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1. INTRODUCCION

Recientemente, el disefio y la sintesis de moléculas orgdnicas inteligentes ha atraido mucho la
atencién para ser utilizadas como quimiosensores capaces de detectar metales, con alta selectividad
y sensibilidad, explotando sus propiedades colorimétricas o fluorescentes y encontrando
aplicaciones en analitica, en medicina o ciencias ambientales.! Nuestro grupo de trabajo se ha
enfocado en la busqueda de quimiosensores colorimétricos con alta sensibilidad para detectar
diferentes metales que representan una problematica actual en cuanto a los procesos de
cuantificacion. Estudios previos nos han dirigido a la sintesis de bases de Schiff derivadas del
cinamaldehido para modular las propiedades quimicas de la molécula orgdnica e iniciar los estudios
correspondientes que comprobaran si es un buen o mal sensor. Ya que las reacciones con metales
y bases de Schiff derivadas del cinamaldehido no han sido evaluadas sobre los pardmetros de
desempeno, nos propusimos evaluar dichos pardmetros considerando que estd descrito que
pueden llegar a formar complejos con niquel, cobalto, zinc o cobre.?

El cobre es el tercer metal de transicién mas abundante en la tierra y es un micronutriente esencial
gue junto con ciertas proteinas produce enzimas criticas para la vida, interviene en la funcién
inmune y juega un papel importante en la formacion 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.>* La concentracién normal de cobre en sangre esta limitada a 0.15 mg/L
(2.36X10° M).° Para recursos naturales, como el agua potable, el limite se ha establecido en el rango
de 1X10°- 3X10° M (1.3 ppm)®, en la normativa mexicana el limite se ha establecido en 1 mg/L
(1.57X105M).

La técnica por la que se cuantifica la presencia de este metal en agua es absorcion atémica, 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 facilmente los iones de cobre, se decidid
implementar un método que permita cuantificar cobre en agua por espectroscopia UV-Vis. Y
motivados porque experimentos cualitativos indican que se puede detectar Cu?* en muy bajas
concentraciones, se trabajaron los pardmetros de desempefio con el objetivo de que en trabajos
futuros sea posible establecer un método de validacién.

1.1 Bases de Schiff

Derivadas de la condensacion reversible de aldehidos 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 Nitrégeno presenta un par de electrones libres que le permite comportarse como una base
de Lewis mientras que el carbono actia como un electrdfilo, ademas, la presencia de grupos -OH
produce que estos compuestos aumenten su reactividad. Estas caracteristicas hacen que sean
ligantes versatiles utiles en el campo de la quimica de coordinacion, especialmente en el desarrollo
de complejos con iones metdlicos que encuentran aplicacion en quimica analitica, bioldgica e
inorgénica.’

En los ultimos afios, en las dreas de farmacia y medicina se han reportado numerosos complejos de
bases de Schiff con actividad antimicrobiana, antifingica, antiproliferativa, antiinflamatoria,



antiviral y antipirética, pero al poseer otras propiedades particulares, también pueden encontrar
uso en catdlisis y electroanalisis.?

Particularmente en el area de quimica analitica, se sabe que se pueden detectar y cuantificar ciertos
iones metalicos especificos como Ag (1), Mg (I1), Ni (11), Pb (1), Zn (l1), Cu (1), Co (ll) 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.’

1.2 Quimica de la base de Schiff

Como se menciona en la seccion 1.1, las bases de Schiff se forman a partir de aldehidos aromaticos
y aminas, puesto que la presencia de al menos un acompafiante aromatico es necesaria para
asegurar la estabilidad de estos compuestos. Generalmente, se preparan por condensacidon entre
un aldehido o una cetona y una amina primaria en presencia de agentes desecantes, ya que la
eliminacion del agua es necesaria para que la reaccién sea completa.

El mecanismo de formacidon de estos compuestos consiste en que la amina reaccione con el
aldehido o la cetona para dar un compuesto de adicién inestable llamado carbinolamina, La
carbinolamina pierde agua por vias catalizadas por acidos o bases y al ser un alcohol, sufre
deshidratacién catalizada por acido, como se presenta en el Esquema 1, tipicamente, la
deshidratacién de la carbinolamina determina la velocidad de formaciéon de la base de Schiff y es
por eso por lo que la reaccion es catalizada por acidos. Sin embargo, la concentracién de acido no
puede ser muy elevada ya que las aminas son compuestos basicos. Cuando la nucleofilia de la amina
se ve afectada por protonacién, el equilibrio se va hacia la izquierda y la formaciéon de carbinolamina
no puede ocurrir.’

OH
R |
R—NH, + / - R .
R™ NHR
carbinolamina
Amina R’=H, alquil; R"" = alquil
Aldehido o cetona
H,O
R’
Enlace iminico,
R——N

R

Base de Schiff

Esquema 1. Formacion de una base de Schiff por una reaccion de condensacion.



1.3 Cobre

El cobre es el tercer elemento mas abundante en la tierra, después del hierro y el zinc. También es
un micronutriente esencial que junto con algunas proteinas produce cerca de 20 enzimas criticas
para la vida; juega un papel importante en la formacion de hueso y tejido, en la respiracién celular,
en la funcion inmune y cerebral y en la transcripcién 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 dafio a érganos como rifién e higado. Atas concentraciones de cobre en plasma
estdn asociadas a enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, Menkes o Wilson.*°

La concentracién normal de cobre en plasma estd limitada a 0.15 mg/L (2.36X10° M).> mientras que,
en los recursos naturales, como el agua potable, el limite se ha establecido en el rango de 1X10°-
3X10° M (1.3 ppm)°®. En la normativa mexicana el limite se ha establecido en 1 mg/L (1.57X10°M).
Dado que estas concentraciones son muy pequeiias, su cuantificacién requiere del uso de técnicas
sensibles como voltamperometria de extraccidon anddica, espectroscopia de absorcidn atdmica,
cromatografia 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 disefio
y la sintesis racional de quimiosensores eficientes para cuantificar facilmente y mediante técnicas
sencillas a los iones de cobre es un tema de especial interés en medicina y ciencias ambientales.!

1.4 Espectroscopia UV-Vis

Esta técnica es utilizada en casi todos los laboratorios para andlisis o investigacion de rutina y tiene
aplicacion tanto en andlisis cualitativo como cuantitativo. Se basa en la interaccidn que existe entre
una muestra y luz. La luz es una radiacion electromagnética constituida por ondas que tienen
diferentes longitudes de onda de fotones que transportan cantidades variables de energia. La
radiacion esta comprendida entre 190 y 800 nm y se divide en dos regiones: la regidn ultravioleta
cuyo rango va de 190 a 400 nm y la regidn visible que va de 400 a 800 nm.

Las moléculas absorben luz cuando la energia del fotén promueve a sus electrones de valencia a
pasar de un estado de menor energia a uno mayor. Esta habilidad de la molécula se presenta en un
espectro de absorcidon UV-Vis que estard en funcidn de la estructura molecular. El espectro puede
ser (til en la identificacién y determinacién de propiedades fisicoquimicas. Sin embargo, la principal
aplicacion de esta técnica estd relacionada con la cuantificacion y esta descrita por la ley de Lambert-
Beer.!?

1.5 Ley de Lambert-Beer

La ley de Lambert-Beer rige estas técnicas y nos dice que la absorcidn es proporcional a la
concentracién de moléculas absorbentes y establece que la fraccidn de radiacion absorbida es
independiente de la intensidad de la radiacion:

A =logqg {170} = ecl

Donde I es la intensidad de la radiacién incidente, I es la intensidad de la radiacidn emitida, € es el
coeficiente de absortividad molar (mol~!/dc™3cm), | es la longitud de la celda y ¢ es la
concentracién de la especie absorbente (mol/dm3). El coeficiente de absortividad molar () es
independiente de la concentracidn y la longitud de la celda (I), mientras que la absorcion depende
de ambos.”* Esta ley solo es vélida cuando la luz es monocromatica, esto es, la radiacidn tiene una
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sola longitud de onda.® La absorbancia de la molécula depende del solvente (incluida su polaridad),
pH, interacciones moleculares y temperatura o la presencia de agentes complejantes. Asi pues, la
absorbancia medida para un mesurando puede relacionarse linealmente con la concentracién a
través de esta ley, 1213

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

La proporcionalidad entre la absorbancia y la concentracién inferida en la ecuacién de la seccidn
1.5, no siempre se observa, debido a desviaciones de la ley de Lambert-Beer que pueden ser de
naturaleza quimica o instrumental.® A concentraciones altas del mesurando (generalmente >0.01M)
se pueden observar desviaciones de la linealidad puesto que existen cambios en el indice de
refraccion y porque la proximidad de las moléculas absorbentes afecta su distribucién de carga y
provoca alteraciones en su capacidad de absorcidn.

