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RESUMEN

La validacion analitica establece que las caracteristicas de desempefio de un procedimiento cumplen los requisitos para las aplicaciones
previstas en las condiciones especificas del laboratorio. Es un proceso, desde su concepcidn; riguroso, dependiente de la técnica, la matriz,
el analito, los intervalos de concentracion, los parametros a evaluar, la infraestructura disponible y el analista. Se aplica a determinaciones
analiticas en un producto terminado o a la materia prima de estos. Los parametros fundamentales de una validacion analitica son:
selectividad, linealidad y rango, precision, exactitud y limites de deteccion y cuantificacion: La robustez es un parametro de la puesta a
punto del método. El hipoclorito de sodio es un compuesto clorado muy utilizado como principio activo de agentes blanqueadores. El
método clasico de cuantificacion del contenido de hipoclorito en diferentes muestras es la volumetria redox yodométrica, con almidon
como indicador. Es un método especifico para este analito. El objetivo del trabajo es la validacion del establecimiento por adecuacion del
método yodométrico para la determinacién de hipoclorito de sodio en soluciones desinfectantes. Los parametros considerados fueron
selectividad, precision a través de repetibilidad y reproducibilidad, exactitud, robustez, linealidad, intervalo y los limites de deteccién y
cuantificacion. Se demostrd que el 85,7% de los parametros cumplen con el criterio de aceptacion establecido. El tiempo de preparacion de
la solucidn valorante tiosulfato de sodio influyo en la cuantificacion del contenido de hipoclorito. El método yodométrico para determinar
la concentracion de hipoclorito de sodio en muestras comerciales es selectivo, preciso, exacto y lineal.

Palabras claves: validacion, yodometria, hipoclorito.

ABSTRACT

Analytical validation establishes that the performance characteristics of a procedure meet the requirements for the intended applications
under the specific laboratory conditions. It is a process, from its conception; rigorous, dependent on the technique, the matrix, the analyte,
the concentration ranges, the parameters to be evaluated, the available infrastructure and the analyst. It is applied to analytical
determinations on a finished product or its raw material. The fundamental parameters of an analytical validation are: selectivity, linearity
and range, precision, accuracy and limits of detection and quantification: Robustness is a parameter of method tuning. Sodium hypochlorite
is a chlorinated compound widely used as an active ingredient in bleaching agents. The classical method for quantifying the hypochlorite
content in different samples is iodometric redox volumetry, with starch as indicator. It is a specific method for this analyte. The aim of the
work is the validation of the establishment by suitability of the iodometric method for the determination of sodium hypochlorite in
disinfectant solutions. The parameters considered were selectivity, precision through repeatability and reproducibility, accuracy, robustness,
linearity, range and limits of detection and quantification. It was demonstrated that 85.7% of the parameters met the established acceptance
criteria. The preparation time of the sodium thiosulfate titrating solution influenced the quantification of hypochlorite content. The
iodometric method for determining sodium hypochlorite concentration in commercial samples is selective, precise, accurate and linear.

Keywords: validation, iodometry, hypochlorite.
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INTRODUCCION

El empleo de métodos analiticos certificados como garantia de calidad, es determinante en las actividades de
control y rutina de un laboratorio. Sobre este argumento, se define la validacion analitica como el proceso que
establece que las caracteristicas de desempefio de un procedimiento, cumplen los requisitos para las aplicaciones
previstas en las condiciones particulares del laboratorio (FDA, 2015). Proporciona, ademas, un alto grado de
confianza y seguridad en el procedimiento y en los resultados que se obtienen; agregando lo necesario para
establecer la trazabilidad metrologica dentro de las especificaciones y atributos de calidad previamente
establecidos (Pérez y Pujol, 2001).

La validacion analitica significa evaluacién de la validez o el acto de demostrar eficacia. Es un proceso riguroso
y de trabajo en equipo, dependiente de la técnica y de factores como la matriz, el analito, los intervalos de
concentracion, los pardmetros a evaluar, la infraestructura disponible y el analista (Rina et al., 2021). Se aplica
tanto a determinaciones analiticas en un producto terminado como al analisis de la materia prima de estos. Los
parametros fundamentales de una validacién analitica son: selectividad, linealidad y rango, precision, exactitud
y limites de deteccion y cuantificacion; mientras que la robustez es un parametro de la puesta a punto de un
método (Martinez et al., 2023, Martinez et al., 2014, Valdéset al., 2021).

