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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS 

a- Ordenada en el origen de la recta de regresión 

b- Pendiente de la recta de regresión 

b-  Sesgo 

CV- Coeficiente de variación 

Ca - Concentración analítica 

n- Tamaño muestral 

r- Coeficiente de correlación 

r2- Coeficiente de determinación 

%R- Porcentaje de recobro 

SD  Desviación estándar de una muestra 

- Media aritmética de una muestra 

         ŷ-      Valores de y pronosticados por la recta de regresión  
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1. INTRODUCCIÓN 

Recientemente, el diseño y la síntesis de moléculas orgánicas inteligentes ha atraído mucho la 

atención para ser utilizadas como quimiosensores capaces de detectar metales, con alta selectividad 

y sensibilidad, explotando sus propiedades colorimétricas o fluorescentes y encontrando 

aplicaciones en analítica, en medicina o ciencias ambientales.1 Nuestro  grupo de trabajo se ha 

enfocado en la búsqueda de quimiosensores colorimétricos con alta sensibilidad para detectar 

diferentes metales que representan una problemática actual en cuanto a los procesos de 

cuantificación. Estudios previos nos han dirigido a la síntesis de bases de Schiff derivadas del 

cinamaldehído para modular las propiedades químicas de la molécula orgánica e iniciar los estudios 

correspondientes que comprobarán si es un buen o mal sensor. Ya que las reacciones con metales 

y bases de Schiff derivadas del cinamaldehído no han sido evaluadas sobre los parámetros de 

desempeño, nos propusimos evaluar dichos parámetros considerando que está descrito que 

pueden llegar a formar complejos con níquel, cobalto, zinc o cobre.2  

El cobre es el tercer metal de transición más abundante en la tierra y es un micronutriente esencial 

que junto con ciertas proteínas produce enzimas críticas para la vida, interviene en la función 

inmune y juega un papel importante en la formación de tejido y hueso. Sin embargo, la presencia 

de cobre en altas concentraciones (como consecuencia de su uso generalizado para fines 

industriales) puede producir efectos negativos en el organismo como Alzheimer, Parkinson o 

enfermedad de Wilson.3,4 La concentración normal de cobre en sangre está limitada a 0.15 mg/L 

(2.36X10-5 M).5 Para recursos naturales, como el agua potable, el límite se ha establecido en el rango 

de 1X10-5- 3X10-5 M (1.3 ppm)6, en la normativa mexicana el límite se ha establecido en 1 mg/L 

(1.57X10-5M).  

La técnica por la que se cuantifica la presencia de este metal en agua es absorción atómica, pero 

este método requiere de un equipo cuyo costo es relativamente alto y por lo tanto no todos los 

laboratorios cuentan con uno. Gracias a que la base de Schiff sintetizada funciona perfectamente 

como un quimiosensor para reconocer y cuantificar fácilmente los iones de cobre, se decidió 

implementar un método que permita cuantificar cobre en agua por espectroscopía UV-Vis. Y 

motivados porque experimentos cualitativos indican que se puede detectar Cu2+ en muy bajas 

concentraciones, se trabajaron los parámetros de desempeño con el objetivo de que en trabajos 

futuros sea posible establecer un método de validación. 

1.1 Bases de Schiff 

Derivadas de la condensación reversible de aldehídos y aminas y descubiertas por Hugo Schiff en 

1864, las bases de Schiff son compuestos caracterizados por poseer un grupo funcional imina -C=N, 

donde el Nitrógeno presenta un par de electrones libres que le permite comportarse como una base 

de Lewis mientras que el carbono actúa como un electrófilo, además, la presencia de grupos -OH 

produce que estos compuestos aumenten su reactividad. Estas características hacen que sean 

ligantes versátiles útiles en el campo de la química de coordinación, especialmente en el desarrollo 

de complejos con iones metálicos que encuentran aplicación en química analítica, biológica e 

inorgánica.7 

En los últimos años, en las áreas de farmacia y medicina se han reportado numerosos complejos de 

bases de Schiff con actividad antimicrobiana, antifúngica, antiproliferativa, antiinflamatoria, 
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antiviral y antipirética, pero al poseer otras propiedades particulares, también pueden encontrar 

uso en catálisis y electroanálisis.8  

Particularmente en el área de química analítica, se sabe que se pueden detectar y cuantificar ciertos 

iones metálicos específicos como Ag (I), Mg (II), Ni (II), Pb (II), Zn (II), Cu (II), Co (II) porque las bases 

de Schiff presentan una excelente selectividad y sensibilidad por ellos y su importancia se ve 

resaltada porque algunos de estos iones son de interés ambiental.9 

1.2 Química de la base de Schiff 

Como se menciona en la sección 1.1, las bases de Schiff se forman a partir de aldehídos aromáticos 

y aminas, puesto que la presencia de al menos un acompañante aromático es necesaria para 

asegurar la estabilidad de estos compuestos. Generalmente, se preparan por condensación entre 

un aldehído o una cetona y una amina primaria en presencia de agentes desecantes, ya que la 

eliminación del agua es necesaria para que la reacción sea completa. 

 El mecanismo de formación de estos compuestos consiste en que la amina reaccione con el 

aldehído o la cetona para dar un compuesto de adición inestable llamado carbinolamina,  La 

carbinolamina pierde agua por vías catalizadas por ácidos o bases y al ser un alcohol, sufre 

deshidratación catalizada por ácido, como se presenta en el Esquema 1, típicamente, la 

deshidratación de la carbinolamina determina la velocidad de formación de la base de Schiff y es 

por eso por lo que la reacción es catalizada por ácidos. Sin embargo, la concentración de ácido no 

puede ser muy elevada ya que las aminas son compuestos básicos. Cuando la nucleofilia de la amina 

se ve afectada por protonación, el equilibrio se va hacia la izquierda y la formación de carbinolamina 

no puede ocurrir.9 

 

 

Esquema 1. Formación de una base de Schiff por una reacción de condensación. 
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1.3 Cobre 

El cobre es el tercer elemento más abundante en la tierra, después del hierro y el zinc. También es 

un micronutriente esencial que junto con algunas proteínas produce cerca de 20 enzimas críticas 

para la vida; juega un papel importante en la formación de hueso y tejido, en la respiración celular, 

en la función inmune y cerebral y en la transcripción de genes. Sin embargo, la presencia de cobre 

en altas concentraciones (como consecuencia de su uso generalizado para fines industriales) puede 

producir efectos adversos sobre el organismo debido al estrés oxidativo que genera y por 

consecuencia el daño a órganos como riñón e hígado. Atas concentraciones de cobre en plasma 

están asociadas a enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, Menkes o Wilson.10 

La concentración normal de cobre en plasma está limitada a 0.15 mg/L (2.36X10-5 M).5 mientras que, 

en los recursos naturales, como el agua potable, el límite se ha establecido en el rango de 1X10-5- 

3X10-5 M (1.3 ppm)6. En la normativa mexicana el límite se ha establecido en 1 mg/L (1.57X10-5M). 

Dado que estas concentraciones son muy pequeñas, su cuantificación requiere del uso de técnicas 

sensibles como voltamperometría de extracción anódica, espectroscopía de absorción atómica, 

cromatografía o electrodos selectivos de iones. Sin embargo, estos métodos son complicados, 

requieren de mucho tiempo y utilizan equipos cuyo costo es relativamente alto, por ello, el diseño 

y la síntesis racional de quimiosensores eficientes para cuantificar fácilmente y mediante técnicas 

sencillas a los iones de cobre es un tema de especial interés en medicina y ciencias ambientales.11 

1.4 Espectroscopía UV-Vis 

Está técnica es utilizada en casi todos los laboratorios para análisis o investigación de rutina y tiene 

aplicación tanto en análisis cualitativo como cuantitativo. Se basa en la interacción que existe entre 

una muestra y luz. La luz es una radiación electromagnética constituida por ondas que tienen 

diferentes longitudes de onda de fotones que transportan cantidades variables de energía. La 

radiación está comprendida entre 190 y 800 nm y se divide en dos regiones: la región ultravioleta 

cuyo rango va de 190 a 400 nm y la región visible que va de 400 a 800 nm. 