Ademas, los compuestos que son objeto de estudio no deben participar en reacciones quimicas,
como reacciones de auto-asociacién o degradaciéon que pudieran conducir a cambios en la
absorbancia. Las particulas presentes en la muestra también pueden conducir a estos cambios
debido a la dispersion de la luz.

Experimentalmente no es posible obtener radiacién monocromatica. En la préctica la muestra es
expuesta a radiacion policromatica dentro de un cierto rango de longitud de onda (AA), cuando mas
estrecho sea el rango de longitud de onda, mejor, ya que la luz policromatica conduce a desviaciones
de la ley. Esta desviacion es significativa cuando los coeficientes de absorcién molar varian mucho.
En consecuencia, para el trabajo cuantitativo, se debe seleccionar un rango de longitud de onda
relativamente estrecho en el que solo haya un pequefio cambio en la capacidad de absorcidn; esto
normalmente se encuentra en el maximo de absorcién.

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 dispersion dentro de la
instrumentacién o luz que ingresa desde el exterior. Por otra parte, la luz difusa dard como resultado
desviaciones negativas, estos errores son predominantes cuando la longitud de onda de la fuente
de luz es baja. ¥4



2. VALIDACION DE METODOS

La ISO 9000:2000 define a la validacidon como la confirmacién mediante el suministro de evidencia
objetiva de que un procedimiento analitico es efectivamente, aplicable para el objetivo establecido.
El objetivo de cualquier método analitico es proporcionar datos consistentes, confiables y precisos.
Por esta razon, los rendimientos y las limitaciones del método, asi como las influencias externas que
pueden modificar estas caracteristicas, deben determinarse antes de su uso.

La validacién consiste en la determinacion de pardmetros de calidad bien definidos
estadisticamente (selectividad, especificidad, linealidad, exactitud, precisién, recuperacién, limite
de deteccion, limite de cuantificacion y comparacidon con otros métodos) asi como parametros
operativos/econdmico (simplicidad, tiempo de andlisis, precio por analisis, seguridad del personal
del laboratorio e impacto ambiental). Los resultados de la validacion del método evidencian la
calidad y consistencia de los resultados analiticos obtenidos en determinaciones futuras en
muestras reales, mientras que los pardametros operacionales/econémicos evaldan si el método
puede usarse para analisis de rutina.

Se considera que la validacidn estd muy relacionada con el desarrollo del método. De hecho, a veces
es dificil establecer cuando ha finalizado la optimizacién del método y comienza la validacién.
Algunos de los parametros de validacion se evallan durante el método de validacién, con el fin de
optimizar las condiciones experimentales. *°

La mayoria de las veces, un estudio de validacién se lleva a cabo cuando: ¢

e Un nuevo método analitico se esta desarrollando
e Se estdn realizando pruebas para la extensidén de la aplicabilidad de un método analitico
conocido, por ejemplo, determinaciones de un mesurando dado, pero con una matriz

diferente.

e El control de calidad del método aplicado muestra variabilidad de sus parametros a través
del tiempo.

e Un método analitico dado tiene que ser usado en otro laboratorio, usando diferentes
instrumentos

e Comparacion del nuevo método analitico con uno de referencia

El rango de pardmetros, cuya determinacidn debe de ser la base del proceso de validacién para un
método analitico dado depende de los siguientes factores:

e El caracter de la prueba analitica a realizar, usando un método analitico dado (analisis
cualitativo o cuantitativo, andlisis de una sola muestra o una investigacidn analitica de
rutina)

e Requisitos de un método analitico dado

e Tiempo y costos que deben gastarse durante el proceso de validacion

Los pardmetros que se consideran necesarios para la validacion de diferentes tipos de
procedimientos analiticos se presentan en la Tabla 1. En este trabajo, se evaluaran los parametros
sefialados con color gris.
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Tabla 1. Pardmetros cuya determinacion es necesaria para diferentes tipos de procedimientos

analiticos. 1®

Prueba de

Analisis impurezas Analisis Prueba de
Parametro cualitativo limite cuantitativo ensayo
Precision -2 - + +
Exactitud - -2 + +
Especificidad + + + +
Limite de
deteccion -2 + -2
Limite de
cuantificacion -2 - + -
Linealidad -2 -
Robustez + +

@podria ser determinado

Cudnto mas parametros se incluyan en el proceso de validacién, mds tiempo se debe gastar en el
proceso.

2.1 Caracteristicas de desempefiio de los métodos

Los parametros de validacién estadistica 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 parametro y el proceso de cdlculo apropiado. El método es adecuado para el propdsito
establecido si los resultados de la validacion estan dentro de los criterios de aceptacién establecidos.

2.1.1 Selectividad

Los estudios de selectividad buscan encontrar los efectos de los interferentes mas probables, en
este trabajo son otros iones metalicos divalentes diferentes al cobre, mediante su adicién
intencional. Esto para demostrar que los efectos de otros interferentes no son significativos. En
otras palabras, para cumplir con este pardmetro es necesario que en una mezcla compleja de estos
interferentes se asegure que la respuesta obtenida solo se debe al mesurando que esta siendo
estudiado y no a algo fisica o quimicamente similar, que pudiera causar un sesgo en el resultado de
la medicién. ¥’

2.1.2 Limite de deteccidn (LOD) y cuantificacion (LQ)

Mientras que limite de cuantificacidn es la concentracion minima del mesurando que se puede
determinar con precision y exactitud aceptable, el limite de deteccidn es la concentracién minima
del mesurando que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada. Ambos parametros
definen la sensibilidad del método.

Segun la Eurochem, se calculan multiplicando una desviacidn estandar por un factor adecuado. Es
importante que esta desviacion estdndar sea representativa de la precisidn obtenida para muestras
de ensayo tipicas y que se realicen suficientes réplicas de medicion para brindar una estimacion
confiable. Las muestras usadas deberian 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 sefial
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medible para un blanco como son la espectrofotometria o absorcién atémica. La desviacion
estandar puede ser calculada con o sin correccién del blanco (s’,), esto depende de qué especifique
el procedimiento determinado y finalmente, se utiliza para calcular LOD y LQ. V7

La férmula para calcular la desviacién estandar a partir de resultados de réplicas de blancos o con
muestras de concentracion cercana a cero es:

So

~Vn

’

So

donde:

s’, es la desviacion estdndar usada para calcular LOD y LQ

S, es la desviacion estandar estimada de m resultados individuales en o cerca de concentracion 0
n es el nimero de réplicas de observacién

Tipicamente se consideran necesarias de 6-15 réplicas; usualmente se recomiendan 10 réplicas en
procedimientos/protocolos de validacidn.

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 esta determinado por el limite
de cuantificaciéon, LQ. El extremo superior del intervalo de trabajo estd definido por las
concentraciones a las cuales se observan anomalias significativas en la sensibilidad analitica.

El intervalo lineal es la capacidad para obtener resultados de un dato variable (ejemplo:
absorbancia) que es directamente proporcional a la concentracién de la muestra y su evaluacion se
realiza para cada nivel por triplicado, por lo menos a cinco niveles diferentes de concentracion, para
finalmente graficar la respuesta.

El intervalo de trabajo y la linealidad se evalldan mediante una inspeccién visual del grafico, con el
apoyo de estadisticas y un grafico de residuales de una regresién lineal. ¥’

2.1.4 Andlisis de regresion

En la terminologia de la regresion, 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: relacién lineal directa, relacion lineal inversa, relacién no lineal directa y relacién no
lineal inversa, cuya estructura formal y funcional permite dilucidar con objetividad las actividades
orientadas a decidir qué ecuacion debe emplearse, cudl es la ecuacién que mejor se ajusta a los
datos y codmo debe validarse la significancia de los prondsticos realizados. 8

Para cada andlisis de regresidn se obtiene una ecuacidn, denominada ecuacién de la linea recta
Y=a+bX

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

ao..n

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 razén de cambio:

b_AY
T AX

. .n

En otras “palabras, indica cdmo varia “y” cuando “x” se ajusta a los valores elegidos, esto proviene
de la consideracidn de que los errores en la linea recta estdn 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
qgue pueden ser tanto positivos como negativos. De ahi el término de “método de los minimos
cuadrados” que se busca para este procedimiento. La linea recta buscada debe pasar por el centro
de gravedad de los puntos.

2i[(xi — 0 — ]
Xi(x; —x?%)

Tanto a como b son constantes numéricas porque para cualquier linea recta dada, sus valores no
cambian. *°

b =

De este mismo analisis se obtiene el coeficiente de correlacién que es la relacién que existe de los
valores entre el eje Yy el X.

_ 2i[Cx; — 0 — ]
- 1
{[Zi(xi — )?][Xi(y — }7)2]5}

Los valores que puede tomar r estan en el intervalo —1 < r < 41, que implica que todos los puntos
experimentales estan sobre una linea recta “x” y “y” de pendiente negativa o positiva. Cuando r
toma valor de 0 implica que no existe correlacién ente

Por otro lado, el coeficiente de determinacién indica qué tanto se ajusta la curva a una linea rectay
se calcula elevando al cuadrado el valor obtenido del coeficiente de correlacién.