El hipoclorito de sodio es un compuesto clorado muy utilizado universalmente como principio activo de
agentes blanqueadores (Lopes et al., 2021), soluciones desinfectantes (Diomedi et al., 2017, Amaro et al., 2021),
tratamientos odontoldgicos (Marin et al., 2019, Cayo y Carrillo 2020) y germicida (Galvan et al., 2016, Porcel
et al., 2013). Se presenta en diferentes concentraciones, aunque la mas usual es al 5% y pH entre 10-11 para
conservar su estabilidad en el tiempo ya que a pH alcalino predomina la especie quimica no iénica, es decir el
hipoclorito de sodio (Ecuacion 1). Sus principales propiedades quimicas se presentan en la tabla 1.

NaClOe) = NaOH ) + HClO() + Clyg) (1)

La accion germicida del hipoclorito de sodio se debe al poder oxidante del 16n hipoclorito (C1O-). El mecanismo
de accién se fundamenta en la carga positiva del atomo de cloro en el i6n ClO-; siendo un electrofilo fuerte que
reacciona con grupos con alta densidad electronica en moléculas bioldgicas. Este es el caso de los grupos amino
(NH;*), amida o peptidico (O=C-N-H) y tiol (R-S-H). La reaccién electrofilica provoca la reduccion del Cl* a
cloruro (CI) al aceptar dos electrones. Esta reduccién desestabiliza la membrana celular por cambios de
permeabilidad y alteracion del transporte de sustancias, debido a inhibicién enzimatica, desnaturalizacion o
fragmentacion de las proteinas; lo cual interfiere en los procesos metabolicos de los microorganismos (Igbal et
al., 2016). La accion del CIO- tiene lugar fuera de la célula (figura 1) porque esta especie no puede difundir y
atravesar la membrana. Es por ello que la accidén biocida de las soluciones desinfectantes de hipoclorito,
dependen de la concentracién de acido hipocloroso (HCIO) ya que la molécula, al no poseer carga, puede
penetrar por difusion pasiva la pared y membrana celular (Kirihara et al., 2017).

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas mas importantes del hipoclorito de sodio

Nombre quimico (IUPAC) Hipoclorito de sodio
Formula quimica NaClO
9
Estructura quimica Na* [ & CIQ I
Peso molecular 74,5 g/mol
Nombres comunes Lejia, cloro, agua de lavandina, agua de Javel y
agua de Labarraque
Especificaciones del riesgo Oxidante

Liquido (soluciones 0,5 -5%)

Estado de agregacién Solido como NaClO .5H,0

Color Verdoso-amarillento / verde limén

Olor Picante (olor a cloro)

Solubilidad en agua Muy soluble (293 g/L)

pH 11-12

T. Ebulliciéon Descompone

T. Fusion -6°C

Reactividad Inestable/Fotosensible

Vias de ingreso al organismo Inhalacion, ingestion, contacto (piel y ojos)

Fuente: Elaboracién propia
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Reacciona

N

Especie HCIO atraviesa la membrana
@@ v Grupos hemo y sulfuro ($?) en
@ bacterias G- y grupos HN, (glicina

del peptidoglucano) en G+
v Proteinas de membrana

Especie CIO- no difunde a través de la membrana

Fig. 1. Accion germicida del hipoclorito de sodio por la combinacion dcido hipocloroso (HCIO) - hipoclorito (CIO). La especie
cargada CIO actiia como oxidante fuera de la célula (1), mientras que la especie neutra, atraviesa la bicapa lipidica (2) y
dificulta la sintesis proteica (3) y respiracion celular (4). Fuente elaboracion propia.

La estructura quimica del hipoclorito (Tabla 1) determina su reactividad e inestabilidad, por tanto, asegurar la
calidad de las soluciones desinfectantes y de limpieza en las diferentes formulaciones comerciales requiere de un
meétodo analitico validado para la determinacion periddica de la concentraciéon de hipoclorito.

