyen el diametro interno en las tuberias

ocasionando la pérdida en la capacidad de caudal.

Ademas reducen la eficiencia de la transferencia de calor en calderas y torres de
enfriamiento (debido a que los depdsitos de carbonato de calcio son

mecanicamente dificiles de remover y térmicamente muy aislantes).

La consecuencia es el exceso de consumo de energia para producir calentamiento
o enfriamiento y la posible falla en maquinarias sobrecalentadas, por lo que resulta

muy relevante monitorear la dureza del agua constantemente.

La determinacion de la suma de las concentraciones de iones calcio y magnesio
(dureza total) es de gran importancia para el control de la calidad del agua, por lo
general se ha determinado por un método volumétrico que consiste en su
titulacion con EDTA disédico y negro de Eriocromo T como indicador; éste
procedimiento aparentemente sencillo también resulta laborioso y lento, consume

y desecha grandes cantidades de residuos quimicos.

La demanda creciente para la determinacion rapida de la dureza del agua ha dado

paso a la creacion de “meétodos listos para uso”, comercializados como kit’s, los
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cuales permiten la supervision en tiempo real de los parametros de calidad del

agua, tal es el caso del kit marca Hach para determinacion rapida de la dureza del

agua.

Sin embargo, antes de poder emplear el método del kit es necesario evaluar su

desempenio para garantizar la confiabilidad de los resultados.

En el presente trabajo se lleva a cabo la validacion de un kit comercial marca Hach

para la determinacién rapida de dureza total, comparandolo estadisticamente con
un método de referencia indicado en la NMX-AA-072-SCFI-2001 (Andlisis de
Agua- Determinacion de Dureza Total en Aguas Naturales, Residuales y

Residuales tratadas), para su posible uso en el analisis de rutina del agua potable

en un laboratorio farmacéutico.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Revisar las metodologias para determinar la dureza total en agua.

OBJETIVO PARTICULAR:

Realizar un andlisis comparativo entre las metodologias para determinar
dureza total en agua potable, segun el método por titulacién
complejométrica descrito en NMX-AA-072-SCFI-2001 (Analisis de Agua-
Determinacion de Dureza Total en Aguas Naturales, Residuales y
Residuales tratadas) y un kit para determinacién rapida de dureza marca
Hach.
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AGUA

En el contexto mundial, los diferentes usos del agua se distribuyen en un 65% en
agricultura (riego), 25% en procesos industriales y 10% en abastecimiento para
consumo humano. 3]

Los minerales contenidos en el agua como calcio, magnesio, hierro, zinc, etc.
dependen de la composicién geoldgica de la zona donde se ubica la fuente.

El suministro de buena calidad para consumo humano es fundamental para la
salud y el bienestar de la poblacion, por ello la Secretaria de Salud ha emitido
normas para establecer las caracteristicas del agua para uso y consumo humano,
asi como las condiciones para demostrar su cumplimiento y los requisitos que
deben cumplir los sistemas de abastecimiento para consumo humano publicos y

privados:

MODIFICACION a la NOM-127-SSA1-1994.” Salud ambiental. Agua para uso y
consumo humano. Limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe

someterse el agua para su potabilizacion”.

PROYECTO de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-179-SSA1-2017. “Agua para
uso y consumo humano. Control de la calidad del agua distribuida por los sistemas

de abastecimiento de agua”.

NOM-230-SSA1-2002. “Salud ambiental. Agua para uso y consumo humano,
requisitos sanitarios que se deben cumplir en los sistema de abastecimiento
publicos y privados durante el manejo del agua. Procedimientos sanitarios para el

muestreo”.

La Secretaria de Salud y los demas niveles de gobierno en sus respectivos
ambitos de competencia y en coordinacion con la Comision Nacional del Agua,
son los encargados de vigilar el cumplimiento de dichas normas. El agua
subterranea contiene un mayor numero de iones disueltos, entre los que se
encuentran cationes (calcio, magnesio, sodio, potasio, hierro y manganeso) y

aniones (carbonatos, bicarbonatos, sulfatos y cloruros).
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AGUA PARA USO FARMACEUTICOuY

El agua es la sustancia mas utilizada en la industria farmaceéutica, ya sea como
disolvente o ingrediente para los preparados farmacéuticos, en el lavado de
envases 0 en las operaciones de limpieza de areas y equipos durante los
procesos de fabricacion.

La préactica usual es utilizar agua potable como punto de partida para la obtencién
de cualquier tipo de agua.

Existen diferentes tipos de agua para uso farmacéutico, cuyas caracteristicas se
detallan en las monografias de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos

(FEUM). Los tipos de agua para uso farmacéutico son:

1) Agua purificada nivel 1

2) Agua purificada nivel 2

3) Agua para la fabricacion de inyectables

4) Agua estéril para uso inyectable

5) Agua bacteriostéatica estéril para uso inyectable
6) Agua estéril para irrigacion

7) Agua estéril para inhalacion

8) Agua potable

La FEUM no incluye una monografia relativa al agua potable, pero ésta debe
cumplir con las especificaciones de calidad establecidas en la version vigente de
la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, Salud ambiental. Agua para uso
y consumo humano. Limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe

someterse el agua para su potabilizacion.

En dicha Norma se indican los limites permisibles de las caracteristicas
microbiolégicas, quimicas, radioactivas, fisicas y organolépticas del agua potable.
Los limites permisibles de caracteristicas quimicas se describen en la siguiente
tabla 2.1
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Tabla 2.1 Caracteristicas quimicas del agua potable

CARACTERISTICA LIMITE PERMISIBLE
Aluminio 0.20 mg/L
Arsénico 0.05 mg/L
Bario 0.70 mg/L
Cadmio 0.005 mg/L
Cianuros (como CN") 0.07 mg/L
Cloro residual libre 0.2-1.50 mg/L
Cloruros (como CI) 250.00 mg/L
Cobre 2.00 mg/L
Cromo total 0.05 mg/L
Dureza total (como CaCOs) 500.00 mg/L
Fenoles o compuestos fendlicos 0.3 mg/L
Fierro 0.30 mg/L
Fluoruros (como F) 1.50 mg/L
Benceno 10.00 pg/L
Etilbenceno 300.00 pg/L
Tolueno 700.00 pg/L
Xileno (tres isbmeros) 500.00 pg/L
Manganeso 0.15 mg/L
Mercurio 0.001 mg/L
Nitratos (como N) 10.00 mg/L
Nitritos (como N) 1.00 mg/L
Nitrégeno amoniacal (como N) 0.50 mg/L
pH (potencial de hidrégeno) en unidades 6.5-8.5
de pH
Aldrin y dieldrin (separados o 0.03 pg/L
combinados)
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Tabla 2.1 Caracteristicas quimicas del agua potable (continuacién)

Clordano (total de isdmeros) 0.20 pg/L
DDT (total de is6meros) 1.00 pg/L
Gamma-HCH (lindano) 2.00 ng/L
Hexaclorobenceno 1.00 pg/L
Heptacloro y epoxido de heptacloro 0.03 ng/L
Metoxicloro 20.00 ug/L
Plomo 0.01 mg/L
Sodio 200.00 mg/L
Solidos disueltos totales 1000.00 mg/L
Sulfatos (como SO4%) 400.00 mg/L
Sustancias activas al azul de metileno 0.50 mg/L
(SAAM)

Trihalometanos totales 0.20 mg/L
Yodo residual libre 0.2-0.5 mg/L
Zinc 5.00 mg/L

Para la caracteristica de Dureza Total se especifica un limite de 500.00 mg/L
expresado como CaCOs. Y el método de prueba se describe en la NMX-AA-072-
SCFI-2001 Andlisis de Agua- Determinacion de dureza total en aguas naturales,

residuales y residuales tratadas.

Es responsabilidad del fabricante verificar la potabilidad del agua y en su caso

tomar las medidas necesarias para que cumpla con esta calidad.
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DUREZA DEL AGUAL!l

Histéricamente, la “dureza” del agua se definié en términos de la capacidad de los
cationes del agua para sustituir a los iones sodio y potasio en los jabones y formar

productos poco solubles.

Ol el + G —> -

0" Nat W2
T Ca

jabon

Producto insoluble

Figura 2.1 Intercambio de iones sodio por iones calcio en la molécula de jabén

La dureza total se define como la suma de las concentraciones de calcio y de
magnesio, ambas expresadas como carbonato de calcio, en miligramos por litro. (¢!
Las guias de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la calidad del agua
potable no han establecido valores limite para el contenido de calcio en cuanto a
su aceptabilidad para la salud. Tampoco la Union Europea ni las legislaciones de
Estados Unidos han establecido valores limite.

La OMS ha publicado una monografia sobre la importancia de la dureza del agua
para la salud publica, en el que se discuten los beneficios y los riesgos. Sin
embargo, ningun valor de referencia basado en la salud, se propone para la

dureza en el agua potable.

Tabla 2.2 Clasificaciéon de la dureza por CaCOs en el agua, de acuerdo con la OMS

Concentracion de Tipo
CaCOs3(mg/L)
0-60 Blanda
61 - 120 Moderadamente dura
121 - 180 Dura
180 Muy dura
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La dureza puede variar de cero a cientos de miligramos por litro, dependiendo de

la fuente y el tratamiento al cual el agua se haya sometido. Las formas mas
comunes de calcio son carbonato de calcio (calcita) y carbonato de calcio y

magnesio (dolomita).

DUREZA TEMPORAL Y DUREZA PERMANENTE

En la dureza total del agua se puede hacer una distinciébn entre dureza
temporal (dureza de carbonatos) y dureza permanente (dureza de no-carbonatos)
generalmente de sulfatos y cloruros.

La dureza temporal puede ser eliminada del agua, debido a que los bicarbonatos

estan en equilibrio con los carbonatos y el CO», segun las siguientes reacciones:
Ca(HCOs3)2 «» CaCOs3 + CO21 + H20

La solubilidad del carbonato de calcio depende de la temperatura, el pH y CO>
disuelto. El bicarbonato de calcio es mas soluble en agua que el carbonato de
calcio, el calentamiento o una simple aireacion, provoca el desprendimiento del
CO., desplazando el equilibrio de la reaccion hacia la derecha, favoreciendo la
formacion del carbonato, el cual al ser poco soluble en agua, precipita, dejando el
agua menos dura. Este fendmeno ocurre para la mayoria de las aguas naturales

alrededor de los 60°C, se acelera a los 80°C y es total al alcanzar la ebullicion.

La dureza permanente no puede ser eliminada al hervir el agua porque se debe a
la presencia de sulfatos y cloruros, de calcio y magnesio, sales que son mas

solubles segun se eleva la temperatura, hasta cierto valor dependiendo de la sal.

La determinacion de la dureza es un ensayo analitico Gtil, que da una medida de la
calidad del agua. La necesidad del control y monitoreo del contenido de calcio en
el agua esta fuertemente relacionada con el uso al que se destinard. En agua
potable el limite maximo permisible de dureza total es de 500 mg/L, ® mientras

gue en el agua para calderas el limite es de 0 mg/L de dureza. ™


http://es.wikipedia.org/wiki/Sulfato
http://es.wikipedia.org/wiki/Cloruro
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METODOS ANALITICOS EMPLEADOS PARA LA DETERMINACION DE LA
DUREZA TOTAL DEL AGUA.

Determinaciones de calcio de rutina pueden ser realizadas por diferentes
procedimientos analiticos, los métodos instrumentales son menos laboriosos ya
que permiten determinaciones directas y son mas sensibles, pero son también
mas caros. Entre ellos: espectrometria de absorcion atomica (AAS),
espectrometria de absorcién molecular, espectrometria de emision atomica (AES),
la espectrometria de emisién atdbmica junto a un plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-AES), potenciometria, cromatografia i6nica, diversos métodos fotomeétricos,

ensayos fluorescentes, sensores quimicos opticos y electrodos ion-selectivos. 2%

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA DE FLAMA (FAAS) 129

En este tipo de métodos las sustancias presentes en la muestra, se convierten en
atomos o iones elementales en estado gaseoso, para la posterior medida de la
propiedad analitica.

Siguiendo la ley de Lambert-Beer, la cantidad de luz absorbida después de pasar
a traveés de la flama determina la cantidad de analito existente en la muestra.

El calcio se determina en la flama de aire-acetileno a 239.9 nm, fue y sigue siendo

uno de los elementos que se determinan por FAAS.

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION MOLECULARI2Y

La espectrofotometria de absorcion molecular permite la determinacion de calcio y
magnesio en el UV-Visible después de desarrollar complejos coloreados con
reactivos metalocromicos.