Las moléculas absorben luz cuando la energía del fotón promueve a sus electrones de valencia a 

pasar de un estado de menor energía a uno mayor. Esta habilidad de la molécula se presenta en un 

espectro de absorción UV-Vis que estará en función de la estructura molecular. El espectro puede 

ser útil en la identificación y determinación de propiedades fisicoquímicas. Sin embargo, la principal 

aplicación de esta técnica está relacionada con la cuantificación y está descrita por la ley de Lambert-

Beer.12 

1.5 Ley de Lambert-Beer 

La ley de Lambert-Beer rige estas técnicas y nos dice que la absorción es proporcional a la 

concentración de moléculas absorbentes y establece que la fracción de radiación absorbida es 

independiente de la intensidad de la radiación: 

𝐴 = 𝑙𝑜𝑔10 {
𝐼𝑂

𝐼
} = 𝜀𝑐𝑙        

Donde 𝐼0 es la intensidad de la radiación incidente, 𝐼 es la intensidad de la radiación emitida, 𝜀 es el 

coeficiente de absortividad molar (𝑚𝑜𝑙−1/𝑑𝑐−3𝑐𝑚), l es la longitud de la celda y 𝑐 es la 

concentración de la especie absorbente (mol/𝑑𝑚3). El coeficiente de absortividad molar (𝜀) es 

independiente de la concentración y la longitud de la celda (𝐼), mientras que la absorción depende 

de ambos.7,15 Esta ley solo es válida cuando la luz es monocromática, esto es, la radiación tiene una 
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sola longitud de onda.8 La absorbancia de la molécula depende del solvente (incluida su polaridad), 

pH, interacciones moleculares y temperatura o la presencia de agentes complejantes. Así pues, la 

absorbancia medida para un mesurando puede relacionarse linealmente con la concentración a 

través de esta ley. 12,13 

1.6 Desviaciones de la ley de Lambert-Beer y fuentes de error 

La proporcionalidad entre la absorbancia y la concentración inferida en la ecuación de la sección 

1.5, no siempre se observa, debido a desviaciones de la ley de Lambert-Beer que pueden ser de 

naturaleza química o instrumental.6 A concentraciones altas del mesurando (generalmente >0.01M) 

se pueden observar desviaciones de la linealidad puesto que existen cambios en el índice de 

refracción y porque la proximidad de las moléculas absorbentes afecta su distribución de carga y 

provoca alteraciones en su capacidad de absorción. 

 Además, los compuestos que son objeto de estudio no deben participar en reacciones químicas, 

como reacciones de auto-asociación o degradación que pudieran conducir a cambios en la 

absorbancia. Las partículas presentes en la muestra también pueden conducir a estos cambios 

debido a la dispersión de la luz. 

Experimentalmente no es posible obtener radiación monocromática. En la práctica la muestra es 

expuesta a radiación policromática dentro de un cierto rango de longitud de onda (∆λ), cuando más 

estrecho sea el rango de longitud de onda, mejor, ya que la luz policromática conduce a desviaciones 

de la ley. Esta desviación es significativa cuando los coeficientes de absorción molar varían mucho. 

En consecuencia, para el trabajo cuantitativo, se debe seleccionar un rango de longitud de onda 

relativamente estrecho en el que solo haya un pequeño cambio en la capacidad de absorción; esto 

normalmente se encuentra en el máximo de absorción.  

Las desviaciones también se pueden dar debido a la luz dispersa que ocasiona que llegue luz al 

detector sin que haya pasado por la muestra debido a la luz de dispersión dentro de la 

instrumentación o luz que ingresa desde el exterior. Por otra parte, la luz difusa dará como resultado 

desviaciones negativas, estos errores son predominantes cuando la longitud de onda de la fuente 

de luz es baja. 13,14 
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2. VALIDACIÓN DE MÉTODOS 

La ISO 9000:2000 define a la validación como la confirmación mediante el suministro de evidencia 

objetiva de que un procedimiento analítico es efectivamente, aplicable para el objetivo establecido. 

El objetivo de cualquier método analítico es proporcionar datos consistentes, confiables y precisos. 

Por esta razón, los rendimientos y las limitaciones del método, así como las influencias externas que 

pueden modificar estas características, deben determinarse antes de su uso.  

La validación consiste en la determinación de parámetros de calidad bien definidos 

estadísticamente (selectividad, especificidad, linealidad, exactitud, precisión, recuperación, límite 

de detección, límite de cuantificación y comparación con otros métodos) así como parámetros 

operativos/económico (simplicidad, tiempo de análisis, precio por análisis, seguridad del personal 

del laboratorio e impacto ambiental). Los resultados de la validación del método evidencian la 

calidad y consistencia de los resultados analíticos obtenidos en determinaciones futuras en 

muestras reales, mientras que los parámetros operacionales/económicos evalúan si el método 

puede usarse para análisis de rutina. 

Se considera que la validación está muy relacionada con el desarrollo del método. De hecho, a veces 

es difícil establecer cuándo ha finalizado la optimización del método y comienza la validación. 

Algunos de los parámetros de validación se evalúan durante el método de validación, con el fin de 

optimizar las condiciones experimentales. 15 

La mayoría de las veces, un estudio de validación se lleva a cabo cuando: 16 

• Un nuevo método analítico se está desarrollando 

• Se están realizando pruebas para la extensión de la aplicabilidad de un método analítico 

conocido, por ejemplo, determinaciones de un mesurando dado, pero con una matriz 

diferente. 

• El control de calidad del método aplicado muestra variabilidad de sus parámetros a través 

del tiempo. 

• Un método analítico dado tiene que ser usado en otro laboratorio, usando diferentes 

instrumentos  

• Comparación del nuevo método analítico con uno de referencia 

El rango de parámetros, cuya determinación debe de ser la base del proceso de validación para un 

método analítico dado depende de los siguientes factores: 

• El carácter de la prueba analítica a realizar, usando un método analítico dado (análisis 

cualitativo o cuantitativo, análisis de una sola muestra o una investigación analítica de 

rutina) 

• Requisitos de un método analítico dado 

• Tiempo y costos que deben gastarse durante el proceso de validación 

Los parámetros que se consideran necesarios para la validación de diferentes tipos de 

procedimientos analíticos se presentan en la Tabla 1. En este trabajo, se evaluarán los parámetros 

señalados con color gris. 

 



11 
 

Tabla 1. Parámetros cuya determinación es necesaria para diferentes tipos de procedimientos 

analíticos. 16 

Parámetro  
Análisis  
cualitativo 

Prueba de 
impurezas 
 límite 

Análisis 
cuantitativo 

Prueba de 
ensayo 

Precisión −a - + + 

Exactitud - −a + + 

Especificidad + + + + 

Límite de  
detección −a + −a   

Límite de 
 cuantificación −a - + - 

Linealidad −a - + + 

Robustez + + + + 
a podría ser determinado 

Cuánto más parámetros se incluyan en el proceso de validación, más tiempo se debe gastar en el 

proceso.  

2.1 Características de desempeño de los métodos  

Los parámetros de validación estadística describen el rendimiento y las limitaciones de los métodos, 

indicando la calidad de los resultados. Para determinarlos, el analista debe conocer el significado de 

cada parámetro y el proceso de cálculo apropiado. El método es adecuado para el propósito 

establecido si los resultados de la validación están dentro de los criterios de aceptación establecidos. 

2.1.1 Selectividad 

Los estudios de selectividad buscan encontrar los efectos de los interferentes más probables, en 

este trabajo son otros iones metálicos divalentes diferentes al cobre, mediante su adición 

intencional. Esto para demostrar que los efectos de otros interferentes no son significativos. En 

otras palabras, para cumplir con este parámetro es necesario que en una mezcla compleja de estos 

interferentes se asegure que la respuesta obtenida solo se debe al mesurando que está siendo 

estudiado y no a algo física o químicamente similar, que pudiera causar un sesgo en el resultado de 

la medición. 17 

2.1.2 Límite de detección (LOD) y cuantificación (LQ) 

Mientras que límite de cuantificación es la concentración mínima del mesurando que se puede 

determinar con precisión y exactitud aceptable, el límite de detección es la concentración mínima 

del mesurando que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada. Ambos parámetros 

definen la sensibilidad del método. 