El método clésico para cuantificar el contenido de hipoclorito es volumetria de 6xido-reduccion o redox, siendo
la valoracion yodométrica especifica para este analito (Skoog et al., 2014). La valoracion yodométrica es una
volumetria redox indirecta que utiliza yoduro de potasio (KI) en exceso como intermediario de reacciéon con el
analito (NaClO) para producir una cantidad estequiométrica de yodo (I») segin se describe en la ecuacion 1. El
yodo formado es valorado con una solucién patrén de tiosulfato de sodio (Na,S203.5H,0), reductor moderado
muy utilizado en determinaciones volumétricas de agentes oxidantes. En presencia de yodo, el i6n tiosulfato
(S203%) es oxidado cuantitativamente a i6n tetrationato (S:O¢*), en medio acido (ecuaciéon 3). El almidén se
emplea como indicador, siendo especifico para el yodo.

ClOr@o + 2l ae) + 2H" @) = Lo + Clae) + H20g) 2
285,057 ) + Inae) = 2Ty + SaO6% (ac) 3)

El objetivo del trabajo es la validaciéon del establecimiento por adecuacion del método yodométrico para la
determinacién de hipoclorito de sodio en soluciones desinfectantes. El contenido de la documentacion de
validacion se detalla.

METODOS

Todos los reactivos (Na,;SOs, NaCl, K;Cr,O7, almidén, KI, Na,COs;, HCI) utilizados en la determinacién
yodométrica de hipoclorito son calidad puro para analisis (ppa). El yoduro de potasio (KI) puede sustituirse por
el de sodio (Nal).

Preparacion de soluciones

Na,S;03 .5H,0 c(x/2z*) = 0,1 mol/L: Pesar la masa necesaria y disolver en agua destilada previamente hervida,
enfriada y carbonatada (0,2 g/L de Na,CO3). Conservar la disolucion en frasco ambar. Rotular.

Na,;C0; 0,2 g /L: Pesar 0,02 g de Na,COs, y adicionar disolver en volumétrico de 100 mL. Enrasar, trasvasar a
un recipiente y rotular.
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K2CrO7¢(x/2*) = 0,1 mol/L: Pesar la masa necesaria segun volumen a preparar y trasvasar cuantitativamente a
matraz aforado, enrasar y conservar la disolucion en un frasco limpio. Rotular.

Indicador almidén 1%: Disolver 1 g de almidén soluble en agua en 50 - 75 mL de solucién saturada de NaCl
(50 g de cloruro de sodio en 140 mL de agua destilada, calentar a ebullicion; enfriar y utilizar el liquido claro
decantado). Calentar ligeramente si fuera necesario, trasferir a un matraz aforado de 100 mL y enrasar con la
solucién saturada de NaCl. Rotular y conservar a temperatura ambiente.

KI o Nal al 10%: Pesar 10 g de la sal de yodo y disolver en 100 mL. Enrasar. Trasvasar a un recipiente limpio.
Rotular.

HCI ¢(x/z*) = 4 mol/L: Tomar 167,2 mL de HCL concentrado (37% pureza y d = 1,18 g/mL) y afiadirlos
lentamente en matraz aforado de 500 mL que contiene 200 mL de agua destilada. Completar con agua destilada
hasta aforo. Homogenizar. Trasvasar y rotular.

Valoracion de la disolucién de Na,S;0s3 . SH,0 c(x/z%) = 0,1 mol/L: Medir con pipeta 25 mL de la disolucién
de K»2Cr,O7 y depositar en matraz Erlenmeyer de 250 mL. Afiadir 5 mL de la sal de yodoy 10 mL de disolucién
HCI 4 mol/L, 1:2 (v/v). Tapar y agitar. Valorar inmediatamente. Cuando la disolucién comience a perder
coloracion ambar (I;) y alcance un color amarillo claro, afiadir 2 mL de almidon al 1% y observar aparicion de
color azul oscuro. Continuar valorando hasta cambio de color de azul a verde (Cr3*). Repetir la valoracion con
nuevas alicuotas de K,Cr,O7hasta que la diferencia entre dos valoraciones sucesivas sea menor o igual a 0,1 mL
de Na,S;0; .5H;0 consumido. Determinar la concentraciéon molar en equivalente de la disolucion de Na,S,03
.5H,0 preparada mediante la ley de la volumetria segin la ecuacioén 4:

Ve (Nazsns.BHzD} — Ve (}czc:-za?)
T# Tk 4)