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

considerandose ahora las ecuaciones utilizadas para calcularlos. Primero, se hace el calculo de Sy, /5

que estima los errores aleatorios de la direccion “y” *°

Obtenido el valor anterior es posible calcular S, y S, las desviaciones de la pendiente y la ordenada
al origen, de ser necesario. Estas vienen dadas por:

Desviacion estandar de la pendiente

Sy/x

VI i(x; —%)?

Sb:
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Desviacién estandar de la ordenada al origen *°

Sa = v/x

2.1.5 Determinacion del sesgo

Una determinacion practica del sesgo se basa en la comparacion de la media de los resultados (x)
del método candidato con un valor de referencia adecuado (x,.s). Existen tres enfoques generales:
a) analisis de materiales de referencia, b) experimentos de recuperacion utilizando muestras
adicionadas, y c) comparacién con resultados obtenidos mediante otro método. Los estudios de
sesgo deben cubrir el alcance del método y, por lo tanto, pueden requerir el andlisis de diferentes
tipos de muestra y/o diferentes niveles del mesurando. Para lograr esto, se puede requerir una
combinacidn de estos enfoques diferentes. ¥’

El sesgo puede expresarse en términos absolutos como:
b=x-— xref
O en términos relativos de porcentaje
X—x
b(%) = ——"L 100
ref

En algunos sectores de la medicidn analitica también es posible utilizar la recuperacion relativa
(recuperacién aparente) en porcentaje.

R(%) = — % 100

xref
En ausencia de materiales de referencia adecuados, se pueden utilizar estudios de recuperacion

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

2.1.6 Repetibilidad

Constituye una medida de precisién bajo las mismas condiciones de operacion sobre un intervalo
de tiempo. Para cubrir este parametro, se realizan como minimo diez mediciones a la concentracién
de interés. De ahi se obtendra la media, la desviacién estandar y el coeficiente de variacién. *°

Desviacién estandar:

s = \/Zi(xl- —x)?/(n—1)

Media:

Ng
R

x|
Il
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Coeficiente de variacion: ¥’

CV (%) = =+ 100

s
%
2.1.7 Reproducibilidad

También llamada precision intermedia, esta definida como la variacion dentro del mismo
laboratorio, esto incluye la variacién intradia, variacién del analista y la variacion del equipo. En este
pardmetro se reporta también la desviacion estandar, la media y el coeficiente de variacidn y para
evaluarlo es posible usar ANOVA de un solo factor.

Esta prueba se utiliza para comparar las medias de tres o mds grupos con el fin de determinar si
difieren entre si de manera significativa. Otra funcién importante es la estimacion de las diferencias
entre grupos especificos. ¥’

2.1.8 Robustez

En un laboratorio, los parametros 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 analitico dado. Cuanto
mayor sea la influencia de ligeros cambios en los pardmetros del proceso de medicién sobre la
determinacidn final, mayor serd el nivel de atencidn que se debe prestar al mantenimiento de estos
pardmetros en un nivel estable. Se trata de un pardmetro relativo que refleja cambios en
condiciones internas. 2 y que describe la utilidad del método analitico en diferentes condiciones;
también puede estimarse en funcidn de la reproducibilidad.

Dentro de estas pruebas se encuentra ANOVA que es un método conocido también como analisis
de varianza. Es el método mas exacto para calcular la variabilidad de un sistema de medicién porque
posee la ventaja de cuantificar la variacién debida a la interaccidn entre los operadores y las partes.®
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JUSTIFICACION

Existen muchas técnicas para cuantificar Cu®, la normativa actual en México emplea a la
espectroscopia de absorcién atémica, sin embargo, este método suele ser complicado, requiere de
mucho tiempo y de un equipo cuyo costo es relativamente alto. Por ello, el disefio y la sintesis de
guimiosensores que permitan reconocer y cuantificar facilmente a los iones de cobre es un tema
importante en Quimica Analitica, asi como la evaluacién de sus pardmetros de desempenfio. En este
trabajo se estudia una base de Schiff como un quimiosensor para detectar y cuantificar iones de
cobre por espectroscopia Uv-Vis.

HIPOTESIS
La evaluacion de los pardmetros de desempefio para la cuantificacién de cobre mediante la técnica
de UV-Vis cumple con los criterios de aceptacion para cada pardmetro.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar los parametros de desempefio para la determinaciéon de Cu*? mediante la formacién de un
complejo con la imina N-(2-hidroxifenilo)cinamaldeimino por espectroscopia UV-Vis.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Sintesis de la imina N-(2-hidroxifenilo)cinamaldeimino
e Determinar a qué longitud de onda se leerd el experimento mediante una valoracién
espectrofotométrica entre N-(2-hidroxifenilo)cinamaldeimino y Cu?*
e Determinar el intervalo lineal y de trabajo del método
e Establecer el limite de deteccidon y cuantificacion
e Llevar a cabo estudios de recuperacion y sesgo
e Obtener repetibilidad y reproducibilidad
e Hacer estudios de robustez del método
e Implementar un protocolo de trabajo del método desarrollado.

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

Espectrofotometro modelo Cary 50 conc Uv-visible Specctrophotometer marca Varian.
Balanza analitica modelo EP214DC marca OHAUS.

Espectrofotometro modelo DR 500 UV-Vis marca HACH

Reactivos

Todos los reactivos y solventes son usados sin ningun tratamiento previo

e Cinamaldehido (3-Phenylprop-2-enal) marca Sigma Aldrich
e 2-aminofenol marca Sigma Aldrich

e Acido acético glacial marca Golden Bell

e Acetato de sodio

e Acetato de cobre

e Papelfiltro marca Whatman
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e Material de uso comun de laboratorio

3. METODOLOGIA
3.1 Sintesis quimica de la imina N-(2-hidroxifenilo)cinamaldeimino [compuesto 1]

Agltac10n3h \ \

Esquema 2. Sintesis del compuesto 1

251ul de cinamaldehido (1uM) disueltos en 5 ml de etanol se afiaden gota a gota a 0.107 g de 2-
aminofenol (1uM) disueltos en 5 ml de etanol. Se mantiene en agitacidon constante por tres horas a
temperatura ambiente y al final de la reaccién se observa una solucidn color naranja-rojizo.

Posteriormente se reduce a la mitad del volumen la solucién obtenida mediante secado a presion
reducida, el volumen final de la solucidon se deja en refrigeracién por doce horas y una vez
trascurrido este tiempo se observa un precipitado. El compuesto 1 es un sélido café-rojizo separado
por filtracidn y secado al vacio; es utilizado sin purificar. Rendimiento 0.316 g, 71.17%. PM=222
g mol™1. UV-Vis [A(nmM)etanol] 293;354. IR (KBr) [9,,,4,]= 1628(C=N).

3.2 Preparacion del buffer acido acético-acetato
Se preparan 250 ml de una solucién 0.1 M de acido acético glacial, se afora con agua desionizada y
posteriormente se afnaden 0.205 g de acetato de sodio.

Se verifica el pH de la solucién y debe estar en 3.55. Es importante mantener este pH, pues con esta
solucidn se disolvera al cobre y de esta manera se evita que precipite.

3.3 Preparacion de la muestra
La siguiente técnica es la que se propone en este trabajo para evaluar el desempefio del método
propuesto:

Solucién 1: se preparan 25 ml de una solucién madre de ligante 1X1073M vy se afora con etanol. La
solucién es incolora.

Solucidn 2: se preparan 50 ml de una solucién madre de cobre (0.05 M) (se afora con el buffer acido
acético-acetato). Esta solucion presenta color azul.

A un matraz de 100 ml se afiaden 3 ml de la solucidn 1, luego se afiade el volumen requerido para
alcanzar la concentracién de cobre a analizar (que va de los 10 a los 40 uL) y se afora con etanol. Se
deja reaccionar por 15 minutos y comienzan las lecturas.
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3.4 Preparacion de la curva para valoracion espectrofotométrica
Afadir 3 uL de la solucién 1 a cinco matraces de aforacién de 10 ml.

Se prepara la solucidn 2 cinco veces, es decir, se tienen cinco diferentes soluciones de cobre a la
misma concentracion (0.05 M). De cada solucidn 2, se afiade un volumen diferente (2, 4, 6, 8 y 10
ulL) a los matraces previamente adicionados con la soluciéon 1. Cuando se afiade este pequefio
volumen de solucion 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 metodologia se usé Unicamente para la valoracidn espectrofotométrica.