El magnesio y el calcio pueden determinarse en agua por un método

espectrofotométrico automatico. A 571 nm con un exceso de negro de eriocromo T
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(NET) como agente metalocrémico, la variacion de absorbancia es proporcional a

la concentracion de magnesio y calcio.

SISTEMA FOTOMETRICO- INYECCION DE FLUJO?2

Se basa en el seguimiento de la reaccion cuantitativa de los iones de calcio y
magnesio con EDTA, en presencia del indicador Negro de eriocromo T, mediante
el control de la absorbancia del medio a 650 nm después de la adicién de
cantidades fijas de reactivo de valoracion.

ANALISIS POR DISPERSION DE LUzl

El método propuesto se basa en la formacion de una fase rica en coloides
lamelares?! inducida por metales alcalino-térreos (Ca y Mg) con dodecanoato de
sodio. Esta reaccion resulta en la formacion de una fase vesicular dispersa en el
medio. Basandose en este principio, la absorbancia de la fase vesicular formado
por Ca?*y Mg?* con dodecanoato de sodio se monitorea espectrofotométricamente
a 350 nm produciendo una respuesta dependiente de la concentracion del i6n
metalico.

La clasificacion de la muestra en agua blanda, moderadamente dura y dura
después de la formacion de la fase vesicular, puede lograrse mediante inspeccién
visual directa, incluso sin ninguna experiencia previa en el método.

Por lo tanto, el método es directamente aplicable para el ensayo cualitativo de la
dureza del agua mediante inspeccion visual, que no es ofrecido por ninguno de los

métodos usuales para la determinacion de la dureza del agua.

1 Coloide lamelar: consiste en un grupo interno de moléculas coloidales rodeadas por agua, la
molécula se pliega de tal manera que su parte hidrofilica se orienta hacia el exteriory la parte

hidréfoba se orientan hacia el interior de la vesicula, formando una gota.

10
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METODO POTENCIOMETRICO [24

El método consiste en realizar una titulaciéon por inyeccion de flujo, utilizando
EDTA como solucién portadora y un detector sensible al pH.

La concentracion de iones de calcio y magnesio se determina mediante el uso de
un pequefio exceso de sal disédica de EDTA NaxH.Y y la valoracion por retroceso

de los protones liberados, acorde a la siguiente reaccion:

[H2Y] 2 + Ca?* « [CaY]?Z + 2H*

FLUORESCENCIA MOLECULAR 29

Este método se basa en la emision de fluorescencia del oligonucleétido TBA-FMB
(nucledtido de union a trombina-carboxifluoresceina) después de reconocer y
unirse de forma especifica y con alta afinidad a los cationes Ca?* y Mg?*, mediante
un plegamiento tridimensional de su cadena.

La muestra diluida es adicionada a la solucion del TBA-FMB, la emision de
fluorescencia del nucledétido, se mide antes y después de la adicion de la muestra
a 518 nm. El ensayo se lleva a cabo a 70°C, de esta manera se detecta
selectivamente calcio y magnesio.

La emision de fluorescencia detectada es proporcional a la concentracion de calcio

y magnesio en la muestra.

11
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METODOS DE PRUEBA PARA ANALISIS FUERA DEL LABORATORIO®!

Los métodos instrumentales, son altamente precisos para el analisis de laboratorio
pero no pueden ser utlizados para los estudios de campo. Por lo que fue

necesaria la creacion de “métodos listos para uso” (“ready to use methods”).”!

Los métodos de campo son métodos quimicos de prueba basados en reacciones
Quimicas. Los reactivos y diferentes aditivos se presentan como soluciones listas
para uso (en ampolletas o goteros) o inmovilizado sobre un soporte soélido, tal
como papel, gel de silice, o espuma de poliuretano. Entre los materiales de

prueba estan papeles indicadores, tubos de indicador, tabletas y polvos.

Los métodos de prueba rapidos se usan en el medio ambiente, area clinica,
forense, industrial y otras, lo que permite un analisis rapido, sencillo y rentable
cualitativo, semicuantitativo y cuantitativo para ser realizado por personal

profesional y técnico.

Las ventajas del analisis “in situ” es que el tiempo y costo disminuyen debido a
gue no es necesario transportar la muestra al laboratorio para que se lleve a cabo
un analisis costoso. Por otra parte, el personal que realiza el trabajo no requiere
ser altamente calificado, porque los materiales son simples y faciles de usar. Pero,
lo mas importante es que existen casos en los que la muestra es inestable
después del muestreo, y que no puede ser estabilizada. Como el andlisis “in situ”
es en tiempo real, se eliminan inmediatamente las fuentes de riesgo y los

resultados se obtienen al momento. 7!

El papel estratégico de este tipo de métodos ha sido reconocido por los
fabricantes mas importantes de sustancias quimicas. Asi como por la

Organizacion Internacional de Normalizacion (1SO). 128

ISO ha reconocido la importancia de los métodos listos para uso, en particular, en

el andlisis de agua del medio ambiente, y ha publicado una guia importante:

12
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La ISO 17381: Calidad del agua- Seleccion y aplicacion de los métodos de prueba

en kit “listos para usar” en el andlisis de agua. ["]
A continuacion se exponen las generalidades descritas en la norma ISO 17381

Esta norma internacional es una guia sobre la seleccion de métodos listos para
usar en el andlisis del agua y los pasos necesarios para demostrar la aptitud del
método para una determinada aplicacion. Enlista los requisitos para los fabricantes

de estas pruebas, relativas a la seguridad y aspectos ambientales.

Las evaluaciones estadisticas para establecer la equivalencia entre los métodos

listos para usar y los métodos estandar se mencionan brevemente.

Los métodos “listos para usar’ que hay disponibles en el mercado se basan en

diferentes principios analiticos y también muestran diferentes grados de precision.

El papel de los analisis de laboratorio tiende a disminuir, mientras que el de
analisis “in-situ” tiende a crecer. Es importante tener en cuenta que los avances
en quimica analitica e instrumental y areas relacionadas hacen posible el andlisis

“in-situ”y logran que sea muy eficaz.

Las herramientas para la realizacion de analisis “in-situ” incluyen laboratorios

moviles e instrumentos analiticos portatiles.

Los métodos de prueba deben proporcionar respuestas inmediatas, por lo que las

reacciones quimicas que se utilizan deben ser reacciones rapidas.

Como los métodos de prueba estan destinados para ser usados por personal
técnico capacitado, la prueba debe contener el menor nimero posible de pasos y

la interpretacion del resultado debe ser contundente sin dar paso a la ambigliedad.

Los disefiadores y fabricantes de kits de prueba dedican sus esfuerzos a la
busqueda de una combinacién 6ptima de los reactivos, la estabilizaciéon de

mezclas de reactivos y soluciones, y a la disminucién de interferencias mediante el

13
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enmascaramiento. Su propdsito principal es desarrollar sistemas de pruebas
rapidos y faciles de usar.

Los requisitos basicos para las reacciones empleadas en los procedimientos de

prueba se pueden resumir de la siguiente manera:
1. Selectividad para uno o varios analitos.
2. Sensibilidad suficiente para que el problema sea resuelto.

3. Las reacciones de color deben caracterizarse por un alto contraste y rapidez en
presencia del analito.

4. Los reactivos deben ser facilmente transformados y deben ser estables

almacenados en la forma en la cual se emplean en el procedimiento de prueba.

5. El efecto analitico (de color, luminiscencia, etc) debe ser estable durante

suficiente tiempo.

VALIDACION DE KITS

Los denominados métodos de prueba en kits (KT, por sus siglas en inglés kit’s
test) han surgido como una opcién para el analisis, sobre todo del agua, cuando el
analisis debe ser efectuado al momento o en el lugar de la toma de muestra. Sin
embargo, la precision, exactitud y otros parametros de rendimiento analitico
deben evaluarse. [?

El aspecto metrolégico es muy importante en el desarrollo y uso de estos métodos
de prueba. Los resultados deben ser confiables especialmente cuando
concentraciones pequefias de los analitos de interés estan siendo determinadas.
La exactitud de los métodos de prueba es validada por comparaciéon con métodos
instrumentales de analisis, este procedimiento es usado siempre en el desarrollo

de los kits por el fabricante, pero los usuarios deben llevar a cabo una verificacion.
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En la practica cuando se desea validar un kit, se suele comparar su desempefio
con el de un método estdndar empleado como referencia. Para lo cual se necesita
de un tratamiento estadistico para evaluar si hay diferencia estadisticamente

significativa entre los resultados dados por ambos métodos.

Hay una serie de comparaciones reportados entre Kit's Test y procedimientos
estandar Boyd y Daniels®! (1988); Rosenthal y  Gershey® (1989), han
demostrado que algunos KT satisfacen las demandas analiticas de monitoreo de
calidad de agua y que son adecuados para una rapida verificacion en campo.

Se han realizado diversas validaciones de kits: Flanklin 1. Ormaza®®! (1994);
Ballesteros®? (2003); Nalini Sankararamakrishnan!?® (2008) por citar solo algunos

ejemplos.

Siguiendo el procedimiento de éstos autores, en el presente trabajo se valida un
kit para determinacion de Dureza Total en agua potable por comparacion con un
método estandar. Los parametros de desempefio evaluados se realizaron
paralelamente para cada método, bajo las mismas condiciones de operacion.
Posteriormente, los resultados de ambos métodos se sometieron a un tratamiento

estadistico para evaluar si habia diferencia estadisticamente significativa.

Con base en la Guia de Validacion de Métodos Analiticos CIPAM, se evaluaron
los siguientes parametros: especificidad, limite de deteccion y adecuabilidad del

sistema. Tomando en cuenta que el método a validar es un método limite.

Adicionalmente, también se realizaron los parametros de: precision (repetibilidad y

reproducibilidad), exactitud del método y linealidad del sistema.
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VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Un método analitico se define como la descripcion de la secuencia de actividades,
recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el
analisis de un componente especifico de la muestra, denominado analito; por lo
gue un método analitico mide a este (analito) en una muestra y como todo proceso

de medicion, debe ser confiable para ser utilizado con un propdsito definido.

De acuerdo con las Buenas Practicas tanto de Fabricacion como de Laboratorio,

es necesario que todos los métodos analiticos empleados estén validados.

La validacion de métodos analiticos se define como el proceso por el cual queda
establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los

requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas.

Los métodos analiticos se incluyen como un sistema critico en el Aseguramiento
de Calidad en una empresa farmacéutica, ya que impactan de manera directa en

la calidad de un producto.
REGULACION

El Reglamento de Insumos para la Salud publicado referente a los
establecimientos que se destinen a la fabricacion de insumos (medicamentos,

farmacos, materias primas y aditivos), establece en el articulo 15 lo siguiente:

“Los establecimientos que se destinen a la fabricaciéon de insumos, llevaran el

control analitico de estos. Dicho control debera incluir:
Ill. La validacion de las técnicas empleadas.”

La Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2015, “Buenas Practicas de
fabricacion de medicamentos”, establece los siguientes puntos en referencia a la

validacion de métodos analiticos.
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NUMERAL
DE LA CONTENIDO
NORMA

7.3 El responsable de la Unidad de fabricacion debe:

7.3.5 Asegurar que se realizan las calificaciones y validaciones
programadas a los sistemas, procesos, equipos Yy Servicios.

7.4 El responsable de la Unidad de Calidad debe:

7.4.7 Asegurar que se efectlen: la validacion y transferencia de
métodos analiticos no farmacopeicos, los estudios de
aplicabilidad de métodos farmacopeicos, la calificacion de
equipos y calibracion de instrumentos analiticos.

9.1 Un elemento esencial para el cumplimiento de las BPF es la
calificacion y la validacion, que nos permite demostrar que la
fabricacion de los medicamentos cumple las caracteristicas
fundamentales de funcionalidad, consistencia y robustez, para
asegurar la calidad de los medicamentos.

9121 Los meétodos analiticos no farmacopeicos deben validarse
conforme a sus protocolos considerando lo indicado en la FEUM.

11 Laboratorio de Control de calidad

11.7 Los meétodos analiticos deben estar validados, cuando se
realicen cambios en la metodologia se debe realizar una nueva
validacion.