Según la Eurochem, se calculan multiplicando una desviación estándar por un factor adecuado. Es 

importante que esta desviación estándar sea representativa de la precisión obtenida para muestras 

de ensayo típicas y que se realicen suficientes réplicas de medición para brindar una estimación 

confiable. Las muestras usadas deberían ser preferentemente muestras que no tengan cantidades 

detectables del mesurando o muestras de analito con concentraciones cercanas o por debajo de del 

LQ esperable. Las muestras blanco funcionan bien en métodos en los cuales se obtienen una señal 
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medible para un blanco como son la espectrofotometría o absorción atómica. La desviación 

estándar puede ser calculada con o sin corrección del blanco (𝑠´𝑜), esto depende de qué especifique 

el procedimiento determinado y finalmente, se utiliza para calcular LOD y LQ. 17 

 La fórmula para calcular la desviación estándar a partir de resultados de réplicas de blancos o con 

muestras de concentración cercana a cero es: 

𝑠´𝑜 =
𝑠𝑜

√𝑛
 

donde: 

𝑠´𝑜  es la desviación estándar usada para calcular LOD y LQ 

𝑠𝑜  es la desviación estándar estimada de m resultados individuales en o cerca de concentración 0 

n es el número de réplicas de observación  

Típicamente se consideran necesarias de 6-15 réplicas; usualmente se recomiendan 10 réplicas en 

procedimientos/protocolos de validación. 

2.1.3 Intervalo de trabajo y lineal  

El “intervalo de trabajo” es el intervalo en el cual el método proporciona resultados con una 

incertidumbre aceptable. El extremo inferior del intervalo de trabajo está determinado por el límite 

de cuantificación, LQ. El extremo superior del intervalo de trabajo está definido por las 

concentraciones a las cuales se observan anomalías significativas en la sensibilidad analítica.  

El intervalo lineal es la capacidad para obtener resultados de un dato variable (ejemplo: 

absorbancia) que es directamente proporcional a la concentración de la muestra y su evaluación se 

realiza para cada nivel por triplicado, por lo menos a cinco niveles diferentes de concentración, para 

finalmente graficar la respuesta.  

El intervalo de trabajo y la linealidad se evalúan mediante una inspección visual del gráfico, con el 

apoyo de estadísticas y un gráfico de residuales de una regresión lineal. 17 

2.1.4 Análisis de regresión 

En la terminología de la regresión, la variable que se va a predecir se llama variable dependiente. La 

o las variables que se usan para predecir el valor de la variable dependiente se llaman variables 

independientes. En general, existen cuatro posibles formas en que las variables pueden 

relacionarse: relación lineal directa, relación lineal inversa, relación no lineal directa y relación no 

lineal inversa, cuya estructura formal y funcional permite dilucidar con objetividad las actividades 

orientadas a decidir qué ecuación debe emplearse, cuál es la ecuación que mejor se ajusta a los 

datos y cómo debe validarse la significancia de los pronósticos realizados. 18 

Para cada análisis de regresión se obtiene una ecuación, denominada ecuación de la línea recta 

𝑌 = 𝑎 + 𝑏𝑋 

Donde a representa la ordenada Y. Su valor es el punto en el cual la línea de regresión cruza el eje 

“y” 
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b es la pendiente de la recta y representa qué tanto cambia la variable dependiente Y por cada 

unidad de incremento de la variable independiente X. También se conoce como razón de cambio: 

𝑏 =
∆𝑌

∆𝑋
 

En otras ´palabras, indica cómo varía “y” cuando “x” se ajusta a los valores elegidos, esto proviene 

de la consideración de que los errores en la línea recta están sujetos en el eje “y”, de tal manera que 

es razonable minimizar la suma de los cuadrados de los residuos, debido a los valores de los residuos 

que pueden ser tanto positivos como negativos. De ahí el término de “método de los mínimos 

cuadrados” que se busca para este procedimiento. La línea recta buscada debe pasar por el centro 

de gravedad de los puntos.  

𝑏 =
∑ 𝑖 [(𝑥𝑖 − 𝑥̅)(𝑦𝑖 − 𝑦̅)]

∑ 𝑖 (𝑥𝑖 − 𝑥2)
 

Tanto a como b son constantes numéricas porque para cualquier línea recta dada, sus valores no 

cambian. 19 

De este mismo análisis se obtiene el coeficiente de correlación que es la relación que existe de los 

valores entre el eje Y y el X. 

𝑟 =  
∑ 𝑖 [(𝑥𝑖 − 𝑥̅)(𝑦𝑖 − 𝑦̅)]

{[∑ 𝑖 (𝑥𝑖 − 𝑥̅)2][∑ 𝑖 (𝑦𝑖 − 𝑦̅)2]
1
2}

 

Los valores que puede tomar r están en el intervalo −1 ≤ 𝑟 ≤ +1, que implica que todos los puntos 

experimentales están sobre una línea recta “x” y “y” de pendiente negativa o positiva. Cuando r 

toma valor de 0 implica que no existe correlación ente  

Por otro lado, el coeficiente de determinación indica qué tanto se ajusta la curva a una línea recta y 

se calcula elevando al cuadrado el valor obtenido del coeficiente de correlación. 

Los errores aleatorios en los valores de la pendiente y ordenada en el origen son importantes, 

considerándose ahora las ecuaciones utilizadas para calcularlos. Primero, se hace el cálculo de 𝑆𝑦/𝑥 

que estima los errores aleatorios de la dirección “y” 19 

𝑆𝑦/𝑥 =  √∑ 𝑖
(𝑦𝑖 − 𝑦̌𝑖)2

𝑛 − 2
 

Obtenido el valor anterior es posible calcular 𝑆𝑏  y 𝑆𝑎, las desviaciones de la pendiente y la ordenada 

al origen, de ser necesario. Estas vienen dadas por: 

Desviación estándar de la pendiente 

𝑆𝑏 =
𝑆𝑦/𝑥

√∑ 𝑖 (𝑥𝑖 − 𝑥̅)2
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Desviación estándar de la ordenada al origen 19 

𝑆𝑎 =  𝑆𝑦/𝑥√
∑ 𝑖 𝑥𝑖

2

𝑛 ∑ 𝑖(𝑥𝑖 − 𝑥̅)2
 

2.1.5 Determinación del sesgo 

Una determinación practica del sesgo se basa en la comparación de la media de los resultados (𝑥̅) 

del método candidato con un valor de referencia adecuado (𝑥𝑟𝑒𝑓). Existen tres enfoques generales: 

a) análisis de materiales de referencia, b) experimentos de recuperación utilizando muestras 

adicionadas, y c) comparación con resultados obtenidos mediante otro método. Los estudios de 

sesgo deben cubrir el alcance del método y, por lo tanto, pueden requerir el análisis de diferentes 

tipos de muestra y/o diferentes niveles del mesurando. Para lograr esto, se puede requerir una 

combinación de estos enfoques diferentes. 17 

El sesgo puede expresarse en términos absolutos como: 

𝑏 = 𝑥̅ − 𝑥𝑟𝑒𝑓 

O en términos relativos de porcentaje  

𝑏(%) =
𝑥̅ − 𝑥𝑟𝑒𝑓

𝑥𝑟𝑒𝑓
∗ 100 

En algunos sectores de la medición analítica también es posible utilizar la recuperación relativa 

(recuperación aparente) en porcentaje. 

𝑅(%) =
𝑥̅

𝑥𝑟𝑒𝑓
∗ 100 

En ausencia de materiales de referencia adecuados, se pueden utilizar estudios de recuperación 

(experimentos con adiciones) para dar una indicación del nivel de sesgo probable.  

2.1.6 Repetibilidad 

Constituye una medida de precisión bajo las mismas condiciones de operación sobre un intervalo 

de tiempo. Para cubrir este parámetro, se realizan como mínimo diez mediciones a la concentración 

de interés. De ahí se obtendrá la media, la desviación estándar y el coeficiente de variación. 19 

Desviación estándar: 

𝑠 = √∑ 𝑖 (𝑥𝑖 − 𝑥)2/(𝑛 − 1) 

 

 

Media: 

𝑥̅ =
∑ 𝑥𝑖

𝑛
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Coeficiente de variación: 17 

𝐶𝑉(%) =
𝑠

𝑥̅
∗ 100 

2.1.7 Reproducibilidad 

También llamada precisión intermedia, está definida como la variación dentro del mismo 

laboratorio, esto incluye la variación intradía, variación del analista y la variación del equipo. En este 

parámetro se reporta también la desviación estándar, la media y el coeficiente de variación y para 

evaluarlo es posible usar ANOVA de un solo factor.  

Esta prueba se utiliza para comparar las medias de tres o más grupos con el fin de determinar si 

difieren entre sí de manera significativa. Otra función importante es la estimación de las diferencias 

entre grupos específicos. 17 

2.1.8 Robustez 

En un laboratorio, los parámetros operativos (factores) rara vez se mantienen exactamente en los 

valores descritos en el método, y siempre oscilan dentro de un rango realista. Los estudios de 

robustez tienen como objetivo examinar la influencia de las posibles fuentes de variaciones en las 

respuestas del método. 