Donde:

V (Na,SO; .5H,0) = volumen (L) de tiosulfato consumido en la valoracién

C (Na;SOs/z* .5H,0) = concentracién molar en equivalente de tiosulfato (a calcular)

V (K,Cr;07) = 0,025 L de solucién de dicromato

C (K2Cr,07/z*) = concentracion molar en equivalente de dicromato de potasio = 0,1 mol/L,

Valoracion de una solucion de NaClO (Método por sustitucion)

Medir con pipeta 10 mL de muestra y llevar a matraz Erlenmeyer. Afiada 40 mL agua destilada, 5 mL de la sal
de yodo, 10 mL de HCI 4 mol/L, 1:2 (v/v). Tapar la boca del Erlenmeyer y agitar circularmente por unos
segundos. Valorar inmediatamente con solucion de Na,SO; hasta color amarillo claro y afiadir 2 mL de
almidon al 1% (disolucion azul oscuro) Continuar valoracion mediante goteo del valorante, por la proximidad
del punto final, hasta desaparicion del color azul. La concentraciéon masica del NaClO se determina segin
ecuacion 5. El volumen de valorante (Na,SOs. 5H;0) se expresa en L y el V muestra en mL.

NezS05.5HzO) . (NapSOp.sHz Oy . (NaCIOy
I e e B ) .
Donde:
V (Na,SO; .5H,0/z*) = volumen (L) de tiosulfato consumido en la valoracion
C (NaySO0s/z* .5H,O) = concentracion molar en equivalente de tiosulfato (calculada en la valoraciéon con
dicromato)
MM = masa molecular del hipoclorito de sodio (g/mol)
Vmuestra = 10 mL
La forma mas habitual de expresar la concentraciéon de una solucién de hipoclorito de sodio es como cloro
activo, la cual se refiere al cloro que dio origen al hipoclorito en solucién y que, formando parte del mismo,
actia como oxidante. La concentracion masica de hipoclorito como cloro activo (g/L) se calcula por la misma
ecuacion 5, pero utilizando la masa molar equivalente del Cl, y multiplicando por 1000.

VALIDACION DE LA DETERMINACION YODOMETRICA DE HIPOCLORITO DE
SODIO

La validacion de la determinacion yodométrica de hipoclorito de sodio se desarrollé evaluando los parametros
recomendados para un andlisis categoria I (USP 44, 2021), que incluyen los métodos de cuantificacion de
analitos en productos terminados. Los parametros considerados fueron: selectividad, precision (repetibilidad y
reproducibilidad), exactitud, robustez, linealidad e intervalo. Los limites de deteccion y cuantificacion también
fueron evaluados.
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La selectividad del método se comprobd mediante una prueba de identificacion (Pérez y Pujol, 2001) del yodo
en una solucion de Lugol para tincion de Gram (Fluka, pa) utilizando almidén, ya que el yodo al reaccionar
con la amilosa da una respuesta unica por la formaciéon de complejos coloreados que permiten, incluso,
diferenciar la fraccion alfa (o) de la beta (B) (Skoog et al., 2014)

La precision se determiné por el calculo de la desviacion tipica y el coeficiente de variacion de los resultados del
analisis para n = 10, en condiciones de repetibilidad (un analista, idénticos reactivos y soluciones, igual tiempo
y equipamiento procesando dos muestras) y reproducibilidad (dos analistas procesando una misma muestra en
tiempos diferentes). La exactitud se calculd por el % de recobro de la cantidad de hipoclorito cuantificado a
partir de patrones de referencia internos a dos niveles de concentracion (bajo = 1% y alto = 5%). Los patrones se
prepararon por dilucion de una solucién concentrada de hipoclorito de sodio (13%) suministrada por el
laboratorio LABIOFAM. También se considerd el sesgo calculado por la diferencia entre la media de la
valoracion y el valor verdadero aceptado, considerando el intervalo de confianza del 95%.