ETAPAS DE LA VALIDACION DE UN METODO ANALITICO

El proceso tipico que se sigue al validar un método se menciona

cronologicamente:

S T A

Planear y decidir las pruebas en la validacion del método
Escribir y aprobar el protocolo de validacion

Llevar a cabo el protocolo de validacion del método
Analizar la informacion de la validacion

Reportar la validacion analitica del método

Finalizar el procedimiento del método analitico
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Los pardmetros de validacién que se deberdn evaluar dependen del tipo de

método que se desea validar. Los métodos analiticos se clasifican bajo los

siguientes criterios:

1.

a k~ w0

Estado regulatorio

Aplicacién

Naturaleza de la respuesta analitica
Propdsito analitico

Naturaleza del sistema de medicién

1. En funcién de su estado regulatorio®?

e Meétodos farmacopeicos (FEUM, USP, BP).
e Meétodos no farmacopeicos (métodos no compediados en una

farmacopea)

2. En funcion de su aplicaciénf?

e Meétodos para producto a granel.
e Meétodos para producto terminado.
e Meétodos para materia prima.

e Meétodos indicadores de estabilidad.

3. En funcion de la naturaleza de la respuesta analitical?

e Métodos fisicoquimicos. Respuesta de caracter fisico (absorcion de luz,
emisién de luz, voltaje, etc.).
e Métodos bioldgicos. Respuesta de caracter biolégico (crecimiento de un

microorganismo, proteccidén, muerte, etc.).
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4. En funcién de su propdsito analitico™

e Meétodos para cuantificar el analito.
e Meétodos para establecer la presencia del analito a un limite. Pruebas
limite.

e Métodos pata identificar al analito.

5. En funcion de la naturaleza del sistema de medicion!@

e Métodos en los cuales el instrumento de medicién de la respuesta
analitica, permite medir una sefal de ruido: cromatografo de gases o de
liquidos, espectrofotometros, etc.

e Métodos en los cuales el instrumento de medicidon no permite medir una

sefal de ruido: Buretas, medidor de halos, etc.
Los parametros a tomar en cuenta para la validacion de métodos analiticos son: *%

Adecuabilidad: verificacion de que el sistema (instrumento, analista, equipo,
sustancia de referencia, entre otros) opera con base a criterios preestablecidos,

gue permitan asegurar la confiabilidad de los resultados de un método analitico.

Especificidad: capacidad de un método analitico para obtener una respuesta

debida Uunicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.

Exactitud: concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor

de referencia.

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

operacion establecidas.

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

de operacion establecidas.
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Linealidad: habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o

por medio de una transformacion matematica definida, son proporcionales a la

concentracion del analito, dentro de un intervalo determinado.

Precisién: grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando
el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea del producto o de una referencia.

Precision intermedia: precision de un método analitico, expresada como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas

en un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos dias.

Repetibilidad: precisién de un método analitico, expresada como la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista,

usando los mismos instrumentos y método, bajo las mismas condiciones.

Reproducibilidad: precision de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por

diferentes laboratorios.

Robustez: capacidad del método de mantener su desempefio al presentarse
variaciones pequefas pero deliberadas, en los parametros normales de operacion

del método.

Tolerancia: reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos, por el andlisis
de la misma muestra bajo diferentes condiciones normales de operacion como
pueden ser equipos, columnas. La robustez y la tolerancia son conceptos
diferentes, ya que el primero se refiere a la influencia de factores internos del

método, mientras que la tolerancia, se refiere a factores externos del método.

Las siguientes tablas son tomada de la Guia Q2A de la ICH?* y de la Guia de
Métodos Analiticos CIPAM (2002) , respectivamente. En éstas se enlistan los
pardmetros de validacion recomendados para métodos de identificacion,

impurezas y ensayo.
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Tabla 3.1 Pardmetros de validacién necesarios para Identificacion, impurezas y

ensayo. (ICH Q2A- 1995)
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Capitulo 3. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Tabla 3.2 Pardmetros de validacién necesarios para ldentificacion, impurezas y

ensayo. CIPAM

PARAMETRO DE | CONTENIDO/POTENCIA
DESEMPERNO VALORACION

PRUEBAS DE
IMPUREZAS

CONTENIDO

LIMITE

IDENTIFICACION

Adecuabilidad del Si
sistema

si

si

Linealidad del .
sistema

si

no

no

Especificidad Si

si

si

si

Exactitud y .
repetibilidad

si

no

no

Linealidad del .
método

si

no

no

Precision .
intermedia

si

no

no

Estabilidad
analitica de la *
muestra

no

no

Limite de

. no
Deteccion

no

si

no

Limite de

e ., no
cuantificacion

e

Si

no

no

Robustez *

*

no

Tolerancia *

*

no

*puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método

Las pruebas para la validaciéon del método se deben planear bien y establecer

para asegurar el uso eficiente de tiempos y de los recursos durante la validacion

del método.

Normalmente un protocolo de validacién tiene como minimo los siguientes

puntost®

e Obijetivo del protocolo.

e Paradmetros de validacién que seran evaluados.

e Criterios de aceptacion para los parametros evaluados.

e Borrador del procedimiento analitico.

Una vez terminada la parte experimental, todos los datos se recopilan en un

reporte de validacion detallado, el cual permitird decidir el éxito o fallo de la misma.
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Una ejecucion satisfactoria de la validacion conlleva a un procedimiento analitico

final que puede ser utilizado por el laboratorio para futuros andlisis.
La informacion minima que debe incluir el procedimiento final es: &¢!

e Explicacién del procedimiento analitico. Si es revalidacién se debe incluir
las ventajas y mejoras que ofrece la nueva version.

e Propuesta del método analitico: contiene una descripcibn completa del
procedimiento a gran detalle para aumentar la posibilidad de su
repetibilidad por medio de los analistas. El escrito debe incluir todos los
parametros operacionales importantes e instrucciones especificas, por
ejemplo, la preparacion de reactivos, pruebas de adecuabilidad,
precauciones y formulas explicitas para el calculo de los resultados de la
prueba.

e Datos de la validacion: se incluye un grupo detallado de datos o un resumen
de los mismos.

e Historial de revisiones.

e Firma del autor, revisor, jefe y aseguramiento de la calidad.
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METODOS VOLUMETRICOS DE ANALISIS

En las valoraciones volumétricas se determina el volumen de una solucion de
concentracion conocida, que se necesita para reaccionar, de forma completa con

el analito.

Una solucion valorada es una solucion de reactivo de concentracién conocida, que
se usa para realizar un analisis volumétrico. Una valoracion se hace afadiendo
lentamente una solucion valorada, desde una bureta u otro dispositivo volumétrico
de medida, a una solucién de analito, hasta que la reaccion entre los dos sea
completa. El volumen gastado para llevar a cabo la valoracion se determina por
diferencia entre las lecturas final e inicial de la bureta.

El punto de equivalencia de una valoracion se alcanza cuando la cantidad de
valorante afadido es quimicamente equivalente a la cantidad de analito que hay
en la muestra, es decir por la relacion estequiométrica entre valorante y analito.

El punto de equivalencia de una valoracion es un punto tedrico que no se puede
determinar experimentalmente. Solo podemos estimarlo observando algun cambio
fisico que acomparie a la condicién de equivalencia, éste cambio se llama punto
final de la valoracion.

Se debe ser muy cuidadoso para asegurar que la diferencia de volumenes entre el
punto de equivalencia y el punto final sea pequefia, ésta diferencia es denominada
error de valoracion y existe como resultado de las limitaciones de los cambios
fisicos y de nuestra capacidad para observarlos.

En los métodos volumétricos, el error de valoracion E, viene dado por:
E, = fo - Vpe
Vpi=es el volumen real utilizado para llegar al punto final

Vpe=es el volumen tedrico de reactivo necesario para alcanzar el punto de

equivalencia.

Con frecuencia se aflade un indicador a la disolucion del analito, con el fin de

obtener un cambio fisico observable en o cerca del punto de equivalencia.
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Cerca de la region del punto de equivalencia ocurren grandes cambios de la
concentracion relativa del analito y valorante, estos cambios de concentraciéon
hacen que el indicador cambie de aspecto. Cambios tipicos de indicador son la
aparicion o desaparicion de color, un cambio de color, y la aparicién o
desaparicion de turbidez.

A menudo se usan ciertos instrumentos para detectar puntos finales, estos
instrumentos responden a ciertas propiedades de la disolucion, que cambian de
forma caracteristica durante la valoracion. Entre estos instrumentos, estan los
voltimetros, amperimetros, conductimetros, colorimetros, registradores de
temperatura y refractometros.

En las valoraciones se presentan dos tipos de errores de valoracion. El primero es
un error determinado, que se comete cuando el pH de viraje del indicador no
coincide con el pH de equivalencia quimica. Este tipo de error, se puede minimizar
mediante una seleccion juiciosa del indicador, o mediante una correccion de
blanco.

El segundo tipo es un error indeterminado, que se debe a la capacidad limitada del
ojo humano para distinguir de forma reproducible el color intermedio del indicador.
La magnitud de este error depende del cambio del pH por mililitro de reactivo en el
punto de equivalencia, de la concentracién del indicador y de la sensibilidad del
ojo a los colores del indicador.

Existen variables que influyen en el comportamiento de los indicadores. El
intervalo de pH a que vira un indicador dado varia con la temperatura, con la
fuerza idnica del medio y con la presencia de disolventes organicos y particulas

coloidales.

PATRONES PRIMARIOS!

Todos los métodos volumétricos estan basados en un estandar primario cuya

composicién quimica y pureza se conocen exactamente.
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Un patron o estdndar primario es un compuesto de elevada pureza, que sirve

como material de referencia en todos los métodos volumétricos, la exactitud de

estos métodos depende criticamente de las propiedades de este compuesto.

Los requisitos de un estandar primario son:

1.

Elevada pureza. Deben existir métodos establecidos para confirmar su
pureza.

Estabilidad al aire.

Que no tenga moléculas de hidratacién, de tal manera que su composicién
no varie con los cambios de humedad relativa.

Facil de adquirir y a un costo moderado.

5. Tener una razonable solubilidad en el medio de la valoracion.

Que tenga un peso molecular razonablemente elevado, a fin que sean

minimos los errores de pesada.

SOLUCIONES ESTANDARM™

Las disoluciones estandar juegan un papel central en todos los métodos

volumétricos de analisis. La disolucion estandar ideal para un método volumétrico

debe:

1. Ser suficientemente estable de forma que sélo se necesite determinar una

vez su concentracion.

Reaccionar rapidamente con el analito, a fin de minimizar la demora entre
adiciones sucesivas de valorante.

Reaccionar lo mas integramente posible con el analito, con objeto de
obtener puntos finales bien definidos.

Reaccionar selectivamente con el analito, de acuerdo a una ecuacion

ajustada sencilla.
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METODOS PARA EL ESTABLECIMIENTO DE LA CONCENTRACION DE
DISOLUCIONES ESTANDAR

La estandarizacion es un proceso por el que se determina la concentracion real de

una solucién, usando ésta para valorar una cantidad conocida de otro reactivo.

Preparacion de la solucion valorante: consiste en disolver una cantidad
cuidadosamente pesada de reactivo, y diluirla a un volumen exactamente

conocido en un matraz volumétrico.
Estandarizacion

Consiste en valorar la solucién con:

(1) una cantidad pesada de estandar primario

(2) un volumen medido de otra disolucion estandar.

Un valorante que se estandariza frente a otra solucion estandar suele llamarse
solucion estandar secundaria. Una solucion estandar secundaria es menos
deseable que una solucién estandar primaria, porque la concentracion de la

primera esta sujeta a mayor incertidumbre.

El &cido etilendiamino tetracético libre simbolizado como H4Y y la sal sédica
dihidratada, NazH.Y. 2 H2O, estan disponibles comercialmente con calidad de

reactivo.
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REACCIONES DE FORMACION DE COMPLEJOS!

La mayoria de los iones metalicos reaccionan con los dadores de pares de
electrones para formar compuestos de coordinacion, o iones complejos. Las
especies dadoras o ligandos, deben tener al menos un par de electrones no

compartidos, disponibles para la formacién del enlace.

El nimero de enlaces covalentes que un cation tiende a formar con los dadores de
electrones es el numero de coordinacién, las especies formadas como resultado

de la coordinacion pueden ser eléctricamente positivas, neutras o negativas.

Los métodos de valoracion basados en la formacion de complejos han sido
utilizados durante mas de un siglo, sin embargo, el aumento verdaderamente
notable de sus aplicaciones analiticas comenzé en 1940, y se debe a unos
compuestos de coordinacidon particulares llamados quelatos. Se forma un quelato
cuando un ion metélico se combina con dos 0 mas grupos dadores de un Unico

ligando para formar un anillo heterociclico de cinco o seis miembros.

Un ligando que tiene un unico grupo donador se llama unidentado, y si tiene dos

grupos disponibles para enlace covalente, es bidentado.