La robustez influye en la manera de realizar mediciones usando un método analítico dado. Cuanto 

mayor sea la influencia de ligeros cambios en los parámetros del proceso de medición sobre la 

determinación final, mayor será el nivel de atención que se debe prestar al mantenimiento de estos 

parámetros en un nivel estable. Se trata de un parámetro relativo que refleja cambios en 

condiciones internas. 12 y que describe la utilidad del método analítico en diferentes condiciones; 

también puede estimarse en función de la reproducibilidad. 

Dentro de estas pruebas se encuentra ANOVA que es un método conocido también como análisis 

de varianza. Es el método más exacto para calcular la variabilidad de un sistema de medición porque 

posee la ventaja de cuantificar la variación debida a la interacción entre los operadores y las partes.19 
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JUSTIFICACIÓN 

Existen muchas técnicas para cuantificar Cu2+, la normativa actual en México emplea a la 

espectroscopía de absorción atómica, sin embargo, este método suele ser complicado, requiere de 

mucho tiempo y de un equipo cuyo costo es relativamente alto. Por ello, el diseño y la síntesis de 

quimiosensores que permitan reconocer y cuantificar fácilmente a los iones de cobre es un tema 

importante en Química Analítica, así como la evaluación de sus parámetros de desempeño. En este 

trabajo se estudia una base de Schiff como un quimiosensor para detectar y cuantificar iones de 

cobre por espectroscopía Uv-Vis.  

HIPÓTESIS 

La evaluación de los parámetros de desempeño para la cuantificación de cobre mediante la técnica 

de UV-Vis cumple con los criterios de aceptación para cada parámetro. 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los parámetros de desempeño para la determinación de 𝐶𝑢+2 mediante la formación de un 

complejo con la imina N-(2-hidroxifenilo)cinamaldeimino por espectroscopía UV-Vis. 

OBJETIVOS PARTÍCULARES 

• Síntesis de la imina N-(2-hidroxifenilo)cinamaldeimino 

• Determinar a qué longitud de onda se leerá el experimento mediante una valoración 

espectrofotométrica entre N-(2-hidroxifenilo)cinamaldeimino y Cu2+ 

• Determinar el intervalo lineal y de trabajo del método 

• Establecer el límite de detección y cuantificación 

• Llevar a cabo estudios de recuperación y sesgo 

• Obtener repetibilidad y reproducibilidad 

• Hacer estudios de robustez del método 

• Implementar un protocolo de trabajo del método desarrollado. 

INSTRUMENTACIÓN Y REACTIVOS 

Para realizar este proyecto, se hizo uso de lo siguiente: 

Espectrofotómetro modelo Cary 50 conc Uv-visible Specctrophotometer marca Varian. 

Balanza analítica modelo EP214DC marca OHAUS. 

Espectrofotómetro modelo DR 500 UV-Vis marca HACH 

Reactivos 

Todos los reactivos y solventes son usados sin ningún tratamiento previo 

• Cinamaldehído (3-Phenylprop-2-enal) marca Sigma Aldrich 

• 2-aminofenol marca Sigma Aldrich 

• Ácido acético glacial marca Golden Bell 

• Acetato de sodio 

• Acetato de cobre 

• Papel filtro marca Whatman 
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• Material de uso común de laboratorio 

 

3. METODOLOGÍA 

3.1 Síntesis química de la imina N-(2-hidroxifenilo)cinamaldeimino [compuesto 1] 

 

 

Esquema 2. Síntesis del compuesto 1 

 

 

251𝜇𝐿 de cinamaldehído (1𝜇𝑀) disueltos en 5 ml de etanol se añaden gota a gota a 0.107 g de 2-

aminofenol (1𝜇𝑀) disueltos en 5 ml de etanol. Se mantiene en agitación constante por tres horas a 

temperatura ambiente y al final de la reacción se observa una solución color naranja-rojizo. 

Posteriormente se reduce a la mitad del volumen la solución obtenida mediante secado a presión 

reducida, el volumen final de la solución se deja en refrigeración por doce horas y una vez 

trascurrido este tiempo se observa un precipitado. El compuesto 1 es un sólido café-rojizo separado 

por filtración y secado al vacío; es utilizado sin purificar. Rendimiento 0.316 g, 71.17%. PM=222 

𝑔 𝑚𝑜𝑙−1. UV-Vis [(nm)etanol] 293;354. IR (KBr) [𝜗𝑚𝑎𝑥]= 1628(C=N). 

3.2 Preparación del buffer ácido acético-acetato 

Se preparan 250 ml de una solución 0.1 M de ácido acético glacial, se afora con agua desionizada y 

posteriormente se añaden 0.205 g de acetato de sodio. 

Se verifica el pH de la solución y debe estar en 3.55. Es importante mantener este pH, pues con esta 

solución se disolverá al cobre y de esta manera se evita que precipite. 

3.3 Preparación de la muestra 

La siguiente técnica es la que se propone en este trabajo para evaluar el desempeño del método 

propuesto: 

Solución 1: se preparan 25 ml de una solución madre de ligante 1𝑋10−3𝑀  y se afora con etanol. La 

solución es incolora. 

Solución 2: se preparan 50 ml de una solución madre de cobre (0.05 M) (se afora con el buffer ácido 

acético-acetato). Esta solución presenta color azul. 

A un matraz de 100 ml se añaden 3 ml de la solución 1, luego se añade el volumen requerido para 

alcanzar la concentración de cobre a analizar (que va de los 10 a los 40 𝜇𝐿) y se afora con etanol. Se 

deja reaccionar por 15 minutos y comienzan las lecturas. 
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3.4 Preparación de la curva para valoración espectrofotométrica 

Añadir 3 𝜇𝐿 de la solución 1 a cinco matraces de aforación de 10 ml. 

Se prepara la solución 2 cinco veces, es decir, se tienen cinco diferentes soluciones de cobre a la 

misma concentración (0.05 M). De cada solución 2, se añade un volumen diferente (2, 4, 6, 8 y 10 

𝜇𝐿) a los matraces previamente adicionados con la solución 1. Cuando se añade este pequeño 

volumen de solución de cobre al ligante, se observa un cambio inmediato de incoloro a amarillo 

intenso. Se afora con etanol. 

Se deja reaccionar por 15 minutos y comienzan las lecturas. 

Adicionar a una celda de cuarzo de 3 ml la muestra con ayuda de una pipeta Pasteur limpia y hacer 

un barrido en el equipo de UV-Vis. 

Esta metodología se usó únicamente para la valoración espectrofotométrica. 

 

 

Esquema 3. Propuesta de formación del complejo con 𝐶𝑢2+ 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Caracterización del ligante  

La Figura 1 muestra el espectro de UV-Vis del compuesto 1, usando como disolvente etanol. Éste 

presenta tres bandas: 204 nm, 293 nm y 354 nm. La banda en 293 nm corresponde a la transición 

𝜋 → 𝜋∗ del grupo imino, mientras que la banda en 354 nm se asigna a la transición de 𝑛 → 𝜋∗ debida 

al par de electrones libres, por último, la banda en 204 nm se atribuye a una transición 𝜋 → 𝜋∗ del 

anillo aromático. 20 

 

 

Figura 1. Espectro de absorción UV-Vis que muestra el pico principal en 293 nm que corresponde a 

la transición 𝜋 → 𝜋∗ de la imina (C=N)  

En la Figura 2 se muestra el espectro de infrarrojo, donde se puede notar una banda intensa en 1628 

cm-1 que se asigna a la vibración C=N, otra en 1294 cm-1 a la que se le atribuye la vibración del enlace 

C-O. La banda en 748 cm-1 corresponde a la deformación C-H “fuera del plano” del anillo fenólico, 

mientras que la banda en 3024 cm-1 corresponde a vibraciones O-H. Se observa que esta señal es 

muy débil, muy probablemente debido a la presencia de un enlace de hidrógeno intramolecular         

–OH---N (nitrógeno imínico).21 La banda en 1265 cm-1 corresponde a la vibración C-O iminofenólico. 

La banda en 748 cm-1 se atribuye a deformaciones fuera del plano del anillo fenólico. Finalmente, la 

banda en 3345 cm-1 corresponde a las vibraciones de los enlaces O-H de moléculas de agua. 
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                 Figura 2. Espectro de IR del compuesto 1.  