La robustez se analiz6 mediante un disefio factorial 22, considerando las variables: tiempo de preparado el
valorante (Na,S,03.5H;0) y analista. Se evaluaron dos analistas y dos tiempos de preparacion de la solucion de
tiosulfato de sodio 0,1 mol/L: 7y 10 dias. Cada determinacion se realizo para n = 10 utilizando la solucién de
hipoclorito al 1%. El andlisis se realizo utilizando el procedimiento Youden (Schettino et al., 2011), el cual
considera la diferencia de la media de cada variable individual, en su valor mas alto y aquellas que
corresponden con el valor mas bajo y se compara con el producto de la desviacion tipica del estudio de
precision y la raiz cuadrada de 2. Si la diferencia de la media es menor que el valor del producto, entonces se
asume que el método es robusto para la variable pues no hay diferencia significativa.

La linealidad se evaltio por el comportamiento lineal en la grafica de concentracidon en funcion del consumo de
valorante. Se prepararon soluciones patrones de hipoclorito entre 0,6 y 6,5% a partir de la solucién concentrada
al 13%. Para evaluar el intervalo de trabajo se procedid a realizar un andlisis de regresion con los mismos
niveles de concentracion de la linealidad, pero graficando la concentracién experimental versus la tedrica
esperada.

El limite de cuantificacion se evaludé como diez veces la desviacién tipica de veinte muestras blanco, mientras
que el limite de deteccion se calculd como tres veces la desviacion tipica de la misma cantidad de muestras
blanco.

Como la validacién de un método analitico es también el proceso de establecimiento de pruebas documentadas
(Rina et al., 2021), la documentacion de los resultados de la validacién se confeccion6 con la informaciéon que
se presenta en la figura 2.

a N
Laboratorio
Titulo
“ Objetivos
Antecedentes
. J/

N

Materiales y métodos

Equipamiento, muestras, reactivos, analistas

Tipo de validacion, parametros, criterios de aceptacion

Datos primarios
5,
N

Resultados/ Discusion

Observaciones

Especificaciones

Conclusiones
y,
~

Referencias

Anexos

Elaborado por/ Aprobado por

Fecha
J

Fig. 2. Contenido de la documentacion de validacion de la determinacién yodométrica de hipoclorito de sodio en soluciones
desinfectantes comerciales
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Las muestras analizadas para cada parametro fueron preparadas en las mismas condiciones. Los analisis
estadisticos se realizaron por medio del software Statgraphics Plus Versién 5.1 con un intervalo de confiabilidad
del 95%.

RESULTADOS

La yodometria es un método especifico y selectivo para el analisis de hipoclorito en muestras comerciales
(ecuaciones 2 y 3). Cuando se determinaron los parametros de validacién del método analitico, la evaluacion de
conformidad se comunicé por la comparacién del cumplimiento de cada parametro analizado con los niveles de
aceptacion que se establecieron previamente (USP 44, 2021, Thompson et al., 2002). En la tabla 2 se presentan
los resultados obtenidos seguin los criterios de aceptacion de cada parametro de validacion que fue estimado.
Considerando que la repetibilidad y reproducibilidad son parametros de precision que se calculan por la
desviacion tipica y el coeficiente de variacién se fijo el mismo valor como criterio de aceptacion. La misma
consideracién se aplico a los limites de cuantificacion y deteccion; los cuales también se determinan por los
valores de la desviacion tipica.

Tabla 2. Evaluaciéon de los criterios de aceptacion para la validacion de la determinacion yodométrica de
hipoclorito de sodio en soluciones desinfectantes

Pardmetro Criterio de aceptacion Resultados Observaciones

Comportamiento lineal de Comportamiento lineal
la grafica C(NaClO) vs V y=6,973x + 0,508

Linealidad (Na,S0s . 5H,0) r>0,998 Cumple

r>0,99

Comportamiento lineal de Comportamiento lineal

la grafica concentraciéon r=1

experimental de NaClO y=0,998x + 0,002
Intervalo versus la  concentracion Cumple

tedrica

Pendiente: ~1

r>0,99
Precision
Repetibilidad CV<2% Cv=178 Cumple
Reproducibilidad CV<2% Cv=178 Cumple
Exactitud
Recuperaciéon Entre 98% y 101% Entre 98,5% y 99,8% Cumple
Sesgo Entre -2% y 2% Entre - 1,5%y 0,8% Cumple
R Diferencia de factores < Analista: 0,020 Cumple

obustez 0.0339
’ Tiempo valorante: 0,450 No cumple

Limite de deteccion >0,001% 0,0015 Cumple
Limite e 0,001% 0,005 Cumple
cuantificacién
DISCUSION