Los ligandos tetradentados y hexadentados son mejores valorantes que los
ligandos con un numero menor de grupos dadores. Los ligandos multidentados por
lo general reaccionan de forma mas completa con los cationes, y por lo tanto dan
puntos finales mas agudos, ademas reaccionan con iones metalicos en un
proceso de un solo paso, mientras que la formacion de un complejo con ligandos

unidentados implica dos 0 mas especies intermedias.

Las aminas terciarias que contienen ademas grupos acido carboxilico forman
guelatos notablemente estables con muchos iones metalicos. ElI acido
etilendiaminotetraacético, comunmente abreviado EDTA tiene seis puntos
potenciales de enlace con un ion metalico: los cuatro grupos carboxilicos y los dos

grupos amino.
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Asi pues, el EDTA es un ligando hexadentado.

0
A) B) 8\"3 o)
’){lj\ - ; .

Hojg"““;t Q;<

Figura 4.1 A) Estructura de EDTA, B) Estructura de un quelato metal/EDTA

COMPLEJOS DEL EDTA CON IONES METALICOS

Las soluciones de EDTA son especialmente valiosas como valorantes, ya que el
reactivo se combina con los iones metalicos en proporcion 1:1
independientemente de la carga del cation. Por ejemplo, los complejos de plata y

aluminio se forman mediante las reacciones siguientes:
AgT+ Y+ Ag Y*
AP + Y4+ — AlY-

El EDTA es un reactivo notable no sélo porque forma quelatos con todos los
cationes, salvo los metales alcalinos, sino también porque muchos de esos
guelatos tienen la estabilidad suficiente para llevar a cabo valoraciones, esa
considerable estabilidad resulta de los diversos sitios complejantes de la molécula
gue dan lugar a una estructura en forma de jaula, en la que el catibn queda
rodeado de manera efectiva y aislado de moléculas de solvente, como se observa
en la figura 4.1 B), donde se aprecia que intervienen los seis grupos ligandos en el

enlace con el i6n metal divalente.
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PROPIEDADES ACIDAS DEL EDTA!

Cuando el EDTA se disuelve en agua, se comporta como un aminoacido. Donde la
carga neta de esta especie es 0, y que contiene cuatro protones disociables, dos
asociados con los dos grupos carboxilos y otros dos con los dos grupos amino. La
especie Y# es el ion totalmente desprotonado como se observa en la figura 5.2 (e)

I 5 H "0O0OCCH CH,COOH
OOCCH; /-:Hzcor:: - N /e
"H—N—N—H" H—N—N—H
/ \ ] "O0OCCH / \CH Co0
HOOCCH; CH.COO 2 2
(a) HaY (b) H3Y
' 5 CH,COO "‘0O0CCH CH,COO
OOECH_ . 2+ N +
H—N—N—H N—N—H
i 7\ i i VAN i
O0OCCH> CH,COO OOCCH; CH,COO
(c)HY# (d) HY3
"O0OCCH CH,COO
2,\ / 2
N—N
‘oocmf \CHgCDD'
(e) Y+

Figura 4.2 Estructura de HsY y sus productos de disociacion.

Las mudltiples especies del EDTA se abrevian habitualmente como HaY, HsY,
HoY?, HY® y Y4,
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La figura 4.3 ilustra como varian las cantidades relativas de las especies formadas

a partir del EDTA en funcién del pH.

La especie H2Y? predomina en medios moderadamente acidos (pH 3 a 6).

La especie Y# solo llega a ser el componente mayoritario de las disoluciones de
EDTA a partir de pH 10, como se aprecia en la figura 4.3

1,0 Oy _—_—

0.8

Y
TR
NI\

4 6 8 10 12 14
pH

Figura 4.3 Composicion de las disoluciones de EDTA en funcion del pH

/

Los puntos finales de las valoraciones con EDTA son cada vez menos agudos a
medida que disminuye el pH, porque en estas circunstancias es menos completa
la formacion del complejo.

Una curva de valoracion basada en la reaccion de un cation con EDTA consiste en
una representacion de pM (-log [M]) en funcién del volumen del reactivo.

La figura 4.4 muestra las curvas de valoracién del ion calcio en disoluciones
amortiguadas a varios niveles de pH. En la figura se ve claramente que para tener
un punto final adecuado en la valoracién del calcio se requiere un pH igual o

mayor que 8, aproximadamente.
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Figura 4.4 Influencia del pH en la valoracién de Ca?" 0,0100 M con EDTA
0.0100 M.

La nitidez del punto final de la valoracion complejométrica de los iones calcio y
magnesio con EDTA aumenta al aumentar el pH, como ya se observo en la figura
4.4, sin embargo, el pH no se puede aumentar indefinidamente debido al peligro
de precipitacion de carbonato de calcio, CaCO3, o hidroxido de magnesio
Mg(OH)a.

El carbonato de calcio es practicamente insoluble en agua, en presencia de
di6éxido de carbono disuelto, el CaCOsz se transforma en bicarbonato de calcio

soluble:

CaCO:s (s) + CO2 (ac) + H20 (I) — Ca?* (ac) + 2HCOs" (ac)

donde HCOzs es el idn bicarbonato.
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Cuando el agua que contiene iones calcio y bicarbonato se caliente o hierva, se

invierte la reaccion de disolucion para producir el precipitado carbonato de calcio.
En realidad, al calentar y evaporar el agua, estamos disminuyendo la solubilidad

del carbonato de calcio, generando su precipitacion:

Ca?* (ac) + 2HCOgs (ac) — CaCOs (s) + CO2 (ac) + H20 ()

y el diéxido de carbono gaseoso es expulsado de la disolucion:
CO2 (ac) — CO2 (9)
Por otro lado en medio acido ocurre la siguiente reaccion:

CaCOs (s) + 2HCI (ac) —— CaClz (ac) + H20 (I) + COz2 (g)

De esta forma, el carbonato de calcio se convierte en cloruro de calcio soluble.
También es sabido que un elevado pH provoca que el indicador cambie de color.
El pH especificado de 10,0 £ 0.1 garantiza un resultado satisfactorio. Se establece
un limite de 5 minutos para la duracion de la titulacion para minimizar la tendencia
a la precipitacion de CaCOs.

Para mantener un valor de pH adecuado durante la titulacion se emplean las

soluciones amortiguadoras.

SOLUCIONES AMORTIGUADORAS DE pH!Y

Por definicion, una solucion amortiguadora es aquella que opone resistencia a
cambios de pH cuando se le agrega un acido o un alcali, o se diluye con un
disolvente. La mayoria de los indicadores constan de un acido débil y su base

conjugada o una base débil y su acido conjugado. Se emplean amortiguadores
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siempre que se requiere mantener el pH de la solucion a un nivel constante y

predeterminado.

Se forma una solucién amortiguadora siempre que un &cido débil se neutraliza
parcialmente con una base fuerte, o una base débil se neutraliza parcialmente con

un acido fuerte.

Si se agrega un acido o una base al agua, el pH de esta ultima varia bruscamente,
porque el agua no es capaz de resistir el cambio de pH: esta totalmente
desprovista de accién amortiguadora. Auan un acido muy débil como el diéxido de
carbono disminuye el pH del agua de 7 a 5.7 cuando la pequefia concentracion del
gas presente en el aire se equilibra con el agua pura, ésta susceptibilidad extrema
del agua destilada para cambiar el pH con pequefas cantidades de acidos o

bases es a menudo de mucha importancia en las operaciones farmacéuticas.

Las soluciones de sales neutras, como el cloruro de sodio, de manera similar,
carecen de la capacidad de resistir los cambios de pH cuando se agrega un acido

0 una base, tales soluciones se denominan no amortiguadas.

En la determinacion de la dureza del agua, para mantener constante el pH se
emplea el siguiente sistema: cloruro de amonio- hidroxido de amonio (NH4Cl-

NH4OH). El hidroxido de amonio también es conocido como agua de amoniaco.

En soluciones acuosas, el amoniaco desprotona una pequefia fraccion del agua

para dar iones de amonio e hidroxido segun el siguiente equilibrio:

NHs + H2O < NHs" + OH"

El par amoniaco-cloruro de amonio funciona como una solucion amortiguadora,
porque el amoniaco se combina con el idn hidronio que se agrega para formar ion

amonio y agua, asi:

NHs + HsO* — NHs" + H20
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El ion amonio (del cloruro de amonio), que es un &cido, se combina con el ion

hidroxilo agregado para formar amoniaco y agua, como sigue:
NHs* + OH" — NHs + H20

Nuevamente el cambio de pH es pequeiio si la cantidad de ion hidronio u hidroxilo
no excede la capacidad del sistema para neutralizarlo.

INDICADORES PARA VALORACIONES CON EDTA

Se han investigado alrededor de 200 compuestos organicos como indicadores de
iones metalicos en valoraciones con EDTA, por lo general, se trata de indicadores
organicos que forman quelatos coloreados con iones metalicos en un intervalo de
pM (-log [M]) que es caracteristico de cada cation y cada indicador.

Es habitual que los complejos tengan un color intenso y sean discernibles a simple
vista en concentraciones molares que van de 10¢ a 10"M.

El negro de eriocromo T es un indicador caracteristico de iones metélicos que se
utiliza en la valoracion de diversos cationes comunes, como se muestra en la
figura 4.5 este compuesto contiene un grupo acido sulfénico, que esta totalmente

disociado en agua, y dos grupos fendlicos que se disocian solo parcialmente.

Figura 4.5 Estructura Negro de eriocromo T
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Su comportamiento como &cido débil se describe mediante las ecuaciones:

H2O + Haln” <> HInZ + H*
rojo azul
H2O + HIn? < In® + H*

azul  anaranjado

Cabe sefialar que los acidos y sus bases conjugadas tienen colores distintos. Asi
pues, el negro de eriocromo T se comporta como indicador acido-base, y también

como un indicador del ion metéalico.

Los complejos metélicos del negro de eriocromo T por lo general son rojos, como
el caso del Hzln". Por tanto, para la deteccion de iones metéalicos es necesario
ajustar el pH a 7 o mayor, de modo que la forma azul de la especie, HIn?%,

predomine en ausencia de un ion metalico.

Hasta el punto de equivalencia en una valoracion, el indicador compleja el exceso

de ion metalico de forma que la solucion es roja.

Ante el primer leve exceso de EDTA, la solucién se torna azul como consecuencia

de la reaccion:

MIn- + HY?® < Haln + MY#

rojo azul

El negro de eriocromo T forma complejos rojos con mas de dos decenas de iones
metalicos, pero sb6lo unos pocos tienen las constantes de formacion apropiadas

para la deteccion del punto final.

La constante de formacion del complejo EDTA de magnesio es menor que la del

complejo de calcio, en consecuencia, la reaccion del ion calcio con EDTA es mas
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completa, y presenta un mayor cambio de la funcion pM en la region del punto de

equivalencia.

Los intervalos de magnesio y calcio, a los que se produce el viraje del indicador
negro de eriocromo T, estan sefialados en las curvas de valoracion de la figura
4.6, es evidente que el negro de eriocromo T es un indicador ideal para el
magnesio, pero totalmente insatisfactorio para el calcio.

Considerando que la constante de formacion del Caln™ es tan solo unas cuarenta
veces menor, aproximadamente, que la de magnesio, en consecuencia bastante
antes del punto de equivalencia una parte significativa del Caln" se convierte en
HIn?.

10.0
8.0
Caln” + HYY — HIn" + Ca¥”
Rojo Azul
6.0 \ |
pM
4.0
20 Mgin™ + HY" — HIn™ + MgY"
' Rﬂjﬂl ﬁftzul
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0
Volumen de EDlTA 0.0100 en IaI valoracion del (ljazJ’, mL
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0

Volumen de EDTA 0.0100 M en la valoracién del Mg2*, mL

Figura 4.6 Curvas de valoracién con EDTA de 50 mL de Ca?* 0.005M (K’ de
CaY? =1,75x10%) y Mg?* 0.005M (K’ de MgY? = 1,72x10%) a pH 10
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Para obtener un punto final satisfactorio en la valoracion del calcio se emplea un
meétodo basado en indicadores de un ion metélico auxiliar, en este caso el

magnesio.

Este método consiste en introducir en la disolucion de EDTA una pequefia
cantidad de un catiéon (Mg?*) que forma con el EDTA un complejo que es menos
estable que el complejo del analito (Ca?*) y para el cual existe un buen indicador.
Los indicadores del i6n calcio son, en general, menos satisfactorios que para el
magnesio, en consecuencia se afiade cloruro de magnesio.

En las primeras fases de valoracion, los iones calcio desplazan a los iones
magnesio del complejo de EDTA, quedando libres para combinarse con el negro
de eriocromo T, y dando asi un color rojo a la disolucion, sin embargo, cuando los
todos los iones calcio se han complejado, los iones magnesio se combinan de
nuevo con EDTA, liberandose el indicador y observandose el punto final.