 

4.2 Valoración espectrofotométrica del compuesto 1 con cobre 

La valoración espectrofotométrica se hizo con el propósito de conocer cómo interacciona el ligante 

con el metal y percibir si hay desplazamiento de bandas, ausencia o presencia de nuevas.  Para esto 

se siguió el procedimiento de la sección 3.4 de este trabajo y se obtuvo el siguiente espectro: 

 

Figura 4. Valoración espectrofotométrica del complejo compuesto 1-𝑪𝒖𝟐+  
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Como se muestra en la Figura 4, es posible seguir la formación del complejo mediante esta técnica, 

ya que existe la aparición de una nueva banda en 450 nm.   

Con base en el comportamiento observado en la Figura 4, se decidió establecer la longitud de onda 

del método en 288 nm y corroborar con el desplazamiento de banda aproximadamente a 450 nm. 

4.3 Selectividad 

Ya que, de acuerdo a la literatura, las bases de Schiff son selectivas para iones metálicos específicos, 

se probó con los siguientes: Cd2+, Cr3+, Zn2+, Ni2+, Co2+, V5+, Mg2+. Además, estos iones metálicos 

pueden ser contaminantes de agua al igual que el cobre, es decir, son interferentes potenciales. 

Para su evaluación, se preparó por separado soluciones de cada uno de estos metales a las mismas 

cinco concentraciones con que se trabaja cobre. En el espectro, no se observa ningún cambio en las 

bandas que expresa el ligante. 

Para corroborar lo anterior, se prepara una mezcla de todos estos iones metálicos y se pone en 

contacto con el ligante y no se observa ningún cambio en el espectro. A la misma mezcla, se le 

adiciona cobre y se vuelve a leer en el espectro y ahora sí, se observan los desplazamientos descritos 

en la valoración espectrofotométrica. Por lo tanto, se concluye que el compuesto 1 es altamente 

selectivo para 𝐶𝑢2+. 

Parámetro de aceptación para la evaluación del método 

En adelante, todos los parámetros de desempeño evaluados corresponden a la respuesta del compuesto 

1 con cobre y los valores obtenidos se compararán con la concentración que es posible permitir por 

normativa, esto es, 1.57𝑋10−5 𝑀 (1𝑋10−3 𝑔/𝐿.) 

4.4 Intervalo lineal y de trabajo 

El intervalo lineal abarcó solamente cinco puntos, los mínimos que la normativa establece para que 

el procedimiento sea válido, pero que cumple perfectamente con el intervalo en el que se encuentra 

la máxima concentración que se puede permitir de cobre en agua para consumo humano. Las 

concentraciones con las que se trabajó fueron 1𝑋10−5, 2𝑋10−5, 3𝑋10−5, 4𝑋10−5 𝑦 5𝑋10−5 𝑀, 

mismas que se midieron por triplicado a la longitud de onda establecida y los valores de absorbancia 

obtenidos fueron promediados. 

De los datos de la Tabla 1, se determina que la ecuación ajustada para el modelo lineal que describe 

la relación entre Y y X es:  𝑦 = 9660x + 0.7103 y que el coeficiente de determinación (𝑅2) tiene un 

valor de 0.9992 

Es necesario graficar los residuales para evaluar si existen valores sospechosos 
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Tabla 1.  Datos para calcular manualmente el valor de la pendiente, la ordenada al origen y el 
coeficiente de correlación. Los valores en negritas corresponden a los promedios y los que están en gris 
a la sumatoria de la columna. 

x y  

  

 

  

 

  

 
 

 

 

  

0 0.71 -0.000025 6.25E-10 0.24183333 0.05848336 6.04583E-06 

1.00E-05 0.806 -1.50E-05 2.25E-10 0.14583333 0.02126736 2.19E-06 

2.00E-05 0.906 -5.00E-06 2.5E-11 0.04583333 0.00210069 2.29E-07 

3.00E-05 0.999 5.00E-06 2.5E-11 0.04716667 0.00222469 2.36E-07 

4.00E-05 1.097 1.50E-05 2.25E-10 0.14516667 0.02107336 2.18E-06 

5.00E-05 1.193 2.50E-05 6.25E-10 0.24116667 0.05816136 6.03E-06 

0.000025 0.95183333 0 1.75E-09 0 0.16331083 1.69E-05 
 

El coeficiente de correlación indica que el grado de asociación lineal entre estas dos variables 

aleatorias es alto y que la asociación es positiva, es decir, que cuando los valores de x aumentan los 

de y también lo hacen. El cuadrado del coeficiente de correlación (𝑅2) indica una alta precisión en 

las futuras predicciones. 

Por otro lado, el nivel de significancia p (P=0.001) indica que la relación entre las variables es 

estadísticamente significativa (p<0.05) 

 

Gráfico 1.  Regresión lineal para evaluar intervalo lineal y de trabajo. Este abarcó cinco puntos que 

mediante una inspección visual y estadística presenta linealidad y un buen coeficiente de correlación y 

determinación, esto indica que es posible hacer análisis cuantitativo de una muestra de concentración 

desconocida de cobre y obtener buenos resultados. 

 

El grafico de residuales (Gráfico 2) es necesario para observar si existen valores sospechosos, 

normalmente los residuales deberían estar distribuidos alrededor de cero, en este caso se observa 

un gráfico satisfactorio, excepto que 𝑦3 podría ser un valor anómalo, para ello se recurre a la prueba 

de Grubbs: 
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Hipótesis nula          Todos los valores de los datos provienen de la misma 

población normal 

Hipótesis alterna       El valor más pequeño o más grande de los datos es un 

valor atípico 

Nivel de significancia α = 0.05 

 

 

Prueba de Grubbs 

 

            Concentración 

Variable    (M)             N    Media  Desv.Est.     Mín.     Máx.    G  P 

Absorbancia  0.00000        1  0.71000     *         0.71000  0.71000  *  * 

             0.00001        1  0.80600     *         0.80600  0.80600  *  * 

             0.00002        1  0.90600     *         0.90600  0.90600  *  * 

             0.00003        1  0.99900     *         0.99900  0.99900  *  * 

             0.00004        1   1.0970     *         1.0970   1.0970   *  * 

             0.00005        1   1.1930     *         1.1930   1.1930   *  * 

 

* NOTA * No hay valor atípico en el nivel de significancia de 5% 

*El cambio de formato, se debe a que los valores se reportan directamente del programa estadístico Minitab 

 

Gráfico 2. Gráfico de residuales de intervalo lineal. Muestra que los puntos y1, y2, y4, y5 y y6 están 

cercanos a cero, por lo que no se sospecha que sean valores atípicos. Es necesario aplicar una prueba al 

punto y3 para saber si es atípico y si lo es, eliminarlo estadísticamente 

 

Posterior a esto, se realiza la prueba de Shapiro-Wilk y se corrobora que los datos se comportan de 

manera normal. De igual forma se realiza un gráfico de probabilidad normal de los residuos (gráfico 

3) y ya que se ajustan a una línea recta se comprueba que los residuos están distribuidos 

normalmente. 
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Gráfico 3. Gráfico de probabilidad normal de residuales. Normalmente debe seguir una línea recta, por 

lo que se verifica el supuesto de que los residuos están distribuidos normalmente. 

4.5 Límite de detección (LOD) y cuantificación (LQ) 

Ya que al realizar las mediciones del blanco diez veces por duplicado y ver que la desviación estándar 

está muy cercana a cero (𝑆 =0.00047) no se hace la determinación por el método del blanco, se 

recurre al método de la regresión lineal, que como se sabe por la prueba realizada en el parámetro 

anterior, la respuesta del instrumento está linealmente relacionada con la concentración x para el 

intervalo de trabajo seleccionado. El modelo se expresa con la ecuación de la recta 𝑦 = 𝑎 + 𝑏𝑥. 