Esquema 3. Propuesta de formacién del complejo con Cu?*
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion del ligante

La Figura 1 muestra el espectro de UV-Vis del compuesto 1, usando como disolvente etanol. Este
presenta tres bandas: 204 nm, 293 nm y 354 nm. La banda en 293 nm corresponde a la transicién
T — 1" del grupo imino, mientras que la banda en 354 nm se asigna a la transicion den — m* debida
al par de electrones libres, por Ultimo, la banda en 204 nm se atribuye a una transicién T — ©* del
anillo aromatico. 2°

Espectro UV-Vis compuesto 1

0.9
0.8 OH

0.7

0.6

0.5 X AN
0.4

0.3

0.2

0.1

Absorbancia

200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 1. Espectro de absorcién UV-Vis que muestra el pico principal en 293 nm que corresponde a
la transicién m — * 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™que se asigna a la vibracién C=N, otra en 1294 cm™a la que se le atribuye la vibracion del enlace
C-0. La banda en 748 cm™ corresponde a la deformacién C-H “fuera del plano” del anillo fendlico,
mientras que la banda en 3024 cm™ corresponde a vibraciones O-H. Se observa que esta sefial es
muy débil, muy probablemente debido a la presencia de un enlace de hidrégeno intramolecular
—OH---N (nitrégeno iminico).?! La banda en 1265 cm™ corresponde a la vibracion C-O iminofendlico.
La banda en 748 cm™ se atribuye a deformaciones fuera del plano del anillo fendlico. Finalmente, la
banda en 3345 cm™ corresponde a las vibraciones de los enlaces O-H de moléculas de agua.

19



IR imina

100 | grm
. W

< 80 3,024
§ 70 3,445 1,294
IS
‘E 60
) 1,265
S 50 1,628

40

748
30
3400 2900 2400 1900 1400 900 400

ndmeor de onda (cm)

Figura 2. Espectro de IR del compuesto 1.

4.2 Valoracion espectrofotométrica del compuesto 1 con cobre

La valoracidn espectrofotométrica se hizo con el propdsito de conocer cémo interacciona el ligante
con el metal y percibir si hay desplazamiento de bandas, ausencia o presencia de nuevas. Para esto
se sigui6 el procedimiento de la seccidon 3.4 de este trabajo y se obtuvo el siguiente espectro:

Valoracion espectrofotométrica de

ligante-Cu
1.00
0.80
®
2 0.60
o
2
3 0.40
Nel
<
0.20
0.00 = : e
200 300 400 500 600 700 800

longitud de onda (nm)

=10 uL =8 pulL 6 pL 4yl =—2uL

Figura 4. Valoracion espectrofotométrica del complejo compuesto 1-Cu?*
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Como se muestra en la Figura 4, es posible seguir la formacion del complejo mediante esta técnica,
ya que existe la aparicién de una nueva banda en 450 nm.

Con base en el comportamiento observado en la Figura 4, se decidid 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 metalicos especificos,
se probé con los siguientes: Cd?*, Cr¥*, Zn?*, Ni%*, Co%, V>, Mg*. Ademds, estos iones metalicos
pueden ser contaminantes de agua al igual que el cobre, es decir, son interferentes potenciales.
Para su evaluacién, se prepard 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 ningin cambio en las
bandas que expresa el ligante.

Para corroborar lo anterior, se prepara una mezcla de todos estos iones metalicos y se pone en
contacto con el ligante y no se observa ningin cambio en el espectro. A la misma mezcla, se le
adiciona cobre y se vuelve a leer en el espectro y ahora si, se observan los desplazamientos descritos
en la valoracién espectrofotométrica. Por lo tanto, se concluye que el compuesto 1 es altamente
selectivo para Cu?™.

Parametro de aceptacion para la evaluacion del método

En adelante, todos los parametros de desempefio evaluados corresponden a la respuesta del compuesto
1 con cobre y los valores obtenidos se compararan con la concentracidén que es posible permitir por
normativa, esto es, 1.57X107> M (1X1073 g/L.)

4.4 Intervalo lineal y de trabajo

El intervalo lineal abarco solamente cinco puntos, los minimos que la normativa establece para que
el procedimiento sea valido, pero que cumple perfectamente con el intervalo en el que se encuentra
la maxima concentracion que se puede permitir de cobre en agua para consumo humano. Las
concentraciones con las que se trabajé fueron 1X107°,2X107°,3X107°,4X107°y 5X10™° 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 ecuacidn ajustada para el modelo lineal que describe
la relacién entre Yy X es: y = 9660x + 0.7103 y que el coeficiente de determinacién (R?) 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 correlacidn. Los valores en negritas corresponden a los promedios y los que estan en gris
a la sumatoria de la columna.

X y
X=X (x; —%)* Yi—¥ vi—9°*| (x;—00:—7)

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 correlacion indica que el grado de asociacidon lineal entre estas dos variables
aleatorias es alto y que la asociacion es positiva, es decir, que cuando los valores de x aumentan los
de y también lo hacen. El cuadrado del coeficiente de correlacién (R?) indica una alta precisién en
las futuras predicciones.

Por otro lado, el nivel de significancia p (P=0.001) indica que la relacién entre las variables es
estadisticamente significativa (p<0.05)

y = 9660x + 0.7103
1.2 R2 = 0.9992

Absorbancia
o
()]

0 0.00001 0.00002 0.00003 0.00004 0.00005 0.00006

Concentracion (M)

Grafico 1. Regresion lineal para evaluar intervalo lineal y de trabajo. Este abarcd cinco puntos que
mediante una inspeccién visual y estadistica presenta linealidad y un buen coeficiente de correlacién y
determinacion, esto indica que es posible hacer andlisis cuantitativo de una muestra de concentracién
desconocida de cobre y obtener buenos resultados.

El grafico de residuales (Grafico 2) es necesario para observar si existen valores sospechosos,
normalmente los residuales deberian estar distribuidos alrededor de cero, en este caso se observa
un gréfico satisfactorio, excepto que y3 podria ser un valor anémalo, para ello se recurre a la prueba
de Grubbs:
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Hipétesis nula Todos los valores de los datos provienen de la misma
poblacién normal

Hipbétesis alterna El valor més pequefio o mas grande de los datos es un
valor atipico
Nivel de significancia o = 0.05

Prueba de Grubbs

Concentraciodn
Variable (M) N Media Desv.Est. Min. Max. 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 k%
0.00005 1 1.1930 * 1.1930 1.1930 * ok

* NOTA * No hay valor atipico en el nivel de significancia de 5%
*El cambio de formato, se debe a que los valores se reportan directamente del programa estadistico Minitab

|
0.002
>
(]
©
[0}
Qo
] | |
o}
S 0.000
3
I u u
|
| |
-0.002 : : : : : : ,
0.00000 0.00002 0.00004 0.00006

Variable independiente

Grafico 2. Grafico de residuales de intervalo lineal. Muestra que los puntos yi, Y2, Va, Ys Y Vs estan
cercanos a cero, por lo que no se sospecha que sean valores atipicos. Es necesario aplicar una prueba al
punto ys para saber si es atipico y si lo es, eliminarlo estadisticamente

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 grafico de probabilidad normal de los residuos (grafico
3) y ya que se ajustan a una linea recta se comprueba que los residuos estan distribuidos
normalmente.
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Grafico de probabilidad normal
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Grafico 3. Grafico de probabilidad normal de residuales. Normalmente debe seguir una linea recta, por
lo que se verifica el supuesto de que los residuos estdn distribuidos normalmente.

4.5 Limite de deteccion (LOD) y cuantificacién (LQ)

Ya que al realizar las mediciones del blanco diez veces por duplicado y ver que la desviacion estandar
estd muy cercana a cero (S =0.00047) no se hace la determinacion por el método del blanco, se
recurre al método de la regresion lineal, que como se sabe por la prueba realizada en el parametro
anterior, la respuesta del instrumento esta linealmente relacionada con la concentracién x para el
intervalo de trabajo seleccionado. El modelo se expresa con la ecuacion de larecta y = a + bx.

De igual forma como se procedio para los parametros anteriores, se realizan mediciones a los cinco
puntos de concentracién determinados y se leen por triplicado para la determinacién de LOD y LQ:

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

Blanco Concentracion
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. Estadistica de regresion lineal y calculo del valor sy,

valor Sp
Interseccion 0.70614 0.00332
pendiente 9874.285 109.76
Sy/x 6.693X1073
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De los datos anteriores se obtiene que la ecuacion de la recta es y = 0.7097 + 9662.85 x. Es
posible entonces calcular LOD y LQ y se puede expresar:

LOD = VB + SSB
LOQ = YB + 1OSB
Donde yj es la desviacion estandar de la interseccion y sp es el valor de sy,

Entonces para el experimento:

LOD = (0.70614 + (3 * 6.693X1073) = 0.726
LOQ = (0.70614 + (10 * 6.693X1073) = 0.773

Haciendo uso de la ecuacién de regresion se tiene un limite de deteccién de 2.025 X10~®M y a un
limite de cuantificacién de 6.77 X107°M

4.6 Precision

4.6.1 Repetibilidad (intradia)

Se trata de una prueba preliminar que evalua la precisiéon 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 dia y es la desviacidn estandar de los valores obtenidos la que informard acerca
de la imprecision del método. Ya que es poco practico a la hora de comparar con otros métodos
(por las unidades) por conveniencia se calcula el coeficiente de variacidon en porcentaje.