Reaccion de desplazamiento:
MgY% + Ca?** — CaY?% + Mg?

El magnesio, que forma con el EDTA los complejos menos estables de todos los
cationes multivalentes en muestras de agua tipicas, no se valora hasta no haber
afadido reactivo suficiente para que se formen los complejos con todos los demas
cationes de la muestra. Por lo tanto, un indicador de iones magnesio, como la
calmagita o negro de eriocromo T, puede servir como indicador en las

valoraciones de la dureza del agua.

Es frecuente incorporar una pequefa concentracion del quelato magnesio — EDTA
a la solucién amortiguadora o al valorante, a fin de garantizar que los iones
magnesio sean suficientes para el funcionamiento apropiado del indicador y asi
obtener un punto final satisfactorio; esto introduce automaticamente suficiente

magnesio y evita la necesidad de una correccién por blanco.
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PRECAUCIONES PARA LA TITULACION

Limpieza del material

Se debe realizar la valoracion a temperatura ambiente.

El cambio de color se vuelve muy lento a medida que la muestra se aproxima a la
temperatura de congelacion.

La descomposicién del indicador se vuelve un problema en agua caliente.

El pH especificado puede producir un entorno propicio para la precipitacion de
CaCOgs, aunque el valorante redisuelve lentamente tales precipitados.

Procurar terminar la titulacion dentro de los 5 minutos posteriores a la adicion de
la solucion amortiguadora, de este modo se minimiza la tendencia del CaCOs a

precipitar.

Los tres métodos siguientes también pueden ayudar a reducir la pérdida por

precipitacion.

Diluir la muestra con agua destilada para reducir la concentracion de CaCOs.

Este simple recurso se ha incorporado en el procedimiento. Si la precipitacion se
produce a esta dilucion de 1:1 no diluir mas la muestra. Utilizar una muestra
demasiado pequefia contribuye a un error sistematico debido al error de lectura de
la bureta.

Si la dureza aproximada se conoce o0 se determina por una titulacion preliminar,
afiadir 90% o mas de reactivo de valoracion a la muestra antes de ajustar el pH
con la solucién amortiguadora.

Acidificar la muestra y agitar durante 2 minutos para expulsar el CO, antes de

ajustar el pH.
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METODO NMX-AA-072-SCFI-2001 (METODO ESTANDAR)

El método més utilizado para determinar dureza total de agua es el de valoracion
con EDTA, que es un método volumétrico, basado en una reaccion de
complejometria. EI método de prueba para determinar Dureza Total en agua
potable se describe en la NMX-AA-072-SCFI-2001 ANALISIS DE AGUA -
DETERMINACION DE DUREZA TOTAL EN AGUAS NATURALES,
RESIDUALES Y RESIDUALES TRATADAS.

El acido etilendiaminotetraacético y sus sales de sodio (abreviado EDTA) forman
un complejo soluble quelado cuando se afiade a una solucién de ciertos cationes
metalicos. Si se aflade una pequefia cantidad de un indicador tal como negro de
eriocromo T o calmagita a una solucion acuosa que contiene iones de calcio y de
magnesio a un pH de 10,0 + 0.1, la solucion se vuelve de color rojo vino. Si se
adiciona EDTA como reactivo de valoracion, se complejan el calcio y el magnesio,
y cuando todo el magnesio y el calcio se ha complejado la solucion cambia de rojo

vino a azul, que marca el punto final de la titulacion.

Para la titulacién de la muestra se sugiere seleccionar un volumen de muestra que
requiera menos de 15 mL de solucién valorante EDTA y que la titulacion sea
completa en 5 minutos, medido desde el momento de adicion de la solucion

amortiguadora.

Diluir 25.0 mL de muestra hasta aproximadamente 50 mL con agua destilada en
un recipiente adecuado. Afadir 1-2 mL de solucién amortiguadora. Por lo general,
1 mL sera suficiente para dar un pH de 10.0-10.1. Afadir de 1 a 2 gotas de
solucion indicadora o una cantidad apropiada del indicador en polvo seco. Agregar
valorante estandar EDTA lentamente, con agitacion continua, hasta que el ultimo
tinte rojizo desaparezca. Agregar las Ultimas gotas en intervalos de 3 a 5

segundos. En el punto final la solucion es de color azul. Si hay muestra suficiente

disponible y la interferencia esta ausente, mejorar la precision mediante el

aumento de tamafo de la muestra, como se describe a continuacion: Para
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muestras de baja dureza; para agua ablandada por un intercambiador de iones u

otra fuente y para aguas naturales de dureza baja (menos de 5 mg/L), tomar una
muestra mas grande, de 100 a 1000 mL, para la titulacion y afadir cantidades

proporcionalmente mas grandes de solucion amortiguadora, inhibidor, e indicador.

Afadir reactivo de valoracion EDTA estandar lentamente de una microbureta y
correr un blanco, utilizando agua desionizada, redestilado, o destilada, de el
mismo volumen que la muestra, a la cual se han afadido cantidades idénticas de
solucién amortiguadora, inhibidor, e indicador. Restar el volumen de EDTA,
utilizado para el blanco, de volumen de EDTA utilizados para la muestra. [©
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METODO DEL KIT HACH HA-DT Hardness Total (METODO DE
COMPARACION)

El kit Hach que a continuacion se describe es uno de los métodos denominados
“listos para uso”. El Titulador digital Hach es un nuevo concepto en el analisis
volumétrico. Es un dispositivo de dosificaciébn precisa equipado con cartuchos
compactos que contienen valorantes concentrados. Se hacen valoraciones
precisas sin la fragilidad de las buretas convencionales y sin la necesidad de
montar un sistema de valoracion (lo que implica una superficie plana, un soporte

universal, bureta, ademas de aparatos adicionales, reactivos y material de vidrio).

Figura 4.7 Kit Hach modelo HA DT Total Hardness
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Las partes que componen el titulador digital se ilustran en la figura 4.8
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En el titulador digital un tornillo de accionamiento principal es el que controla el

flujo. Mediante un émbolo que presiona un cartucho que contiene al valorante

concentrado, de este modo se obtiene un flujo cuidadosamente regulado.

El cuerpo del titulador esta construido de plastico acetal® resistente al impacto, de
alta resistencia quimica y moldeado preciso. La exactitud se calcula en £ 1% o
mejor para una valoracion de méas de 100 digitos. Para valoraciones de menos de

100, la precision es 1 digito.

CONTENIDO DEL KIT

1
8
'y

3 MACH

4~ g
éi;* \ a
. ! /3

Figura 4.9 Contenido del Kit:

Soluciones amortiguadoras para dureza de agua pH 10.1
Cartucho de EDTA 0.0800 M

Cartucho de EDTA 0.800 M

Indicador de Dureza

Tubos dispensadores

1 Plastico acetal: unacetales unamoléculacon dosgruposalcoxi, unidos a un mismo
atomo de carbono. Se utiliza para preparar polimeros plasticos y presentan ventajas, son
resistentes quimicamente, absorben muy poca agua y resisten a la hidrdlisis por bases.

44


http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_funcional
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcoxi
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3lisis

Capitulo 4. FUNDAMENTO DEL METODO
Las soluciones valorantes se envasan en recipientes de polipropileno desechable

(cartuchos) o Kynar® recubierto con Teflon, sellos de neopreno y cierres
resellables de polietleno para cubrir la punta del cartucho, que contiene
aproximadamente 13 mL de la solucién valorante, suficiente para un promedio de
50 a 100 titulaciones.

Las soluciones valorantes estan controladas normalmente a * 0.5% de
concentracion con la normalidad y tolerancia listados en la etiqueta. Las
concentraciones de valorante estan disefiadas para valoraciones de 10 a 40
vueltas (100 a 400 digitos) de la perilla de dispensacion. Para los intervalos de
concentracion mas comunmente utilizados, los digitos que aparecen en la ventana

del contador corresponden a la concentracién de la muestra.

El ndmero de digitos necesarios suele oscilar entre 100 y 400. En casi todos los
procedimientos, si los digitos necesarios son inferiores a 100 o superiores a 400,
se deben utilizar un volumen de muestra o cartucho de reactivo de valorante

alternativo.
El titulador digital dispensa 800 digitos/mL o 0.00125 mL/digito.

Entonces si se usa el cartucho 0.800M, en 0.00125 mL de solucion de EDTA se
tendran 1x10® moles de EDTA.

Por lo tanto 1 digito equivale a 1x10° moles de EDTA, y se sabe que la reaccion
entre el EDTA y los iones no importando su carga es de 1 a 1. Entonces se

requiere de un digito por cada 1x10° moles de CaCOs.

Pero como el peso molecular del CaCOs es de 100.0869 g/mol. Y a su vez
convirtiendo los gramos en miligramos tenemos que un digito consume ~0.1 mg
CaCO:s. Por lo que de este modo la lectura de la dureza es casi directa, solo hace
falta tomar en cuenta el volumen de muestra a analizar.

En la tabla 4.1 el valor denominado digito multiplicador esta asociado a la dilucién

de la muestra. Y el volumen de muestra a tomar depende de la dureza del agua.
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MANUAL DEL TITULADOR DIGITAL HACH @
Paso a paso.

1. Seleccionar un volumen de muestra y el cartucho de titulacion correspondiente
a la concentracién esperada de la muestra, segun la tabla 4.1. Si no se conoce
la concentracion esperada de la muestra, comenzar con uno de los volumenes
de muestra mas pequefios y determinar la concentracién aproximada. Volver a
probar con el tamafio de la muestra apropiado.

2. Deslizar el cartucho dentro de la cavidad del titulador y fijar su posiciéon con un

ligero giro. Ver figura 4.10

Figura 4.10 Colocacion correcta del cartucho en el titulador

3. Quitar el tapon de polietileno e insertar un tubo de dispensacion limpio en el
extremo del cartucho hasta que esté apretada. No inserte el tubo dispensador

mas alla de la extension del cartucho, como se muestra en la figura 4.11.
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Insercion del tubo dispensador
No insertar mas alla de este punto

[HACH  5ncumoe:

Figura 4.11 Insercion correcta del tubo de dispensacién en el cartucho

4. Para que el valorante comience a fluir y enjuague el tubo de dispensacion,
mantenga la punta del cartucho hacia arriba. Haga avanzar el boton de
liberacion del émbolo para enganchar el piston con el cartucho (pulse el boton
adentro y hacia el cartucho). No expulsar solucion cuando se empuja el piston
hacia el cartucho. Gire la perilla de dispensacion hasta que el aire sea
expulsado y varias gotas de la solucién fluyan de la punta. Al girar la perilla un
tornillo de accionamiento empuja un piston contra el sello del cartucho y

presiona al liquido a través del tubo de dispensacion.

Tabla 4.1 Seleccion de cartuchos y volumen de muestra

Rango Volumen Concentracion del Digito
(mg/L) (mL) Cartucho (M EDTA) Multiplicador
10-40 100 0.0800 0.1
40-160 25 0.0800 0.4
100-400 100 0.800 1.0
200-800 50 0.800 2.0
500-2000 20 0.800 5.0
1000-4000 10 0.800 10.0

5. Use una probeta o pipeta adecuada para medir el volumen de muestra segun
se muestra en la tabla 4.1. Transferir la muestra a un matraz Erlenmeyer. Si el

volumen de muestra es menor a 100 mL, diluir a un volumen final de 100 mL
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con agua desionizada. El volumen de muestra medido y las diluciones debe

ser exacto. Sin embargo, el volumen final total de solucién valorada no es
critico.

El valor del digito multiplicador es relativo a la dilucion de la muestra, si no se
realiz6 dilucidn, el digito multiplicador es 1, y por lo tanto la lectura de digitos
mostrada en el titulador digital equivale directamente a la Dureza Total de la
muestra.

6. Adicionar los reactivos necesarios a la muestra y agitar para mezclar.

6.1. Adicionar 2 mL de solucion amortiguadora del kit y agitar para mezclar
6.2. Agregar el contenido de un sobre de indicador y agitar para mezclar.