De igual forma como se procedió para los parámetros anteriores, se realizan mediciones a los cinco 

puntos de concentración determinados y se leen por triplicado para la determinación de LOD y LQ: 

 

Tabla 2. Valores por triplicado de cada nivel de concentración para determinar LOD y LQ 

 Blanco Concentración    
Réplicas 0 1.00E-05 2.00E-05 3.00E-05 4.00E-05 5.00E-05 

1 0.71 0.812 0.901 1.009 1.115 1.205 

2 0.70 0.803 0.912 1.008 1.090 1.194 

3 0.69 0.815 0.905 0.998 1.092 1.195 

promedio 0.70 0.81 0.906 1.005 1.099 1.198 

 

 

Tabla 3. Estadística de regresión lineal y cálculo del valor 𝑠𝑦 𝑥⁄  

 valor 𝑆𝐷 

Intersección 0.70614 0.00332 

pendiente 9874.285 109.76 

𝑠𝑦 𝑥⁄  6.693𝑋10−3  
 

0

0.5

1

1.5

0 20 40 60 80 100

0
.7

1

Muestra percentil

Gráfico de probabilidad normal



25 
 

De los datos anteriores se obtiene que la ecuación de la recta es 𝑦 = 0.7097 + 9662.85 𝑥. Es 

posible entonces calcular LOD y LQ y se puede expresar: 

𝐿𝑂𝐷 = 𝑦𝐵 + 3𝑠𝐵 

𝐿𝑂𝑄 = 𝑦𝐵 + 10𝑠𝐵 

Donde 𝑦𝐵 es la desviación estándar de la intersección y 𝑠𝐵 es el valor de 𝑠𝑦 𝑥⁄  

Entonces para el experimento: 

 

𝐿𝑂𝐷 = (0.70614 + (3 ∗ 6.693𝑋10−3) = 𝟎. 𝟕𝟐𝟔  

𝐿𝑂𝑄 = (0.70614 + (10 ∗ 6.693𝑋10−3) = 𝟎. 𝟕𝟕𝟑  

 

Haciendo uso de la ecuación de regresión se tiene un límite de detección de 2.025 𝑋10−6M y a un 

límite de cuantificación de 6.77 𝑋10−6M 

4.6 Precisión 

4.6.1 Repetibilidad (intradía) 

Se trata de una prueba preliminar que evalúa la precisión del método en un periodo de tiempo 

corto. Esto se consigue haciendo diez mediciones a partir de una sola muestra que es medida diez 

veces a lo largo del día y es la desviación estándar de los valores obtenidos la que informará acerca 

de la imprecisión del método. Ya que es poco práctico a la hora de comparar con otros métodos 

(por las unidades) por conveniencia se calcula el coeficiente de variación en porcentaje. 

Está imprecisión de la que se habla está dada por errores al azar (EA), mismos que deben ser 

calculados en unidades de concentración y que finalmente, se comparará con el valor que el método 

puede permitirse. 

 

Tabla 4. Datos de repetibilidad intradía para análisis de 

cobre y cálculo de coeficiente de variación y error al 

azar a partir de los mismos. 

 

 

promedio 1.081E-05 

DS 6.658E-07 

CV (%) 6.156 

EA 1.10E-06 

valor permitido 1.57E-05 
 

Medición absorbancia concentración 

1 0.819 1.12495E-05 

2 0.808 1.01108E-05 

3 0.814 1.07319E-05 

4 0.81 1.03178E-05 

5 0.819 1.12495E-05 

6 0.814 1.07319E-05 

7 0.811 1.04213E-05 

8 0.831 1.24917E-05 

9 0.812 1.05248E-05 

10 0.81 1.03178E-05 
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Al calcular el error al azar a un 95% de confianza se obtiene que es menor que el valor permitido 

por la normativa, así que pasa la prueba. Entonces es posible decir que la imprecisión o los errores 

que se tienen en un período corto son tolerables, es decir, que no afecta las mediciones que se van 

a reportar. 

El error al azar se calcula: 

𝑬𝑨 = 𝐷𝑆 ∗ 1.65 

4.6.2 Repetibilidad (inter-día) 

Esta prueba forma parte de los experimentos finales y se determina el error al azar mediante 

estudios de replicación, pero esta vez a largo plazo con la finalidad de obtener información acerca 

de la imprecisión total del método. 

Para ello se realizan mediciones por triplicado durante veinte días a la concentración crítica 

establecida. 

 

                                                                                     Tabla 5. Datos de repetibilidad inter-día para análisis de 

cobre y cálculo de coeficiente de variación y error al 

azar a partir de los mismos. 

 

 

 

 

Medición absorbancia concentración 

1 0.815 1.08E-05 

2 0.811 1.04E-05 

3 0.827 1.21E-05 

4 0.821 1.15E-05 

5 0.834 1.28E-05 

6 0.823 1.17E-05 

7 0.835 1.29E-05 

8 0.829 1.23E-05 

9 0.807 1.00E-05 

10 0.898 1.94E-05 

11 0.921 2.18E-05 

12 0.819 1.13E-05 

13 0.874 1.69E-05 

14 1.002 3.00E-05 

15 0.879 1.74E-05 

16 0.993 2.92E-05 

17 0.809 1.02E-05 

18 0.808 1.01E-05 

19 0.809 1.02E-05 

20 0.807 1.00E-05 

promedio 1.46E-05 

DS 5.99408E-06 

CV (%) 41.1907647 

EA 9.89023E-06 

Valor permitido 1.56E-05 
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Con esta prueba se determina que el método trabajará bien con el tiempo ya que el error al azar 

(que sería el total para el método) es menor al valor máximo permisible. Se observa que el 

coeficiente de variación es alto debido a que las concentraciones más altas reportadas en la tabla 5, 

corresponden a días de trabajo donde la temperatura fue muy alta (30-33°C). 

4.7 Reproducibilidad 

Esta prueba de tipo final es llevada a cabo por tres analistas en un equipo diferente bajo el mismo 

procedimiento durante tres días de trabajo consecutivos y cada día se hicieron dos mediciones por 

triplicado. Ya que se compararán más de dos medias, se utiliza la prueba de ANOVA de un solo 

factor. En la tabla 6 se muestran los valores obtenidos. 

Tabla 6. Concentraciones obtenidas por tres diferentes analistas al mismo tiempo de análisis para el 

parámetro reproducibilidad 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se realiza el ANOVA unidireccional de concentración medida (columna dos de la tabla) contra 

analista y se obtiene lo siguiente: 

 

 

 

 

Analista Concentración (M) Tiempo (min) 
Muestra 
(M) 

1 0.0000099 15 0.00001 

1 0.00001 15 0.00001 

1 0.0000101 15 0.00001 

1 0.0000103 15 0.00001 

1 0.0000102 15 0.00001 

1 0.0000111 15 0.00001 

2 0.0000301 15 0.00001 

2 0.0000293 15 0.00001 

2 0.0000102 15 0.00001 

2 0.0000112 15 0.00001 

2 0.0000197 15 0.00001 

2 0.0000196 15 0.00001 

3 0.0000101 15 0.00001 

3 0.0000104 15 0.00001 

3 0.0000104 15 0.00001 

3 0.0000114 15 0.00001 

3 0.0000111 15 0.00001 

3 0.0000115 15 0.00001 
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ANOVA unidireccional: Concentración (M) vs. Analista  

 
Método 

 

Hipótesis nula          Todas las medias son iguales 

Hipótesis alterna       Por lo menos una media es diferente 

Nivel de significancia  α = 0.05 

 

Se presupuso igualdad de varianzas para el análisis. 

 

 

Información del factor 

 

Factor    Niveles  Valores 

Analista        3  1, 2, 3 

 

 

Análisis de Varianza 

 

Fuente    GL  SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F  Valor p 

Analista   2   0.000000   0.000000     7.40    0.006 

Error     15   0.000000   0.000000 

Total     17   0.000000 

 

 

Resumen del modelo 

 

                       R-cuad.  R-cuad. 

        S  R-cuad.  (ajustado)   (pred) 

0.0000049   49.66%      42.95%   27.51% 

 

 

Medias 

 

Analista  N     Media  Desv.Est.        IC de 95% 

1         6  0.000010   0.000000  (0.000006, 0.000015) 

2         6  0.000020   0.000009  (0.000016, 0.000024) 

3         6  0.000011   0.000001  (0.000007, 0.000015) 

 

Desv.Est. agrupada = 4.932275E-06 

 

  

Comparaciones en parejas de Tukey  

 
Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

 

Analista  N     Media  Agrupación 

2         6  0.000020  A 

3         6  0.000011    B 

1         6  0.000010    B 

 

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 

 

*el cambio en el formato se debe a que los datos s e presentan directamente del 

programa estadístico Minitab 
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El valor de p para concentración (M) de la muestra es menor que 0.05. Este resultado indica que las 

concentraciones medidas difieren significativamente. Entonces se entiende que algunas de las 

medias del grupo son diferentes. 