Esta imprecision de la que se habla estd dada por errores al azar (EA), mismos que deben ser
calculados en unidades de concentracidn y que finalmente, se comparara con el valor que el método
puede permitirse.

Medicion | absorbancia | concentracion | Tapa 4. Datos de repetibilidad intradia para analisis de
1 0.819| 1.12495E-05]| cobre y calculo de coeficiente de variacion y error al
2 0.808| 1.01108E-05| azar a partir de los mismos.

3 0.814| 1.07319E-05

4 0.81| 1.03178E-05

5 0.819| 1.12495E-05

6 0814] 107319E05| = . 1.081E-05

7 0.811| 1.04213E-05 DS 6.658E-07

8 0.831| 1.24917E-05 CV (%) 6.156

9 0.812| 1.05248E-05| ., 1.10E-06
10 0.81] 1.03178E-05] \;3)0r permitido 1.57E-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, asi que pasa la prueba. Entonces es posible decir que la imprecision o los errores
que se tienen en un periodo 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-dia)

Esta prueba forma parte de los experimentos finales y se determina el error al azar mediante
estudios de replicaciéon, pero esta vez a largo plazo con la finalidad de obtener informacidn acerca
de la imprecisidn total del método.

Para ello se realizan mediciones por triplicado durante veinte dias a la concentracién critica
establecida.

Tabla 5. Datos de repetibilidad inter-dia para analisis de

Medicion absorbancia | concentracién cobre y calculo de coeficiente de variacién y error al
1 0.815 1.08E-05 | @%@ partir de los mismos.
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 promedio 1.46E-05
16 0.993 2.92E-05 DS 5.99408E-06
17 0.809 1.02E-05 CV (%) 41.1907647
18 0.808 1.01E-05 EA 9.89023E-06
19 0.809 1.02E-05 Valor permitido 1.56E-05
20 0.807 1.00E-05
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Con esta prueba se determina que el método trabajard bien con el tiempo ya que el error al azar
(que seria el total para el método) es menor al valor maximo permisible. Se observa que el
coeficiente de variacién es alto debido a que las concentraciones mas altas reportadas en la tabla 5,
corresponden a dias 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 dias de trabajo consecutivos y cada dia se hicieron dos mediciones por
triplicado. Ya que se compararan mas 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 analisis para el

pardmetro reproducibilidad

Muestra
Analista Concentracién (M) | Tiempo (min) (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

Se realiza el ANOVA unidireccional de concentracion medida (columna dos de la tabla) contra
analista y se obtiene lo siguiente:

27



ANOVA unidireccional: Concentracion (M) vs. Analista

Método

Hipétesis nula Todas las medias son iguales
Hipbétesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.
Informacidén del factor
Factor Niveles Valores

Analista 3 1, 2, 3

Andlisis 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 informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Analista N Media Agrupacidn
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 estadistico Minitab
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El valor de p para concentracion (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 estadistica 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 multiples, porque la probabilidad de cometer un error de
tipo | para una serie de comparaciones es mayor que la tasa de error para cualquier comparacién
individual. Para contrarrestar esta tasa de error mas elevada, el método de Tukey ajusta el nivel de
confianza de cada intervalo individual para que el nivel de confianza simultaneo resultante sea igual
al valor que se especifique.

-0.00002 - 0000 0.000:00 00001 000002

5 un intervalo no contiene cerg, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Grafico 4. Intervalos de constancia simultaneos de 95% de Tukey. Existe diferencia en las medias
para concentracion (M)

*el cambio en el formato de graficos se debe a que se ha tomado directamente del programa
estadistico Minitab.

La gréfica 4, que incluye los intervalos de confianza simultaneos de Tukey muestra que el intervalo
de confianza para la diferencia entre las medias del analista 2 y 1 se extiende de 2.36X10° a
1.71X107%y la diferencia entre el analista 3 y 2 va de -1.66x10° a -1.81X10°. Este rango no incluye
cero, lo que indica que la diferencia entre estas medias es significativa. Ya que el intervalo entre el
analista 1y 3 pasa por cero, las diferencia no es significativa.

El R? que se obtiene es demasiado bajo, lo que indica que las predicciones que el modelo genere
seran imprecisas para nuevas observaciones. La imprecisidon puede venir dada por el grupo que es
tan pequefio. Asi este modelo no sirve para hacer generalizaciones mas alla de los datos obtenidos
de las muestras.
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4.8 Pruebas de recuperacion
Esta prueba, que también corresponde a las preliminares, informa de errores sistematicos
proporcionales.

Para ello se prepara una muestra basal (que no contenga ninguna concentracién del mesurando) y
diferentes muestras de prueba donde se afiaden diferentes concentraciones del metal. La diferencia
observada, constituye la cantidad de metal recobrada.

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

Recobro
Absorbancia | Concentracion | Concentracion | (%)
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
concentracidn, significa que el método no presenta errores sistemdticos proporcionales. Ademas,
la normativa marca que el rango de aceptacion para este pardmetro va de 100 a 120%

Gracias a que el método cumple con este pardmetro, 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 observéd que cuando se varia el tiempo y especialmente la
temperatura, los resultados obtenidos se alejan del valor esperado por lo que podria tener un efecto
significativo en el desempeio del método. Por lo tanto, los resultados que se muestran
anteriormente son resultado de un trabajo realmente estricto.

En primer lugar, se evalud el parametro tiempo para cada punto de concentracidn dentro de la
metodologia, se incluyeron cuatro tiempos diferentes y se repitié la operacidn seis veces. De igual
forma que en el pardmetro repetibilidad, los datos se someten a la prueba ANOVA de un solo factor

en el programa estadistico Minitab y los resultados se reportan de manera integra.

Tabla 8. Concentraciones obtenidas bajo diferentes tiempos de andlisis para evaluar el pardmetro

robustez.
Concentracion Muestra
Tiempo (min) | (M) Analista (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
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ANOVA unidireccional: Concentracion (M) vs. Tiempo (min)

Método

Hipétesis nula Todas las medias son iguales
Hipbétesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.
Informacidén del factor
Factor Niveles Valores

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

Andlisis 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 informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tiempo

(min) N Media Agrupacidn
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.



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 grafico que incluye los intervalos de
confianza simultaneos 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 R? obtenido es 74%, si bien no es el mds alto o indique que los datos estdn sumamente
relacionados, no se considera un porcentaje bajo ya que podria ser el resultado de la interferencia
de los valores del tiempo 60 y pudiera indicar que el modelo podria 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 varia el tiempo
la muestra sufre transformaciones que podrian dar falsos resultados, o al menos que se alejan
mucho del valor real.

Ya que es dificil establecer diferentes condiciones de temperatura, se infiere que el método no es
robusto ante este factor ya que las pruebas de repetibilidad inter-dia muestran cambios en las
concentraciones medidas cuando varia la temperatura y esto hace que la imprecisidon del método
sea mayor.

30-15 I

| 3

45-15 I

- 0000001 0000000 000000 0.000002 0.000003

5 un intervalo no contiene cero, las medias comespondientes son significativameant e
diferentes

Grafico 5. Intervalos de constancia simultaneos de 95% de Tukey. Existe diferencia en las medias
para concentracion (M)

*el cambio en el formato de graficos se debe a que se ha tomado directamente del programa
estadistico Minitab.
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CONCLUSIONES

La evaluacidn de los pardmetros de desempefio para la cuantificacion de Cu?* mediante la técnica
de UV-Vis fue realizada de manera completa tomando como base la guia 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
pardmetros que estan dentro de la especificacién son linealidad, intervalo de trabajo, limite de
deteccidn, limite de cuantificacién, recuperacién, repetibilidad; el pardmetro que no cumple es la
robustez; esto se observa en la Tabla 1 de esta seccion.

La robustez es el Unico pardmetro que no se cumple, se cree que puede ser por la inestabilidad del
ligante en si, mismo que obliga a utilizar un alcohol como matriz que dependiendo del tiempo o la
temperatura cambia sus propiedades (al menos en cuanto a concentracion) lo que hace que los
resultados obtenidos varien significativamente de los esperados si la muestra se analiza en un
tiempo diferente al establecido. Como se menciona en la discusiéon de resultados, es complicado
variar las condiciones de temperatura para evaluar el método propuesto asi que este parametro fue
evaluado con base a los resultados observados en la repetibilidad inter-dia, donde se observaron
severos cambios de temperatura de hasta 10°C que influyeron en el aumento del error y como se
discutid, podria ser un error tolerable.