7. Antes de iniciar la tiltulacion, con ayuda de la perilla regresar el contador a
ceros. Mantener bajo agitacién constante la muestra y sumergir la punta del
tubo de liberacion de solucion de EDTA en el matraz. Valorar girando la perilla
de liberacion. Seguir girando la perilla y agitando la muestra hasta alcanzar el
punto final, identificado por el cambio de color de la solucion de rojo a azul.
Registrar el numero de digitos que aparezcan en la ventana del contador
digital. Resultados inexactos ocurrirdan si la punta del tubo de liberacion se
sostiene fuera de la solucién en lugar de bajo la superficie de la solucion. Ver
figura 4.12

8. Después de completar la prueba, pulse el boton de liberacion del émbolo y
retire manualmente el émbolo del cuerpo del titulador. Retire el cartucho y tubo

dispensador y vuelva a sellar el cartucho con el tapén de polietileno.
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FigUra 4.12 Titulando la muestra

El manual sugiere colectar al menos 100 mL de muestra en un contenedor de
vidrio o polietileno. Las muestras pueden mantenerse hasta siete dias antes del
analisis si se almacenan a 4°C y se acidifican a pH 2 con acido nitrico
concentrado. El dia del andlisis neutralizar a pH 7 la muestra acidificada, con
hidroxido de amonio antes de la prueba. Permitir que la muestra se atempere
antes del andlisis, ya que la reaccién en la titulacion es lenta cerca del punto final,

especialmente en muestras frias.
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PARTE EXPERIMENTAL

TOMA DE MUESTRA

La toma de muestra se realizé en un solo punto de la planta farmacéutica. Los
contenedores empleados para recolectar la muestra de agua fueron bolsas
estériles de polietileno WHIRL-PAK® de 120 mL de capacidad. Se abrio la llave
de la toma y se dejo correr el agua aproximadamente 3 minutos. Las muestras de
agua que requerian ser almacenadas para pruebas posteriores fueron
resguardadas en refrigeracion a 4°C, hasta su andlisis, sin la adicién de ninguna
sustancia.

Los parametros de validacion realizados para cada método fueron: especificidad,
exactitud del método, precision (repetibilidad y reproducibilidad) y linealidad. Las
pruebas de desempefio para ambos meétodos se determinaron paralelamente, bajo

las mismas condiciones.

1. METODO DE REFERENCIA (METODO NMX-AA-072-SCFI-2001)

PARAMETROS DE OPERACION
Solucion de EDTA 0.01 M. Transferir 3.72 g de EDTA sal dis6dica a un matraz
volumétrico de 1 L, disolver y aforar con agua. Resguardar en frasco de

polietileno.

HCI al 10% (m/v). Adicionar en un matraz volumétrico de 100.0 mL conteniendo 50
mL de agua, 27 mL de acido clorhidrico fumante al 37%, dejar enfriar y llevar a

volumen con agua.

NaOH Solucion Reactivo. Transferir aproximadamente 4 g de hidréxido de sodio a
un matraz volumétrico de 100.0 mL, disolver con 50 mL de agua y dejar enfriar.

Llevar a volumen con agua.
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Valoracion de la solucion de EDTA. Preparar por triplicado. Pesar con exactitud 40
mg de carbonato de calcio estdndar quelométrico previamente secado a 110° C
por 2 horas y transferir a un matraz Erlenmeyer de 250 mL, agregar 10 mL de
agua y 2 mL de HCI al 10% y agitar hasta disolver, adicionar 90 mL de agua y
titular con aproximadamente 30 mL de EDTA 0.01 M. Agregar 15 mL de la SR de
NaOH y unos cristales de azul de hidroxinaftol. Titular con EDTA 0.01 M hasta el

cambio de color magenta a azul.

DETERMINACION DE DUREZA TOTAL EN MUESTRAS DE AGUA POTABLE.

Transferir 50 mL de la muestra de agua potable a un matraz Erlenmeyer de 250
mL, ajustar el pH a 10 con buffer comercial para dureza de agua y adicionar 2
gotas de Sl de Negro de Eriocromo T y titular con EDTA 0.01 M hasta el cambio
de color de rojo a azul.

Determinar la dureza total del agua en mg/L con la siguiente formula:

Dureza Total expresada como CaCOs= M EDTA x mL de EDTA x 100.09 x 1000

50 mL de la muestra

Donde:

M EDTA= Molaridad real de la solucion de EDTA

mL de EDTA= Volumen de la solucion de EDTA gastados
100.09= Peso molecular del CaCOs

1000= factor de conversion a miligramos

PARAMETROS DE VALIDACION METODO NMX-AA-072-SCFI-2001

1.1 ESPECIFICIDAD

Se colocaron 50 mL de agua desionizada libre de iones calcio y magnesio en un

matraz Erlenmeyer de 250 mL, se ajusté el pH a 10 con buffer comercial para
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dureza y se adicionaron 2 gotas de S| de Negro de Eriocromo T (se realiz6 por

triplicado).

1.2 PRECISION Y REPETIBILIDAD

Se prepararon seis muestras de agua potable y se determind la dureza total en
mg/L por titulacién con EDTA 0.01 M

1.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se realiz6é una curva de calibracion de 5 niveles de concentracion a partir de
diluciones de la solucion estandar comercializada de dureza de 1000 mg/L (Hach).
Cada nivel se preparo por triplicado, se tomé un volumen de 50 mL de cada
preparacion y se analizé por titulacion con EDTA 0.01 M, siguiendo el método. Se
evalu6 volumen consumido de solucion EDTA en funcion de la concentracion del

estandar.
La curva de calibracion se preparé como se describe a continuacion:

Tabla 5.1 Preparacion de la Curva de calibracion Estandar de dureza

Nivel % mg/L de Alicuota | Volumen
durezatotal | Estandar Final
20 100.0 10 100.0
50 250.0 25 100.0
100 500.0 50 100.0
120 600.0 60 100.0
150 750.0 75 100.0

1.4 PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO

Se realizaron seis preparaciones correspondientes al nivel del 100% (500 mg/L) a
partir de la solucion estandar de dureza de 1000 mg/L, del mismo modo que para

linealidad del sistema. Se tomé un volumen de 50 mL de cada preparacion y se
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titul6 con EDTA 0.01 M. Se determiné la cantidad recuperada de analito y se

calculé el porcentaje de recobro.

1.5 LINEALIDAD DEL METODO

Se determiné la linealidad del método con base en los resultados obtenidos en
linealidad del sistema de los niveles 50%, 100% y 150%. Se evalué la cantidad

adicionada en funcion de la cantidad recuperada.

1.6 PRECISION INTERMEDIA

Tres muestras de agua potable fueron analizadas tres dias consecutivos, por

titulacion con EDTA 0.01 M conforme al método.

2. METODO DE COMPARACION (METODO KIT HACH HA-DT Hardness Total)

PARAMETROS DE OPERACION DEL KIT

Preparacion del contador de gotas:

Seleccionar el cartucho de solucion de EDTA con la concentracion necesaria
requerida para determinar la cantidad esperada de dureza total de acuerdo a la
siguiente tabla:

Tabla 5.2 Seleccidon de cartuchos y volumen de muestra

Concentracion del Digito
Rango (mg/L) Volumen
Cartucho (M EDTA) Multiplicador
10-40 100 0.0800 0.1
40-160 25 0.0800 0.4
100-400 100 0.800 1.0
200-800 50 0.800 2.0
500-2000 20 0.800 5.0
1000-4000 10 0.800 10.0
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Remover la tapa del cartucho y colocarle un tubo dispensador. Colocar el cartucho
con el dispensador en el gotero y girar la perilla de dispensacion hasta que se
liberen unas cuantas gotas de la solucion. Regresar el contador de gotas a cero.

PRUEBA DE EXACTITUD DEL KIT

Seleccionar el cartucho de EDTA 0.0800 M y ocupar un volumen de 25 mL del
estandar de 100 mg/L de acuerdo con la tabla 5.2 debido a que la cantidad de
dureza total esperada es 100 mg/L.

Transferir 25 mL del estandar de Dureza Total de 100 mg/L a un Matraz
Erlenmeyer de 250 mL y llevar a 100 mL con agua desionizada. Agregar 2 mL del
buffer de dureza del kit y agitar para mezclar. Agregar el contenido de un sobre de
indicador de dureza y agitar para disolver.

Colocar el tubo dispensador dentro de la soluciéon y girar la perilla del contador de
gotas para dispensarla solucion de EDTA hasta el cambio de color de rojo a azul.
Registrar el nimero de digitos requeridos.

Calcular la exactitud multiplicando el numero de digitos requeridos para el cambio
de color por 0.4 de acuerdo con la tabla 5.2. El porcentaje de recobro debera
encontrarse entre el 98.0% y el 102.0%. Realizar esta prueba por cada dia de

analisis.

DETERMINACION DE DUREZA TOTAL METODO KIT HACH HA-DT Hardness
Total

Seleccionar el cartucho de EDTA 0.800 M y ocupar un volumen de 50 mL de la
muestra de acuerdo con la tabla 5.2 debido a que la cantidad maxima esperada de
dureza total es de 500 mg/L.

Transferir 50 mL de agua potable a un matraz Erlenmeyer de 250mL y llevar a 100

mL con agua desionizada. En una parrilla de agitacion magnética colocar la
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muestra y mantener bajo agitacién. Agregar 2 mL del buffer de dureza del kit.

Agregar el contenido de un sobre de indicador de dureza y agitar para disolver.
Colocar el tubo dispensador dentro de la solucién y girar la perilla del contador de
gotas para dispensar la solucion de EDTA 0.800 M hasta el cambio de color de
rojo a azul. Registrar el nUmero de digitos requeridos.

Calcular los mg/L de dureza total multiplicando el numero de digitos requeridos

para el cambio de color por 2.0 de acuerdo con la Tabla 5.2.

PARAMETROS DE VALIDACION METODO KIT HACH HA-DT Hardness Total

2.1 ESPECIFICIDAD

Se colocd, por triplicado, 100 mL de agua desionizada libre de iones calcio y
magnesio en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se agregaron 2 mL de buffer para

dureza del kit y se adiciond un sobre de indicador de dureza del kit.

2.2 PRECISION Y REPETIBILIDAD

Se prepararon seis muestras de agua potable y se determind la dureza total en

mg/L con el kit Hach de dureza total.

2.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se realizd una curva de calibracion de cinco niveles de concentracion de la
solucion estandar de dureza de 1000 mg/L. Cada nivel se preparé por triplicado y
se analiz6 con el kit Hach de dureza total. Se titularon 100 mL de cada
preparacion usando el cartucho de EDTA 0.800 M. Se evaluaron los digitos
requeridos en funcién de la concentracion del estandar. EI manual del kit indica
gue cuando las muestras contengan alta dureza, se debe hacer una dilucion, en
este caso las concentraciones se prepararon tomando las alicuotas segun la tabla

5.3 y se pasaron a un matraz volumétrico de 20 mL y posteriormente ésta solucién
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se paso cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 mL y se afor6 con agua

desionizada. Dicha diluciébn se toma en cuenta, para calcular la dureza en las

determinaciones analiticas, cuando se multiplica por 5 segun la tabla 5.2

Tabla 5.3 Preparacion de la curva de calibracion

Nivel | durezatotal | Alicuota | Volumen 1 Volumen Digito
% (mg/L) Estandar (mL) Final (mL) | multiplicador
20 100.0 2.0 20 100.0 5
50 250.0 5.0 20 100.0 5
100 500.0 10.0 20 100.0 5
120 600.0 12.0 20 100.0 5
150 750.0 15.0 20 100.0 5

2.4 PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO

Se realizaron seis preparaciones correspondientes al nivel del 100% (500 mg/L) a
partir de la solucién estandar de dureza de 100 mg/L, del mismo modo que para
linealidad del sistema. Se analizaron utilizando el kit Hach de dureza. Se calcul6 el

porcentaje de recobro.

2.5 LINEALIDAD DEL METODO

Se determing la linealidad del método con base en los resultados obtenidos en
linealidad del sistema de los niveles 50%, 100% y 150%. Se evalué la cantidad
adicionada en funcion de la cantidad recuperada.

2.6 PRECISION INTERMEDIA

Tres muestras de agua potable fueron analizadas por tres dias consecutivos

mediante titulacion con el kit de dureza Hach.
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ESPECIFICIDAD

Empleando el método de referencia, al adicionar las gotas de solucion indicadora
de negro de Eriocromo T a la muestra de agua desionizada libre de iones calcio y
magnesio, previamente ajustada a pH 10, se observo la presencia de un color
azul. Una coloracion azul indica la ausencia de iones calcio y magnesio; un color

rojo indicaria la presencia de estos iones.
Por lo tanto el método es especifico para iones calcio y magnesio.

En el método de comparacion, se adicion6 un sobre de indicador de dureza del kit
a una muestra de agua desionizada libre de iones calcio y magnesio, a la que

previamente se le adicionaron 2 mL de buffer para dureza del kit.