Para probar de manera formal si existe diferencia estadística significativa entre un par de grupos, se 

hace uso del método de Tukey mismo que se utiliza en ANOVA para crear intervalos de confianza 

para todas las diferencias en parejas entre las medias de los niveles de los factores mientras controla 

la tasa de error por familia en un nivel especificado. Es importante considerar la tasa de error por 

familia cuando se hacen comparaciones múltiples, porque la probabilidad de cometer un error de 

tipo I para una serie de comparaciones es mayor que la tasa de error para cualquier comparación 

individual. Para contrarrestar esta tasa de error más elevada, el método de Tukey ajusta el nivel de 

confianza de cada intervalo individual para que el nivel de confianza simultáneo resultante sea igual 

al valor que se especifique. 

 

Gráfico 4. Intervalos de constancia simultáneos de 95% de Tukey. Existe diferencia en las medias 

para concentración (M)  

*el cambio en el formato de gráficos se debe a que se ha tomado directamente del programa 

estadístico Minitab. 

La gráfica 4, que incluye los intervalos de confianza simultáneos de Tukey muestra que el intervalo 

de confianza para la diferencia entre las medias del analista 2 y 1 se extiende de 2.36X10-6 a    

1.71X10-5 y la diferencia entre el analista 3 y 2 va de -1.66x10-5 a -1.81X10-5. Este rango no incluye 

cero, lo que indica que la diferencia entre estas medias es significativa. Ya que el intervalo entre el 

analista 1 y 3 pasa por cero, las diferencia no es significativa. 

El R2 que se obtiene es demasiado bajo, lo que indica que las predicciones que el modelo genere 

serán imprecisas para nuevas observaciones. La imprecisión puede venir dada por el grupo que es 

tan pequeño. Así este modelo no sirve para hacer generalizaciones más allá de los datos obtenidos 

de las muestras. 
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4.8 Pruebas de recuperación 

Esta prueba, que también corresponde a las preliminares, informa de errores sistemáticos 

proporcionales. 

Para ello se prepara una muestra basal (que no contenga ninguna concentración del mesurando) y 

diferentes muestras de prueba donde se añaden diferentes concentraciones del metal. La diferencia 

observada, constituye la cantidad de metal recobrada. 

 

Tabla 7. Cálculo del porcentaje de recobro a partir de la diferencia observada en la prueba  

Absorbancia Concentración Concentración 
Recobro 
(%) 

0.711 7.24E-08 0 0 

0.809 1.02E-05 1.00E-05 102.17 

0.909 2.06E-05 2.00E-05 102.84 

1.005 3.03E-05 3.00E-05 101.69 

1.103 4.07E-05 4.00E-05 101.63 

 

Ya que se observa que los valores de la columna de recobro no aumentan conforme aumenta la 

concentración, significa que el método no presenta errores sistemáticos proporcionales. Además, 

la normativa marca que el rango de aceptación para este parámetro va de 100 a 120% 

Gracias a que el método cumple con este parámetro, que corresponde al experimento final de las 

pruebas preliminares, es posible pasar a los estudios finales. 
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4.9 Robustez  

A lo largo del desarrollo del método se observó que cuando se varía el tiempo y especialmente la 

temperatura, los resultados obtenidos se alejan del valor esperado por lo que podría tener un efecto 

significativo en el desempeño del método. Por lo tanto, los resultados que se muestran 

anteriormente son resultado de un trabajo realmente estricto. 

En primer lugar, se evaluó el parámetro tiempo para cada punto de concentración dentro de la 

metodología, se incluyeron cuatro tiempos diferentes y se repitió la operación seis veces. De igual 

forma que en el parámetro repetibilidad, los datos se someten a la prueba ANOVA de un solo factor 

en el programa estadístico Minitab y los resultados se reportan de manera íntegra. 

 

Tabla 8. Concentraciones obtenidas bajo diferentes tiempos de análisis para evaluar el parámetro 

robustez. 

Tiempo (min) 
Concentración 
(M) Analista 

Muestra 
(M) 

15 0.0000105 1 0.00001 

15 0.00001009 1 0.00001 

15 0.00001012 1 0.00001 

15 0.00001003 1 0.00001 

15 0.00001006 1 0.00001 

15 0.00001011 1 0.00001 

30 0.00001011 1 0.00001 

30 0.00001013 1 0.00001 

30 0.0000109 1 0.00001 

30 0.00001032 1 0.00001 

30 0.00001011 1 0.00001 

30 0.00001012 1 0.00001 

45 0.00001045 1 0.00001 

45 0.00001038 1 0.00001 

45 0.00001054 1 0.00001 

45 0.00001027 1 0.00001 

45 0.00001068 1 0.00001 

45 0.00001061 1 0.00001 

60 0.00001112 1 0.00001 

60 0.00001145 1 0.00001 

60 0.00001235 1 0.00001 

60 0.00001132 1 0.00001 

60 0.00001342 1 0.00001 

60 0.00001234 1 0.00001 

 

 



32 
 

ANOVA unidireccional: Concentración (M) vs. Tiempo (min)  

 
Método 

 

Hipótesis nula          Todas las medias son iguales 

Hipótesis alterna       Por lo menos una media es diferente 

Nivel de significancia  α = 0.05 

 

Se presupuso igualdad de varianzas para el análisis. 

 

 

Información del factor 

 

Factor        Niveles  Valores 

Tiempo (min)        4  15, 30, 45, 60 

 

 

Análisis de Varianza 

 

Fuente        GL  SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F  Valor p 

Tiempo (min)   3   0.000000   0.000000    19.39    0.000 

Error         20   0.000000   0.000000 

Total         23   0.000000 

 

 

Resumen del modelo 

 

                       R-cuad.  R-cuad. 

        S  R-cuad.  (ajustado)   (pred) 

0.0000005   74.42%      70.58%   63.16% 

 

 

Medias 

 

Tiempo 

(min)   N     Media  Desv.Est.        IC de 95% 

15      6  0.000010   0.000000  (0.000010, 0.000011) 

30      6  0.000010   0.000000  (0.000010, 0.000011) 

45      6  0.000010   0.000000  (0.000010, 0.000011) 

60      6  0.000012   0.000001  (0.000012, 0.000012) 

 

Desv.Est. agrupada = 4.770666E-07 

 

  

Comparaciones en parejas de Tukey  

 
Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

 

Tiempo 

(min)   N     Media  Agrupación 

60      6  0.000012  A 

45      6  0.000010    B 

30      6  0.000010    B 

15      6  0.000010    B 

 

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 
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El valor p arrojado es menor que 0.05, esto indica que las concentraciones medidas a diferentes 

tiempos difieren significativamente. Si se toma en cuenta el gráfico que incluye los intervalos de 

confianza simultáneos de Tukey, los intervalos de confianza para la diferencia entre los pares de 

medias entre los tiempos 30-15, 45-15 y 45-30 incluyen cero, lo que indica que las diferencias no 

son significativas.  

También se observa que las diferencias entre todos los pares de medias que incluyen el tiempo 60, 

presenta diferencias significativas con el resto de los tiempos. 

El R2 obtenido es 74%, si bien no es el más alto o indique que los datos están sumamente 

relacionados, no se considera un porcentaje bajo ya que podría ser el resultado de la interferencia 

de los valores del tiempo 60 y pudiera indicar que el modelo podría generar mediciones imprecisas 

para nuevas observaciones si las muestras se leen luego de la primera hora. 

Con esta prueba se reafirma que leer a los 15 minutos es el tiempo optimo y que si se varía el tiempo 

la muestra sufre transformaciones que podrían dar falsos resultados, o al menos que se alejan 

mucho del valor real.  

Ya que es difícil establecer diferentes condiciones de temperatura, se infiere que el método no es 

robusto ante este factor ya que las pruebas de repetibilidad inter-día muestran cambios en las 

concentraciones medidas cuando varía la temperatura y esto hace que la imprecisión del método 

sea mayor. 

 

Gráfico 5. Intervalos de constancia simultáneos de 95% de Tukey. Existe diferencia en las medias 

para concentración (M)  

*el cambio en el formato de gráficos se debe a que se ha tomado directamente del programa 

estadístico Minitab. 
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CONCLUSIONES 

La evaluación de los parámetros de desempeño para la cuantificación de Cu2+ mediante la técnica 

de UV-Vis fue realizada de manera completa tomando como base la guía internacional Eurachem: 

The Fitness for Purpose of Analytical Methods (2014) y a la norma oficial mexicana: NOM-201-SSA1-

2015, Productos y servicios. Agua y hielo para consumo humano, envasados y a granel. Los 

parámetros que están dentro de la especificación son linealidad, intervalo de trabajo, límite de 

detección, límite de cuantificación, recuperación, repetibilidad; el parámetro que no cumple es la 

robustez; esto se observa en la Tabla 1 de esta sección. 