La especificidad del método yodométrico se fundamenta en que la oxidacidén cuantitativa del tiosulfato a
tetrationato (ecuacién 3) es exclusiva si el agente oxidante es el yodo (Skoog et al., 2014), mientras que la
selectividad se basa en la reaccién del almiddn con el yodo, el cual queda atrapado en el interior de la cadena
helicoidal de amilosa (Figura 3) del complejo de adsorcion yodo-amilopectina. El complejo es de color azul-
violaceo intenso (Skoog et al., 2014., Garcia et al., 2019). La sensibilidad de esta reaccion, facilita la deteccion
visual del punto final de la valoracién yodométrica y es por ello que el indicador se afiade en las proximidades
del punto de equivalencia. Por otra parte, la selectividad se sustenta con los resultados de linealidad,
recuperacion, repetibilidad y reproducibilidad, si estos cumplen con los criterios de aceptacion establecidos
(Pérez y Pujol 2001).
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Almidon I,/KI Complejo de adsorcion
amilosa-l,

Hélice de amilosa alrededor del 1,

Fig. 3. Identificacion del yodo en la determinacion de la selectividad del método volumétrico para cuantificar hipoclorito de
sodio. Fuente elaboracion propia

Los resultados, confirmaron que el método es lineal (Skoog et al., 2014) (r = 0,998), por lo tanto, un incremento
en la concentracién de hipoclorito conduce a un aumento en el consumo del valorante (tiosulfato de sodio). Se
demostro que los valores experimentales obtenidos estan muy proximos a los esperados.

Los porcentajes de recuperacion alcanzados en la evaluacion de la exactitud estan entre 98,5 y 99,8%, mientras
que el sesgo no excede de 0,8%. Ambos parametros demuestran que el método yodométrico es exacto para
cuantificar hipoclorito en soluciones desinfectantes.

La precision, expresada en términos de repetibilidad y reproducibilidad por tratarse de un método volumétrico,
se demostrd con los coeficientes de variacion inferiores al 2% establecido para este tipo de andlisis (Martinez et
al., 2014). Métodos instrumentales como los cromatograficos y espectrofotométricos aceptan variabilidades <
2%y 3% respectivamente (Garcia et al., 2019, Paluru y Puranik, 2021).

Un método analitico es robusto cuando es capaz de permanecer invariable ante pequefios cambios en el
procedimiento de la técnica. Si bien las reacciones de oxidacion-reduccion (ecuaciones 2 y 3) involucradas en el
analisis de hipoclorito cumplen los requisitos de una volumetria redox (estequiométrica, rapida y deteccidon
nitida del punto final mediante indicador); la disolucién de tiosulfato de sodio (agente valorante), es una
variable critica en la cuantificacion.

Los resultados de robustez, demostraron que las analistas, son precisas en la determinacién, ya que esta variable
no influyé en la cuantificacion de hipoclorito por yodometria en soluciones desinfectantes (tabla 2). Sin
embargo, el tiempo de preparacion de la solucién de tiosulfato de sodio influyd significativamente en los
resultados, siendo necesaria la preparacion y valoracion de una nueva disolucién de valorante transcurridos 7
dias, que fue el tiempo. Este resultado esta en correspondencia con la clasificacion del tiosulfato de sodio
(Na;$,0s5. 5H,0) como patrén secundario (Skoog et al., 2014), por tanto, sus soluciones requieren de
valoraciones frecuentes para certificar la concentracion real. Se ha demostrado que la estabilidad de este patrdn,
a temperatura ambiente, esta garantizada durante 3 dias y en refrigeracion hasta siete dias (Paluru y Puranik,
2021).

Los resultados indicaron que con el método yodométrico se cuantificaron concentraciones de hipoclorito de
sodio igual a 0,005 % y se detect6 que la concentracion minima es de 0,0015 % (tabla 2).

CONCLUSIONES

La validacién del método yodométrico demostrd que los resultados obtenidos para la cuantificacion de
hipoclorito de sodio en soluciones desinfectantes son confiables y seguros ya que el procedimiento analitico es
selectivo, preciso, exacto y lineal. El tiempo de preparacion de la solucién valorante influye en la determinacién
analitica.
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