Después de unos segundos de agitacion magnética se observo en principio una
coloracion morada, debido a la presencia de Mg en la composicion del
amortiguador, que como ya se menciond anteriormente en el capitulo 4, la
presencia de una pequefia cantidad de magnesio es necesaria para garantizar un

punto final 6ptimo en la titulacion.

La solucion se torné azul al dispensar una gota de solucién de EDTA del cartucho
0.0800 M con el titulador digital Hach. Lo anterior indica que el método es

especifico para iones calcio y magnesio.

PRECISION Y REPETIBILIDAD
Empleando el método de referencia, los resultados de Dureza Total para seis

muestras de agua potable, obtenidos por titulaciéon con EDTA 0.01 M fueron los

siguientes:
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Tabla 6.1 Evaluacién de la precision del método NMX-AA-072

Dureza total (mg/L)
Muestra NMX-AA-072

1 136.8
2 136.8
3 134.8
4 136.8
5 136.8
6 138.8
Promedio 136.8

SD 1.3
cv 0.9%

Debido a que se trata de un método volumétrico, el coeficiente de variacion para

las seis lecturas de la muestra de trabajo debe ser

2.0 %. Como se puede

observar en la tabla 6.1 el valor de coeficiente de variacion obtenido fue de 0.9%.

Por lo tanto el método es preciso y repetible para la lectura de diferentes muestras

de la misma toma de agua potable.

Utilizando el método de comparacion se determind la dureza total de seis

muestras de agua potable con el kit Hach de dureza total y se obtuvieron los

siguientes resultados:

Tabla 6.2 Evaluacion de la precision del método del KIT comercial

Dureza total (mg/L)
Muestra KIT HACH

1 136.0
2 136.0
3 134.0
4 138.0
5 138.0
6 136.0
Promedio 136.3

SD 15
cv 1.1%
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Para considerar que el método es preciso, el coeficiente de variacion para las seis
lecturas de las muestras de trabajo debe ser < 2.0 %, por tratarse de un método
volumétrico. En la tabla 6.2 puede observarse que el coeficiente de variacion
obtenido fue de 1.1%. Por lo tanto el método es preciso y repetible para la lectura

de diferentes muestras de la misma toma de agua potable.

LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para evaluar la linealidad del sistema, se realiz6 una curva de calibraciéon de 5

niveles de concentracion.

Tabla 6.3 Volumen de EDTA 0.01 M consumido por 50 mL de estandar de
Dureza en cinco niveles de concentracion

NMX-AA-072
Nivel | Muestra | Estandar Dureza (mg/L) | Volumen EDTA 0.01M (mL)
1 99.40 5.0
20% 2 99.40 5.0
3 99.40 5.0
1 248.50 124
50% 2 248.50 124
3 248.50 125
1 497.00 24.8
100% 2 497.00 24.8
3 497.00 24.7
1 596.40 29.7
120% 2 596.40 29.8
3 596.40 29.7
1 745.50 37.1
150% 2 745.50 37.2
3 745.50 37.2

Se prepar6 cada nivel por triplicado y se titularon 50 mL de cada preparacion. La
respuesta observada fue el volumen de EDTA 0.01 M consumido en la titulacion
en funcion de la concentracion del estandar de dureza. Los resultados del volumen

consumido en las titulaciones se encuentran en la tabla 6.3
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Grafica 6.1 Linealidad del Sistema: NMX-AA-072
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Tabla 6.4 Resultados estadisticos para linealidad del sistema

NMX-AA-072 KIT HACH
r? 0.99998 0.99992
Intercepto 0.0540 0.0986
Pendiente 0.0497 0.2004

Intervalo de confianza de la 0.0496, 0.0498 | 0.1999, 0.2014
pendiente

Intervalo de confianza de la -0.0017,0.1098 | -0.4052, 0.6026
ordenada al origen

Para evaluar la linealidad del sistema se utilizd el método estadistico de minimos
cuadrados. En el grafico 6.1 se puede observar el comportamiento directamente
proporcional entre el volumen de EDTA 0.01 M consumido en la titulacion y la
concentracion del estandar de calcio. En la tabla 6.4 se encuentran los valores del
coeficiente de correlacion y del intervalo de confianza para la pendiente, que
describen dicho comportamiento lineal, ademas del valor de la pendiente y de la

ordenada al origen.

Para considerar que la relacién entre la respuesta y la concentracion del estandar
de calcio es lineal el coeficiente de correlacién debe ser > 0.995, ademas de que
el intervalo de confianza de la pendiente no debe incluir el cero y el intervalo de

confianza para la ordenada al origen debe incluir el cero. Como puede observarse
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en los resultados de la tabla 6.4 los criterios se cumplen. Por lo tanto el sistema es

lineal dentro del intervalo de prueba.

Para evaluar la linealidad del sistema del método de comparacion, se realiz6 una

curva de calibraciéon de cinco niveles.

Cada nivel se prepar6 por triplicado y se titularon 100 mL de cada preparacion con

el titulador digital Hach. La respuesta observada fue el numero de digitos

requeridos en el titulador digital para llegar al punto final de cada titulacién. Los

resultados obtenidos se describen en la tabla 6.5

Tabla 6.5 Digitos requeridos por el titulador digital Hach para titular 100 mL

de estandar de dureza en cinco niveles de concentracion.

KIT HACH
Nivel | Muestra | Estandar Dureza (mg/L) Digitos requeridos
1 99.40 20
20% 2 99.40 20
3 99.40 20
1 248.50 50
50% 2 248.50 50
3 248.50 50
1 497.00 100
100% 2 497.00 99
3 497.00 100
1 596.40 119
120% 2 596.40 119
3 596.40 120
1 745.50 150
150% 2 745.50 149
3 745.50 150
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Gréfico 6.2 Linealidad del Sistema: KIT HACH
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Del mismo modo que para el método de referencia, el método de comparacion
cumple con los criterios para considerar que el sistema es lineal. Como se observa
en los valores del coeficiente de correlacion y el intervalo de confianza mostrados

enlatabla6.4

PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO

Para determinar la exactitud se evalud la cantidad recuperada de analito, de 6
preparaciones correspondientes al nivel 100% y se calculé el porcentaje de
recobro. Ademas para evaluar la precision se calculé el coeficiente de variacion
con respecto a los datos de porcentaje de recobro obtenidos. Los promedios de
porcentaje de recobro y el coeficiente de variaciéon obtenidos en el método de

referencia y de comparacion se muestran en las tablas 6.6 y 6.7, respectivamente.

El método se considera exacto si el promedio del porcentaje de recobro, de los
seis datos obtenidos en el nivel del 100%, se encuentra entre el 98.0 y 102.0%.
Empleando el método de referencia se obtuvo un promedio de recobro de 99.9% y
de 99.6% con el método de comparacién. Ambos resultados cumplen con la

especificacion del criterio de aceptacion.
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Con respecto a la precision, el coeficiente de variacion correspondiente a las seis

lecturas del nivel del 100% debe ser menor o igual que 2.0%. En el método de

referencia se obtuvo un CV de 0.2% y con el método de comparacion se obtuvo un

CV de 0.9%. Los métodos de referencia y de comparacion son precisos y exactos

cumpliendo con los parametros establecidos.

LINEALIDAD DEL METODO

Se determiné la linealidad del método con base en los resultados obtenidos en

linealidad del sistema de los niveles 50%, 100% y 150%. Se evalu6 la cantidad

recuperada en funcion de la cantidad adicionada para ambos métodos, como se

muestra en los gréaficos 6.3 y 6.4, respectivamente. Los miligramos adicionados y

los recuperados se muestran en las tablas 6.6 y 6.7

Tabla 6.6 mg recuperados empleando el método de referencia

NMX-AA-072

Nivel | Muestra | mg adicionados | mg recuperados | Recobro (%) | PROMEDIO | SD cv
1 248.5 250.7 100.9

50% 2 248.5 250.7 100.9 101.2 [ 047 |05%
3 248.5 252.7 101.7
1 497.0 501.4 100.9
2 497.0 501.4 100.9
3 497.0 499.4 100.5

100% 4 497.0 497.4 100.1 99.9 0.23 | 0.2%
5 497.0 495.3 99.7
6 497.0 497.4 100.1
1 745.5 750.1 100.6

150% 2 7455 7521 100.9 1008 | 0.16 | 0.2%
3 745.5 752.1 100.9
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Tabla 6.7 mg recuperados empleando el método de comparacién

KIT HACH
Nivel | Muestra | mg adicionados | mg recuperados | % de recobro | PROMEDIO | SD cv
1 248.5 250.0 100.6
50% 2 248.5 250.0 100.6 100.6 0.00 | 0.0%
3 248.5 250.0 100.6
1 497.0 500.0 100.6
2 497.0 495.0 99.6
3 497.0 500.0 100.6
100% 99.6 0.90 | 0.9%
4 497.0 490.0 98.6
5 497.0 490.0 98.6
6 497.0 495.0 99.6
1 745.5 750.0 100.6
150% 2 745.5 745.0 99.9 100.4 0.39 | 0.4%
3 745.5 750.0 100.6
Grafico 6.3 Linealidad del Método: NMX-AA-072
800.0
700.0
w 600.0
=
¢ 500.0
§4ﬂﬂ.ﬂ
]
€ 3000
[-"-]
E 2000
100.0
0.0
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

0.0
y = 1.0062x - 9E-13
R =0.9998

mg adicionados

64



Capitulo 6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Grafico 6.4 Linealidad del Método: KIT HACH
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Tabla 6.8 Resultados estadisticos para linealidad del método

NMX-AA-072 KIT HACH
r? 0.9998 0.9995
Intercepto 9x1013 -1.2500
Pendiente 1.0062 1.0027

Intervalo de confianza para la

pendiente

0.9974, 1.0149

0.9876, 1.0177

-4.6161, 4.6161

-9.1767, 6.6767

Intervalo de confianza para la
ordenada al origen

El criterio de aceptacion indica que el coeficiente de correlacion debe ser mayor o
igual que 0.995, ademas de que el intervalo de confianza de la pendiente debe
incluir el valor de 1y el intervalo de confianza de la ordenada al origen debe incluir
el valor de cero. Como se puede observar en la tabla 6.8, los criterios se cumplen
para ambos métodos. Por lo tanto los métodos son lineales dentro del intervalo de

prueba.
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PRECISION INTERMEDIA

Para determinar la precision intermedia se parti6 de tres muestras que fueron
analizadas por los dos métodos por tres dias consecutivos. Los resultados de
dureza total de los dos métodos se describen en la tabla 6.9, donde puede
observarse que en ambos casos el coeficiente de variacion de la tercia de
preparaciones es menor al 2%, asi como el coeficiente de variacion entre dias
también es menor al 2%.

Por lo tanto el método de referencia es preciso en los tres dias diferentes de

analisis demostrando su reproducibilidad al realizar la prueba.

Del mismo modo, con base en los resultados obtenidos, se puede aseverar que el

método de comparacion es reproducible.

Tabla 6.9 Resultados de dureza total obtenidos en 3 muestras analizadas tres
dias consecutivos

NMX-AA-072 KIT HACH
DUREZA (mg/L) DUREZA (mg/L)

Muestra DiA1 | DIA2 DIA3 Muestra DiA1 DiA 2 DiA 3

1 137.5 | 133.4 135.5 1 136.0 134.0 136.0

2 135.5 | 135.5 135.5 2 136.0 136.0 136.0

3 135.5 | 135.5 133.4 3 134.0 134.0 136.0
Promedio 136.1 | 134.8 134.8 Promedio 135.3 134.7 136.0

SD 1.2 1.2 1.2 SD 1.2 1.2 0.0

cv 0.9 0.9 0.9 v 0.9 0.9 0.0
Promedio 135.2 Promedio 135.3

SD 0.8 SD 0.7

cv 0.6 cv 0.5
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COMPARACION DE LOS METODOS ANALITICOS

Para la prueba de precision y repetibilidad se llevd a cabo un analisis de razones
de varianza de los resultados obtenidos entre el método de referencia y el método
comparativo. Para aseverar que los métodos son estadisticamente comparables
para esta prueba, en las condiciones de uso, el intervalo de confianza debe incluir
el valor de 1. Todas las formulas empleadas en este analisis estadistico se

describen en el apéndice 1.