La robustez es el único parámetro que no se cumple, se cree que puede ser por la inestabilidad del 

ligante en sí, mismo que obliga a utilizar un alcohol como matriz que dependiendo del tiempo o la 

temperatura cambia sus propiedades (al menos en cuanto a concentración) lo que hace que los 

resultados obtenidos varíen significativamente de los esperados si la muestra se analiza en un 

tiempo diferente al establecido. Como se menciona en la discusión de resultados, es complicado 

variar las condiciones de temperatura para evaluar el método propuesto así que este parámetro fue 

evaluado con base a los resultados observados en la repetibilidad inter-día, donde se observaron 

severos cambios de temperatura de hasta 10°C que influyeron en el aumento del error y como se 

discutió, podría ser un error tolerable. 

Finalmente, dadas las condiciones del laboratorio es imposible validar el método porque el equipo 

e instrumentación no están acreditados. 

 

Tabla 1. Parámetros de desempeño que cumple/no cumple el método analítico desarrollado. 

Parámetro Criterio de 
aceptación 

Resultados 
experimentales 

Cumple/no cumple 

Intervalo lineal y de 
trabajo 

R2 ≥0.98 R2=0.9992 Cumple 

Recuperación 90-108% 1.00E-05=102.17% 
2.00E-05=102.84% 
3.00E-05=101.69% 
4.00E-05=101.63% 

Cumple 

Límite de detección <1.56E-05 M 2.025 𝑋10−6 M Cumple 

Límite de 
cuantificación 

≤1.56E-05 M 6.77 𝑋10−6M Cumple 

Repetibilidad ≤1.56E-05 Interdía= 9.89E-06 
Intradía= 1.10E-06 

Cumple 

Reproducibilidad ≤6.00E-06 4.93E-06 Cumple 

Robustez - - No cumple 
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 PROPUESTAS 

• Dentro del método desarrollado existen problemas que pueden ser controlables pero que 

son tediosos como lo es la estabilidad del ligante N-(2-hidroxifenilo)cinamaldeimino, por lo 

que se propone realizar la síntesis añadiendo algún otro grupo que haga que no sea sensible 

a la humedad o al menos que lo haga soluble en agua, ya que de esta manera la matriz sería 

ideal y de menor costo que la usada en esta metodología.  

• Desarrollar un sistema de gestión de calidad en el laboratorio con la finalidad de minimizar 

al máximo los errores tanto instrumentales como humanos. Esto es, tener todos los 

aparatos y material de vidrio calibrados y acreditados con la finalidad de asegurar que los 

resultados obtenidos sean confiables. El correcto uso de los instrumentos de medición, así 

como la constante capacitación de los usuarios y el manejo claro de las buenas prácticas de 

laboratorio enriquece, da fortaleza y confianza al alcance de cada método que se evalué en 

el laboratorio. 

• Propiciar las condiciones necesarias en el laboratorio de docencia para la mejora continua, 

así como propiciar hacer mediciones con base a normativas específicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

 MÉTODO ESTABLECIDO  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Síntesis y 

caracterización 

del ligante 

  

Valoración 

espectrofotométri

ca con [Cu2+] 

conocida 

  

Selección de 

longitud de onda = 

288 nm 

  

Evaluación del 

intervalo lineal y 

de trabajo 

  

¿Hay linealidad y 

R2 alto? 

  

Trabajar en 

desarrollo del 

método 

NO 

  

Calcular LOD y LQ 

NO 

  

¿Cuantifica la 

concentración 

establecida? 

Trabajar en el 

desarrollo del 

método 
SI 

  

Calcular LOD y LQ 

SI 
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Calcular LOD y LQ 

NO 

  

¿Cuantifica la 

concentración 

establecida? 

Trabajar en el 

desarrollo del 

método 

SI

v 

Prueba de 

repetibilidad 

intradía 

  

¿El EA es 

tolerable? 

NO 

Trabajar en el 

desarrollo del 

método 

SI 

  

Pruebas de recobro 

  

¿Existe ESP? 

SI 

Trabajar en el 

desarrollo del 

método 

NO 

Pruebas de 

repetibilidad 

inter-día 

  

¿El EA es 

tolerable? 

NO 

Trabajar en el 

desarrollo del 

método 

SI

v 

Prueba de 

robustez 

Prueba de 

repetibilidad 

¿El método 

es robusto? 

SI 

NO 
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ANEXOS 

 

Protocolo de trabajo para la evaluación de los parámetros en la determinación de hierro 

mediante la técnica de UV-Vis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir de la metodología para 

la preparación de la muestra y la 

preparación de la curva se realiza 

la evaluación de los parámetros. 

Intervalo de trabajo 

Intervalo lineal 

De blancos de muestra se 

realiza mínimo 5 niveles 

diferentes de 

concentración. Cada nivel 

se hace por triplicado. 

Graficar la respuesta analítica 

(y) vs. Nivel de concentración 

adicionado (x). 

Elaborar gráfico de residuales. 

Cumple con los criterios 

de aceptación 

De la regresión lineal 

obtenida el r2> 0.99  

Existe aleatoriedad en el 

gráfico de residuales 

Si 

Revisar los niveles de 

concentración (se considera 

empezar a un nivel con un %T 

mayor a 30%) para minimizar el 

error fotométrico. 

Considerar una metodología de 

digestión capaz de exponer al 

analito al método. 

Revisar las soluciones y verificar 

que estas provengan de un 

material de referencia. 

No 

De un blanco de muestra 

considerar 5 niveles y cada nivel 

por triplicado que cumplan con 

los criterios de recuperación y 

repetitibilidad. 

Graficar la concentración 

obtenida (y) vs la concentración 

adicionada (x) 

Calcular la pendiente y el 

coeficiente de correlación 

 

Cumple con los 

criterios de aceptación 

Pendiente: valor 

cercano a 1. 

r2> 0.98. 

No 

Si 
Seguir con la 

determinación del límite 

de detección y el límite 

de cuantificación. 
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Límite de detección 

y cuantificación 

De los datos obtenidos del 

intervalo de trabajo 

Calcular la pendiente (m) y 

la ordenada al origen, 

estimar la desviación 

estándar  de los residuos en 

“y” (Sy/x) y calcular 

mediante la siguiente 

ecuación el LD y LC. 

LD= yB+3.3sB 

LC= yB+10SB 

 
 

 

Sesgo y recuperación 

Repetitibilidad 

Reproducibilidad 

Robustez 

Cumple con los criterios 

de aceptación 

El límite de 

cuantificación es menor o 

igual a nivel inferior 

estimado en el intervalo 

de trabajo 

Si 

No 

Realizar nuevamente las 

mediciones con los 

niveles elegidos para el 

intervalo de trabajo por 

triplicado. 

Corroborar la linealidad 

del método con el 

coeficiente de 

correlación 

Cumple  

 

De los datos obtenidos del 

intervalo de trabajo,  para 

cada nivel expuesto 

determinar el % de recobro y 

el % CV 

 
 

 

No 

Blanco de muestra a tres 

niveles de concentración 

(inferior, medio y 

superior estimados en el 

intervalo de trabajo) 

Cada nivel por 

sextuplicado 

En un día diferente y 

diferente instrumento 

 

Realizar mediante blanco de 

muestra tres niveles de 

concentración (inferior, 

medio y superior estimados 

en el intervalo de trabajo) 

Cada nivel por sextuplicado 

 

Evaluar los factores 

instrumentales críticos  

al método. Analizar por 

triplicado la muestra en 

condiciones normales y 

distintas de operación. 

Si 

Calcular el % de recobro de los 

resultados 

Criterio de aceptación 

% recuperación= 90-108 

CVrepetitibilidad=≤3% 

CVreproducibilidad=≤6% 

 

 

Establecer si existe 

diferencia significativa entre 

las variaciones previstas y la 

condición normal mediante 

una herramienta estadística 

de contraste, (ANOVA, t-

student) 

Reportar la desviación 

estándar, coeficiente de 

variación y % recuperación 

para cada nivel analizado 

Reportar si la H0 se acepta  o 

se rechaza para cada variable 

 

Cumple  

 Si 

No Cumple  

 

No 

Si Cumple  

 

No 

Si 
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Informe de calibración del espectrofotómetro UV-Vis Cary 50 marca Varian® 
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