Finalmente, dadas las condiciones del laboratorio es imposible validar el método porque el equipo
e instrumentacion no estan acreditados.

Tabla 1. Parametros de desempefio que cumple/no cumple el método analitico desarrollado.

Parametro Criterio de Resultados Cumple/no cumple
aceptacion experimentales
Intervalo lineal y de R2>0.98 R%0.9992 Cumple
trabajo
Recuperacidn 90-108% 1.00E-05=102.17% Cumple

2.00E-05=102.84%
3.00E-05=101.69%
4.00E-05=101.63%

Limite de deteccidn <1.56E-05 M 2.025 X107 M Cumple
Limite de <1.56E-05 M 6.77 X107 °M Cumple
cuantificacion
Repetibilidad <1.56E-05 Interdia= 9.89E-06 Cumple
Intradia= 1.10E-06
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 sintesis afiadiendo algin 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 seria
ideal y de menor costo que la usada en esta metodologia.

Desarrollar un sistema de gestidén de calidad en el laboratorio con la finalidad de minimizar
al maximo 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 medicidn, asi
como la constante capacitacion de los usuarios y el manejo claro de las buenas practicas 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,
asi como propiciar hacer mediciones con base a normativas especificas.
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ANEXOS

Protocolo de trabajo para la evaluacion de los pardmetros en la determinacion de hierro
mediante la técnica de UV-Vis

A partir de la metodologia para

la preparacion de la muestra y la - ]
preparacion de la curva se realiza Intervalo lineal
la evaluacion de los parametros. i/L
] ] De blancos de muestra se
Graficar !a respuesta analltl.ca realiza minimo 5 niveles
(y) vs. Nivel de concentracion diferentes de
adicionado (x). concentracién. Cada nivel

Elaborar gréafico de residuales. se hace por triplicado.

-
/ 4 L \ /Revisar los niveles de \
Cumple con los criterios

concentracion (se considera
empezar a un nivel con un %T
No mayor a 30%) para minimizar el
De la regresion lineal error fotométrico.

obtenida el r2> 0.99 |:>

de aceptacion

Considerar una metodologia de

Existe aleatoriedad en el digestion capaz de exponer al
grafico de residuales analito al método.
k o Revisar las soluciones y verificar
T oI
que estas provengan de un
[ Intervalo de trahaio material de referencia.
/ De un blanco de muestra \ / \
considerar 5 niveles y cada nivel Cumple con los
por triplicado que cumplan con criterios de aceptacion ) Seguir con la
los criterios de recuperacion 'y |:> d | determinacién del limite
itibili Pendiente: valor . P
repetitibilidad. de deteccion y el limite

cercano a 1. de cuantificacion
Graficar la concentracion '

obtenida (y) vs la concentracion r>>0.98.

adicionada (x) k /
N /




Limite de deteccion
y cuantificacion

/De los datos obtenidos dem

intervalo de trabajo

Calcular la pendiente (m) y
la ordenada al origen,
estimar la desviacién

estandar de los residuos en

“y” (Syix) y calcular
mediante la siguiente
ecuacionel LDy LC.

LD=yg+3.3s8
LC=yg+10ss
NN

/Cumple con los criterios\

de aceptacion

El limite de
cuantificacion es menor o
igual a nivel inferior
estimado en el intervalo

de trabajo

k [ No /
~~
f Realizar nuevamente Ias\

mediciones con los
niveles elegidos para el
intervalo de trabajo por
triplicado.

Corroborar la linealidad

Robustez

Evaluar los factores
instrumentales criticos
al método. Analizar por
triplicado la muestra en
condiciones normales y
distintas de operacion.

s
K Establecer si existe
diferencia significativa entre
las variaciones previstas y la
condicién normal mediante
una herramienta estadistica

de contraste, (ANOVA, t-
student)

del método con el
coeficiente de
correlacion

:’c

) g

\ M
~~

.
Si

Reportar si la Hose acepta o
se rechaza para cada variable

—

U \

N I

[ Reproducibilidad ]

/Blanco de muestra a tres\

niveles de concentracion
(inferior, medio y
superior estimados en el
intervalo de trabajo)

Cada nivel por
sextuplicado

En un dia diferente y
diferente instrumento

Si
:>[ Sesgo y recuperacion ]

10

De los datos obtenidos del
intervalo de trabajo, para
cada nivel expuesto
determinar el % de recobro y
el % CV

Repetitibilidad

/Realizar mediante blanco de\
muestra tres niveles de
concentracion (inferior,

medio y superior estimados

en el intervalo de trabajo)

<)

Cada nivel por sextuplicado

- /

-
4 L

resultados

Criterio de aceptacion
% recuperacion= 90-108

CVrepetitibilidad=<3%
CVreproducibilidad=<6%

fCaIcuIar el % de recobro de Ios\

A
M [
m Cumple ) d 0
Si Cumple [No
— —J
Reportar la desviacion Si

estandar, coeficiente de
variacion y % recuperacion
para cada nivel analizado
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{EVIEW » PAPERLESS WORKFLOW » CL
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IIVERSAL PROTOCOLS « EASY REVIEW -
Informe de cualificacion del equipo
Cualificacion Agilent CrossLab
Tipo de cualificacion: uvwvis-oQ
ID del sistema: UV-Vis
Nombre del EQP: AgilentRecommended
Informacion del EQP: Agilent Technologies Sistema
Version del EQP: uUvvis.01.08
Fecha publicacion EQP: Septiembre de 2016
Fecha: 09 August 2017 13:18:50
Tipo de informe: Informe con certificado para los
From Insight to Outcome Ubicacion de la org.: Av. 14 Sur esq. Av. San Claudio,
Ciudad Universitaria, Puebla, Puebla,
CP 72540, México
Fecha: 08 August 2017 13:18:50
ID del sistema: UV-Vis
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Resumen de la prueba

Finalidad

Servicios de cualificacion Agilent CrossLab

Esta seccion incluye un estade para cada una de las pruebas programadas y la cualificacion glebal. Para cada prusba realizada, (1)

el estado se determina automaticamente segln los limites predefinidos y (2) se muestra el nimers total de veces que ha realizado la

prueba.

5i desea informacion detallada sobre los resultados y especificaciones de alguna prusba, consulte los resultados de las prusbas en

este EQR.
Infermacion

Frueba

Exactitud de la longitud de onda: linea de la fuente : Cary 50

Exactitud de la longitud de onda: oxido de holmio en acido perclérico - Cary 50
Reproducibilidad de la longitud de onda - Cary 50

Resolucidn toluenathexano - Cary 50

Luz difusa: cloruro potasico : Cary 50

Exactitud fotométrica: dicromato potasico : Cary 50

Reproducibilidad fotométrica: dicremate potasico : Cary 50

Estade

Pasa

Fasa

Pasa

Pasa

Pasa

Fasa

Pasa

Analisis

Estado de cualificacién global

Pasa
Fecha: 09 August 2017 13:18:50
ID del sistema: UW-Vis
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Informacion del servicio
Finalidad

Esta seccion incluye la informacion del contacto local para |a prestacion de este servicio.

Informacion general

N.° de pedido/solicitud de servicio: 80016854921

Nombre del EQP: AgilentRecommended

Version del EQP: uVvVvIS.01.08

Tipo de informe: Informe con certificado para los resultados de! CDS adjuntos

Informacion de la organizacion
Nombre: BUAP - Facultad de Ciencias Quimicas — FCQ9
Ubicacion: Av. 14 Sur esq. Av. San Claudio. Ciudad Universitaria, Puebla, Puebla, CP 72540, Meéxico

Informacion del contacto local:

Nombre: Dr. José Luis Garate
Cargo: Coordinador Quimica Analitica
Ubicacion de la cualificacion: Lab. Guimica Analitica

Informacion del operador

Nombre: Cosme Rosales
Cargo: Ingeniero de Servicio
infor ion de la adquisicion de datos

Estacion de datos del cliente (CDS): Cary WinUV

Nombre del softwara de adquisicion: Cary WinuV

Version del sofiware de adquisicion: 3.00[182]

Fecha: 09 August 2017 13:18:50

ID del sistema: UN-vis
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Servicios de cualificacion Agilent CrossLab

Informacion del instrumento

Finalidad

Esta seccidn describe la configuracién del sistema encontrada.

Infermacion
Espectrafotdémetro UV-Wis 1
Fabricante
Mombre
Nimero de modelo
Defina el método de entrada de datos

Nimero de serie

Agilent Technologies

Cary 50

Cary 50

Adjuntar el informe de la prueba del CDS del instrumenta

ELDO2118378

Fecha: 09 August 2017 13:18:50
ID del sistema: s
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Informacién del protocolo

Esta seccidn presenta las versiones de todas las unidades de pruebas de este informe. Si desea consultar |a informacidn completa y

detallada de los cambios de cada pruseba, consulte 2l historial de las actualizaciones.