Tabla 6.10 Andlisis de razones de varianza entre el método de referenciay el
método comparativo

PRECISION Y REPETIBILIDAD
KIT HACH NMX-AA-072
Muestra Dureza Total Muestra Dureza Total
(mg/L) (mg/L)
1 136.0 1 136.8
2 136.0 2 136.8
3 134.0 3 134.8
4 138.0 4 136.8
5 138.0 5 136.8
6 136.0 6 138.8
S,? 2.3 S,2 1.7
Fo.025,n2-1,n1-1 0.14 Fo.975,n2-1,n1-1 7.15
Intervalo de confianza para las razones de varianza
S;% /5.2 1.4
S2% /S1%F0.025,n2-1,n1-1 0.1903 S2? /S1%Fo.0875,n2-1,n1-1 9.7183
(0.1903, 9.7183) El intervalo incluye el valor de 1

El intervalo de confianza obtenido incluye el valor de 1, lo que indica que en la

exactitud entre los métodos no hay diferencia estadistica significativa.

Para la prueba de precision y exactitud del método se llevé a cabo un analisis de
razones de varianza de los resultados obtenidos de porcentaje de recobro para el

nivel del 100% entre el método de referencia y el método comparativo. Ademas se
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calcul6 el intervalo de confianza para la diferencia de las dos medias

poblacionales del porcentaje de recobro.

Tabla 6.11 Andlisis de razones de varianza entre el método de referenciay el
método comparativo en la prueba de exactitud

METODO KIT HACH METODO NMX-AA-072
Muestra % Recobro Muestra % Recobro
1 100.6 1 100.9
2 99.6 2 100.9
3 100.6 3 100.5
4 98.6 4 100.1
5 98.6 5 99.7
6 99.6 6 100.1
S22 0.81 S;? 0.24
Fo.025,n2-1,n1-1 0.14 Fo.975,n2-1,n1-1 7.15
Intervalo de confianza para las razones de varianza
S22 /S:? 3.34
S2? /S1%Fo.025,n2-1,n11 0.4670 S2? /S1%Fo.575,n2-1,n11 23.8384

(0.47, 23.84) El intervalo incluye el valor de 1

Intervalo de confianza para la diferencia de las dos medias poblacionales del porcentaje

de recobro

-0.1856

1.6806

(-0.1856, 1.6806) El intervalo de confianza incluye el cero

Como se puede observar en la tabla 6.11 el intervalo de confianza para las

razones de varianza incluye el valor de 1, lo que sugiere que estadisticamente no

hay diferencia significativa entre los recobros obtenidos por un método respecto al

otro. Y el intervalo de confianza para la diferencia de las dos medias poblacionales

del porcentaje de recobro incluye el cero, lo que indica que no hay diferencia

significativa entre los promedios de recobro obtenidos entre el método de

referencia y el comparativo.

Para la prueba de linealidad del método se realizdé un andlisis estadistico de las

pendientes y ordenadas al origen obtenidas, de cantidad recuperada-cantidad

adicionada, entre ambos métodos.
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Como puede observarse en la tabla 6.12 el intervalo de confianza para la
diferencia de las dos pendientes incluye el cero, lo que sugiere que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre las pendientes de la linealidad entre
ambos métodos. Asimismo, el cero también se incluye en el intervalo de confianza
para la diferencia de las ordenadas al origen, lo que indica que no hay diferencia

significativa entre estos valores.

Tabla 6.12 Intervalos de confianza para la diferencia de pendientes y
ordenadas al origen entre el método comparativo y el de referencia en la
prueba de linealidad del método.

Intervalo de confianza para la diferencia de las 2 pendientes

b1i-b, 0.0035
IC- -0.0128
IC + 0.0198 el intervalo incluye el cero

Intervalo de confianza para la diferencia de las ordenadas al

origen

bo1-boz 1.2500

IC- -7.3377

IC+ 9.8377 el intervalo incluye el cero

La validacion para la comparacion de los Métodos Analiticos: Método por
Titulacion Complejométrica con EDTA indicado en la Norma Mexicana NMX-AA-
072-SCFI-2001 (Andlisis de Agua- Determinacion de Dureza Total en Aguas
Naturales, Residuales y Residuales tratadas) y el Método de Determinacion Rapida
de Dureza Total: Kit Hach HA-DT Hardness Total para determinacion de Dureza
Total en Agua potable cumplié satisfactoriamente con todos los parametros

evaluados bajo las condiciones de operacion establecidas.
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La siguiente tabla, explica brevemente los resultados obtenidos en la validaciéon

Tabla 6.13 Resumen de los resultados de la validacién realizada.

Resultado
Parametro Criterio de Aceptacion Método Método
NMX-AA-072 Kit-Hach
El agua deionizada debera de presentar
Especificidad | un color azul al agregar la S| de negro CUMPLE CUMPLE
de Eriocromo T
Precisién El CV de seis lecturas de la muestra de o 0
Repetibilidad trabajo debe ser < 2.0 % cv 0.9% 1.1%
R? 0.99998 0.99992
r2 > 0.995. El intervalo de confianza de |__!ntercepto 0.0540 0.0987
Linealidad del | la pendiente no debe incluir el cero y el | _Pendiente 0.0498 0.2004
Sistema intervalo de confianza de la ordenada al | |C pendiente | (0.0496, 0.0499) | (0.1994, 0.2014)
origen debe incluir el valor de cero.
IC ordenada | (-0.0017,0.1098) | (-0.4052,0.6026)
Nivel 50% 101.2% 100.6%
Exactitud Promedio de recobro: (98.0 — 102.0%) i cv 5 0'50? 0'00?
Prezi(':s, ic')un di/el El coeficiente de variacion de recobro | Nivel 100% 99.9% 99.6%
Método debe ser < 2.0 %. : cv 0.2% 0.9%
Nivel 150% 100.8% 100.4%
CcvVv 0.2% 0.4%
. ) R? 0.9998 0.9995
r2> 0.995; el intervalo de confianza de la Intercepto X103 1.2500
Linealidad del | pendiente debe incluir el valor de 1y el Pendiente 1.0062 1 '0027
Método '”ter‘c’j"’(‘e'gedﬁ] gﬁ?:';”\f;gre d': cc:’éfg”ada IC pendiente | (0.9974, 1.0149) | (0.9876, 1.0177)
' IC ordenada | (-4.6161, 4.6161) | (-9.1767,6.6767)
El coeficiente de variacion de la tercia bia1Cv 0.9% 0.9%
1 0, 0,
Precision de preparaciones debera ser < 2.0 %. El Dla 2CV 0'90A) 0'90/0
Intermedia coeficiente de variaciéon entre dias debe Dia 3 C,:V 0.9% 0.0%
ser < 2.0%. Ene dias 0.6% 0.5%
Para Precision y Repetibilidad CUMPLE

Comparacion
de Métodos
Analiticos

El intervalo de confianza para la razén
de varianzas debe incluir el valor de 1.

Intervalo de Confianza = 0.1903, 9.7183

Para Precision y Exactitud del Método
El intervalo de confianza para las
razones de varianza del porcentaje de
recobro debe incluir el valor de 1. El
intervalo de confianza para la diferencia
de las dos medias poblacionales del
porcentaje de recobro debe incluir el
valor de 0.

CUMPLE

Intervalo de Confianza = 0.4670, 23.8384
Intervalo de Confianza = -0.1856, 1.6806

Para Linealidad del Método
El intervalo de confianza para la
diferencia de las pendientes de cantidad
adicionada- cantidad recuperada debe
incluir el valor de 0. El intervalo de
confianza para la diferencia de las
ordenadas al origen adicionada-
cantidad recuperada debe incluir el valor
de 0.

CUMPLE

Intervalo de Confianza para diferencia de
pendientes
(-0.0128, 0.0198)
Intervalo de Confianza para diferencia de
ordenadas
(-7.3377, 9.8377)
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta validacion aseguran que tanto el Método por
Titulacion Complejométrica con EDTA descrito en la Norma Mexicana NMX-AA-
072-SCFI-2001 como el Método de Determinacion Répida de Dureza Total: Kit
Hach HA-DT Hardness Total, cumplen de manera adecuada, precisa y exacta en
la cuantificacion de la dureza total en agua potable. Asimismo, el analisis de
razones de varianza, demuestra que los resultados del método del kit son
comparables a los obtenidos con el método de referencia por lo que se concluye
gue no hay diferencia estadistica significativa entre ambos métodos.

Con base en los resultados obtenidos se puede afirmar que es posible usar el
método rapido para determinacion de dureza total del Kit Hach HA-DT Hardness
Total, en lugar, del método por Titulacion Complejométrica con EDTA indicado en
la norma NMX-AA-072-SCFI-2001 en el analisis de rutina, de la dureza Total en

agua potable, en un laboratorio farmaceéutico.

El método Kit Hach HA-DT Hardness Total presentd varias ventajas respecto al
método NMX-AA-072-SCFI-2001. EI método del kit permite un analisis en menor
tiempo, facilidad en su operacion, fisicamente ocupa poco espacio, es de bajo
peso, por lo que es facilmente transportable y no requiere de una fuente de

alimentacion.

El uso del kit permite obtener resultados en tiempo real mientras que
anteriormente el resultado era obtenido semanalmente como consecuencia del
tiempo de andlisis que requeria el método de la Norma. Los residuos generados

disminuyen por lo que el impacto al ambiente también se reduce.

El disefio del kit permite realizar analisis de campo y obtener un resultado casi
inmediato. Y debido a la facilidad en el manejo del kit, el personal que lo opera no
requiere ser altamente calificado, el analisis puede ser efectuado por personal
técnico después de una capacitacion adecuada; por lo que el costo de analisis se

ve reducido.
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INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA RAZON DE VARIANZAS

Para calcular el intervalo de confianza para la razén de varianzas se utilizaron las
siguientes férmulas:

VARIANZA

2 nIy?-(Zy )?

n{n-1)

Doénde:
S?= varianza

n= numero de muestras
y= valor obtenido de dureza en mg/L

INTERVALO DE CONFIANZA

2 2 2
Sg - G2 5:-2 - F
—XFo.o25n2-1,n11 = —5 = —z XFo.975,n2-1,n1-1
‘ G S

1 1 1
Dénde:

Si?= varianza menor
S,?= varianza mayor
no-1= grados de libertad del numerador

ni1-1= grados de libertad del denominador
F = valor de la F de Fisher
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INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA DIFERENCIA DE DOS MEDIAS
POBLACIONALES

Para calcular el intervalo de confianza para la diferencia de las dos medias
poblacionales del porcentaje de recobro se utilizaron las siguientes férmulas:

(17-1)S,*+(n3-1)85° -[1 1 ]

IC (- Py} =(¥V,-¥)+ T - n;
| (L= ) =(¥;-¥2) D-g?iﬂﬁnﬂzj ny+Hig-2

i, 1z

Doénde:

S1%= varianza menor

S2%= varianza mayor

n= nuamero de muestras

y1= valor promedio de dureza obtenido en Método de Referencia en mg/L

y»= valor promedio de dureza obtenido en Método de Comparacion en mg/L
to.975,n1+n2-2= valor de t de student

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA DIFERENCIA DE LAS PENDIENTES

Para calcular el intervalo de confianza para la diferencia de las pendientes de
cantidad adicionada- cantidad recuperada se utilizaron las siguientes formulas:

IC( Br1-P12) = (b11-b12)=* to.975n1+n2-4Sb11-b12

Dénde:
b11= pendiente del método de Referencia
bi.= pendiente del método de Comparacion
n = numero de muestras
t = valor de t de student
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Sty by~ Syix _ > T _ 2
so (3x) oy (3

1, 1,

Donde:

x= mg adicionados
n = numero de muestras
Syix = Desviacién Estandar de la regresion

2 y; - bu 2y, —bu > vyt > y3— bz Xy, —boz 2.,

n, + n;— 4

Donde:
x1 = mg adicionados método referencia
y1 = mg recuperados método de referencia
X2 = mg adicionados método de comparacion
y> = mg recuperados método de comparacion
n = namero de muestras
b11 = pendiente del método de referencia
bi> = pendiente del método de comparacion
bo1 = ordenada al origen del método de referencia
bo> = ordenada al origen del método de comparacion
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INTERVALO DE CONFIANZA PARA LAS ORDENADAS AL ORIGEN

Para calcular el intervalo de confianza para la diferencia de las ordenadas al
origen adicionada- cantidad recuperada se utilizaron las siguientes formulas:

IC( Bor-Poz) = (Po1-bo2)= t0.975 n1+n2-4Sho1-bo2

Donde:

bo1= ordenada al origen del método de Referencia
boo= ordenada al origen del método de Comparacion
n = numero de muestras

t = valor de t de student

- .2 —
1 1 (x,) ( X;)

1 — 1 _|_ —_—
Sty -boz = Sy n, n,

2 2
%) >x,)
lez_(\fol. zxz_(za\g
1, 1,
Donde:
x= mg adicionados

n = numero de muestras
Syix = Desviacion Estandar de la regresion
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