Version de la prusba

Prusba

UIS.01.07 Exactitud de la longitud de anda: linea de |a fuenta

UvVIS.01.08 Exactitud de la longitud de onda: éxido de holmic en acido perclarico
UVVIS.01.08 Exactitud fotométrica: dicromato potasico

UWVVIS.01.07 Luz difusa: clonuro potasico

UWVVIS.01.07 Reproducibilidad de la lengitud de onda

UvvIS.01.08 Reproducibilidad fotométrica: dicromato potasico

UWVVIS.01.07 Resolucion tolueno/hexana

Fecha: 09 August 2017 13:18:50

ID del sistema: n-vis
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Materiales
Nombre del documento: ECeﬁiﬁcado de analisis Solucion patron de oxido de holmio al 4% en acido perclorico al 10%
]
vemo s
aUEsTACOR O &3
g 18
Informa No CMIO- 160063
Nambre dal Cliante Agilont Technologles México, S. de R de C.V.
Diveccion: Av. Ingargemes Sur No 1802, Oticna 801, Col. Crecio Constroctor
g Dekeaciée Sanko Judres. Wiizo, Disyen Fademnl CP. 63940
Facha ca pmman: G044
DATOS DEL MATERIAL DE REFERENCIA
eyt :-mmmmmnsmabmam
Narca Starna
Nodok RM 066OMLKCSITX
No. Sece - 19259
Cave de denticsocn AM-OEBOMLKCSITX
Anquishos Expmodcadus pot o Clame |t ur Prosima Medicioo
DATOS DEL PATRON
Furon Capaciretotdmatro rioveo a0 Mea. 199 nm & 903 nm
Mietu Vitian | woattrtumtee 2000 reniw 2030
Mok Cary 130 Pammetios Especrales
o, @n Serm ELOJNESE2S | AShgnanus @ Ta Medionn
Dlavew CMPC301 Vi Baico 0,800 Amimin
1 Femc patroses CENAM  Inlotego de Datoe 9.08 =m
Informe, CMID-16D106 Tinmgn Pooen. el 5,033 &
Cabtr o 20184820 Al 2 o
OATOS DE LA MEDICION
Focm de recwpodn 2016.04.04
Facra 8 mdicion | 20160406
PioatTet medeon | mzoe
(nEEuCTvo G maccion GTI04-22 “Medioon 06 Malanaes oo Reteroncia ael Area de Optica
£ Conue : cones Ambeaniades g Mechodn
Tamperaten: ne'c
Pumedart Helstive TR0 %BHR
/
CALIBHACIONES PROFESIONALES E INGENIERIA SA. DECV.
CAMING REAL DE CALACOAYA 65 CO LOPEZ MAILCS C 2 52990
EDQ. OF MEX, CONMUTADOR TELFAX. + + MY ++
3 #
Fecha: 09 August 2017 13:18:50
ID del sistema: UV-Vis
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Nombre del documento: iCertiﬁmdo de analisis Solucion patron de oxido de holmio al 4% en acido perciorico al 10%

wnhorme No. CMIK- 1R008)

INFORME DE MEDICION

Pagw iz

RESULTADOS DE LA MEDICION

DEL MATERIAL DE REFERENCIA
ABE =3 e ] ')
2014 0,10
250,08 | 0.5
2712 | 021
T | o
13356 | 0,17
44547 | 0,18
30104 { 0,14
18542 | 0.3
NEET | 042
45120 | 012
46728 | 0.13
47159 | .15
48528 | (X1
10656 012
£40,7€ [ [XE]

E| pflodn o0 MosouMDees ona tosada an (A notma NMXCOH- 140 WNC-2002 INNG Gain pars i Fxprantn ow
Moorsdurdry on Mediiones y e Deea N W G 06 cobanua de ke 2,15 con un niwl de confanza oo
Aaproddmadamonts o 8545 %

PROCEINWMIENTC RESUMIOO
Se oy calatdsr #f 23up0 ¥ ¢ Muenal O rritronoes @ 10D SONGUKNES IMUO Il eE, POSIGHTINIG 5 FOMLED 18 meilotn
9 13 BECH 0o Kngiiud de ONdi A un Acho G banda o 2 am por el métndo de Mediocn Dsocta con un espactiofolametn

patron feslimnds on o matlody ! Qun B ol o U g o haz Incisenta normad a
la ot Stwa, 20 o @rw coma se dascnbe an el inetnucdve comespondisnte

LA MASChn S 1auixd un s an Cwi g BAceCV

TRAZABILADAD

Las meciziones do 106 PIXONeS v GQUIPCE oo CalPro con Razatios Paoa paranes racondes maniedoe por el Ceniic
Naconal de Metoogin,

ACREMTACION
LADGRIAN AcrRditacn DOr Sl DO 18 M EI0 NS NN U1 1) EHN10 20N NUMens o Rrecitactn No. OF .04, Vigecos
G ocrodiacion a pank de 2012 0413,

--—-1‘.——---,—-'--‘-“-—--—-!“-“--._—‘—T--/ . - s
| e 1 1 ;

\

Franckco 4. Sarsagoe Taw N

Fecha: 02 August 2017 13:18:50
ID del sistema: UV-Vis
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Nombre del documento: enh al 0.02%
INFORME DE MEDICION
Pugna (3
nforme No.: CMIC- 1670068
Nombre del Cliere Agifort Technologies México, S. deRL do CV,
Direccion: Av insigerniss Sor No \cue: Oficina 801, Cof. Créctio Construcyy,
Delsgacon Sanio Juner, Mésdco, Disto Fedam). C P 006840
Fachs de emisidn 201604-14
DATOS DEL MATERIAL DE REFERENCIA
Inneramemo Coida d» Vidno con Solucion de Tolueoo an Hexano
Mans | Sma
Modein | RMOSAGHLKCSITX
o, St | 1a258
Clave de idarslicaciin RM-DEG0HLKCSTX
Requsnos Espedlicancs aor of Glir | indiz Préxima Medicion
DATOS DEL PATRON
Paren Espectrofotomaro oo 0 Mod. 190 aem 0 902 neny
W Varan Iroatituntim 2006 ama 40,20 nm
Vo . Cary w20 Parametros Espectraes
Mo owBme | ELOI0SSE2S Asgnacos o la Medisén
Clave cwroaoy Ve fatiso $0,508 nmvmin
Trwzansctat Haoe (atiomen facistaien mantaicdon pot CENAM  Birsn0 0o Dok 9,08 am
wioymae CMID- 1 ED1eE Tiargo Prom, Sefld 8,033 ¢
Cultcad> 20140820 ABE 3 nm
DATOS DE LA MEDICON
Fechn oe recepon 2016-04.04
Frcha do medaon; | 20160008
Froxma medicion: 201804
FERUCIND & medoon GT-300¢ 22 "Moaoin ce Matenaikes ce Ratorencia dat Avos 0e Optica”
" £ Conavinnes Ambmataled e Weckdv
" Tergamtn: 30C
A Hanpiad Falaova ATOMMR
/Y
/!
CALIBRACIONES PROFESIONALES E INGENIERIA S A DECV
CAMMNO BEAL DE CALACOATA 4% D LOPEZ MATEDS CR 59990 ATIZAPAN
EDO. D€ MEX. CONMWUITADOR. TELTAX. ++ SP(ANISI6R-74 31 Y 4 + 52555346074 3¢
EMAL infoiDeapro.comms ST wiww ealpfo. com mx

Fecha: 09 August 2017 13:18:50
ID del sistema: UV-Vis
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Nombre del documento: |Certificado de analisis Solucién patrén de tolueno en h al 0.02%

wfoame N, CRID- t80EE

INFORME DE MEDICION

Pngea 3
RESULTADOS DE LA MEDICION
DEL MATERIAL DE REFERENCIA
LONGITUD DE ONDA {ne)
ABE «2 e o
2651 0,20
2016 0
20010 019

B lieuld (u (ncanidumires exid DHasaoo N B norma . NMEX-CH-140-IMNC-2002  IMSC Gula pas la Expresan de
IncertdumEre en la Meditiones y 22 mqesa con un facior de oohertum de ke 208 can us nhl de tealecss do
W INATAMGTe ol 05 48 %

PROCEDMUIENTO RESUMIDO

Be dayt estabitzar o equipo y #f materisd de rfarenca i las condickones avbiertales, posieroments so reskzo & medoan
e b sacale de BogRad o BndY A o0 INERO 0 Bars de 2 nm por &1 mAkco de Mind 0n TH0cE con o SSpRCRO R
patcin reakaendo on o masceal C qua 50 el 00N una O hax ncicente narrmal o
& supedion del $up, Leardo coma referencia (n ceitfa idertificeda comu ‘Hexane Bane” fal como pe describe wn ol
ERIIOIVD CormEpOndents

Lo medicion se realiza BN las de G e EA.0eCV.

TRAZABILIDAD

Las medciones de los patrones v equpos de Cafo son tnuzatdes hacls patrones. nacoosles mutenidon por o Cane
Nagonal da Maliologia

ACREDITACION

|Aterancro AoRAtadD POt MR DAcR W% ME0kIres INCCANs Gn ¢ GscrTi con numen 0é scdiantn No. OP03, Vigenaa
dn scredEnccon o packr de 2012-04- 18

2 Sy 5 rerednide o0 o groe] 0 1 ot ol g sewts o EalE Ln—‘wun-ﬁh‘.dl--uj‘l‘n
. WY D

ey g (v i

|

woG

- Fraciscs J Gatiup vh-t; |
M‘MLI
Fecha: 02 August 2017 13:18:50
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© 2016 Agilent Technologies
Nombre del documento: potasico al 1.2%
LABCRAT
MITROLOW
AcTeR I Astw or 30
INFORME DE MEDICION
regrn 12
Informe No CWI0- 100008
Nomore del Cliente. Agilont Technalegles Maxico, S. de RL de C.V,
Diwcciénr AV Insurgerties Sur No, 160E. Oficine 801, Got. Gréditn Gonstruesar,

Fucha da emision

Dodagacitn Senino Julrez, Minkco, Distho Fedeml C.P. 00640,
20760494

DATOS DEL MATERIAL DE REFERENCIA

TN Cokita de Vidrio con Sciutitn de Cloruro de Potasio
e | Stame
Moders | RM-DRACHLKCETX
No. Sanu | 19x%8
Clavn 66 IdenNcacion | RM26a0HLKCSITX
Frquaios Espocttoncon por ol Chente: ndicar Proaima Medcion
DATOS DEL PATRON
Panor e r—— TAanco an Lycal Fommates | @ 3,6
Marey: Varlan | Potduntee = 19,6802 4 10,557
Wadels Cary 100 | Pacamures Enpacy e Augiasos n ta Mogiion
Mo do Sare | BLE0S0H29 | Akance s Excal de b 190 nm & 500 nm
Chve CMPO-00Y Ve 3ariso 90908 nmvmn
T s pevwere senima iy emesde pw CONW | Iderenio om Duion 0438 nm
CMIO-189 180 | Tewspu Prom. Setal 08333
§ ARE A0m

DATOS DE LA MEDICION

Fachia 90 1e0epon 2016-04-04

Fachia g0 mascon 2016-0¢-06

Fresdinu radicn 2015-04

UV G Maden: OT-3504-22 "Madicion de Materaes de Refoconcia dul Arex o6 Opocs”

Condounes Avtsavates Se Modven
Terrperakus NnLc
FumRdac Rkt ATOMNR.

CALIBHACIONES PROFESIONALES E INGENIERIAS A DECVY
CAANG BEAL DE CALACOAYA &5 (D, LOPET MATEGS €. 52900 ATIZARAN
EDO. OF MEX. CONWUITADOR; TEUFAX: + +52(5315302-74 31 ¥ + +50554300- 14 39

E-AlL

moficekrocomme {0 www caloero com am

ID del sistema:

09 August 2017 13:18:50
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Nombre del documento: !(‘.emﬁcadode alisis Solucién patrén de ch asico al 1.2%

Irdorme No - CAMD- 100000

INFORME DE MEDICION

Pogan 23
RESULTADOS DE LA MEDICION
DEL MATERIAL DE REFERENCIA
Mata
10782 | nows
10788 | 0anaz2
12640 | opwoz
1800 | 0pi4s
10816 | GoIsT
10840 nade
108 6 nuut
UMY 00186
1458 nmes
1S pve
10530

| 1y |

1 187

[ sesa . 10007

| _10e1e | nocad 10780

[T T 10600
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123 0008 0 12271 0018 1

g 3,10 2,08
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#0018 MECSEONES ¥ e S350 SN N N 08 Confivnis de sgrcemadamante of 9545 %

PROCEDIMENTO RESUMDO
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TRAZABILIDAD
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e Metrmoga

ACREDITACION

LAROMMGH0 BCNeCItAtn FOr #ra IR e MOS0 PUKaUsE U o S80I 00N N0 de acredBon-No G903, v:p--un de
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Nombre del documento: ;Certiﬁcadode alisis Solucion patron de di to potasi

Agitent Tochnologies
Certificate of Analysis

OQ/PV Standards Kit-1 for UV/Vis
Agilent Purt Sample Lot
Number: $063-6503 . Number: NOs2105
1\quMmimMmmﬂﬂvmfﬂ-M y/
cencentrations ware verified by an 150 12005 sccrecised lsbaritory. The sandinds were qualified p\-mm-m -ary«m
spectrophosometer calitested sing Ihe Dewtenum Enussinn and Doable Aperture methods foe
Standard | Purpose | Part No. Lot No. | Value
6005 my'L Photometric | $063-6503-1 CP-4973 Whee measiesd with a path Iength o 1 cn af 20.0°C (+0.1°C)
ponsstum dichromate in | accuracy this solation should dive the folkowieg steobance values:
Q01N sulflic acid test Wevheogth ben) 430

Absocbance (A)  0.95%
Thae standard values are cers fied 10 be withm £ Q007 A of the

sbove. Absorbance valuss are seasitive.
&0 06 mg'L Photometric | S063-6503-2 CP4974 When measured with a patit length of 1 cm at 20.0°C (20.1°C)
potassium dichromae » | accuracy s subema shoulil bave the following ahsortazce values:
QOIN sulfene scid et Wavclengh (mm) 235 257 313 350

Absocbamce (A) 0K 0868 0292 (644
The standand valyes are certified 0 be within £ (1005 A of the

= shove. Abscrboncs values ar e sty
L sellus asd solution | Ih 0| S06%-6300-3 | CPA915 | D01N selfiic soid aqueous solimx
accuracy
tost blank.
0 't sodium marite in | Stray Tight 5063-6503-8 | CP-4054 The standard 15 cemfizd 1o have o trnsmitrnce of 1), 001 % at
wites s 380 um.
10 /L sodium sodide in | Stray light £063-6503-7 | CP-2960 The sandand is cerndied to have 3 tansmitmnce of <0.001 % o
water o 320 nem
12 WL potassiurm Strwy light S063-6503-6 CP-a95% The stamdand 15 cervified 60 have 3 tranemessance of <0.25% o
chionde in water Test 158 nm.
002 % v toluene in Resaluton 06365035 | CP-5007 | The rado of e meximam at 269 mm 5o (he sbsotbence
n-bexane e8! it 3t 2066 mn is related 10 the slif it a Gollows:
Resolutiest (nm) 0.0 20
Ratic(269266) 20 1.4
[ nhexme salvent Resolution | s063-6%034 | CP5006 | e-Headne, 99.9%
| Tt blank -

Calibrored Class A glassware and cloan bosfics were used wn the sunofacoire of this ssedand. Balances wed 0 the mansfaciure of this sondand mre
calibrated with wekghts trceable to NEST v complimnce with ANSINCSL Z-540.1 w150 %00

Date of release: 07 October 2016
Date of expiration; 31 October 2018

—e— raug

President Director of QA/RA

09 August 2017 13:18:50
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Certificado de cualificacion del sistema

WIS-00

1D del sistema:
Mombre de la organizacion:

Ubicacion de la organizacion:

Fecha:
MNombre del EQP:
Versién del EQP:

Estado de cualificacidn global:

U-Vis
BUAP - Facultad de Ciencias Quimicas — FCO9
Av. 14 Sur esg. Av. San Claudio, Ciudad Universitaria, Fuebla. Fuebla, CP 72540, Meéxico

09 August 2017 13:18:50
AgilentRecommendsd
UVVIS.01.08

FPaza

Exactitud de la longitud de onda:

Pasa

linea de la fuente

Exactitud de la lengitud de onda:

Pasa

solucion de dxido de holmio en acido perclorice

Exactitud de la longitud de onda:

Pasa

solucion de dxido de holmio en dcido perclérico

Exactitud de la longitud de onda:

Fasa

solucion de dxido de holmio en acido perclorico

Exactitud de la longitud de onda:

Pasa

solucion de dxido de holmio en dcido perclorico

Exactitud de la longitud de onda:

Pasa

solucion de oxido de holmio en acido perclorico

Exactitud de la longitud de onda:

Fasa

solucitn de dxido de holmio en dcido percldrico

Exactitud de la longitud de onda:

Pasa

solucion de dxido de holmio en dcido perclérico

Exactitud de la longitud de onda:

Pasa

solucion de dxido de holmio en acido perclorico

Exactitud de la lengitud de onda:

solucion de dxido de holmio en acido perclorice

Pasa
Fecha: 09 August 2017 13:18:50
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