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GLOSARIO

OSA: Organismo Salvadorefio de Acreditacion
ANOVA: Analisis de la varianza

AOAC: En inglés que significa “Association of Analytical Communities” y que en espafiol signi-

fica “Asociacion Cientifica Dedicada a la Excelencia Analitica”.

Espectrofotometria de absorcién atomica: método que convierte elementos presentes en una
muestra en atomos o iones elementales en estado gaseoso por medio de un proceso

denominado atomizacion utilizando un espectrofotometro.

Codex Alimentarius: Normativa para garantizar alimentos inocuos y de calidad a todas las personas

y en cualquier lugar.

Validacion: Confirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que se han cumplido los

requisitos para una utilizacion o aplicacion especifica prevista. (ISO 9000:2008/3.8.5)

GFAAS: Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry (GFAAS) lo que se traduce como

espectrofotometria de absorcion atomica por horno de grafito.

FAAS: Furnace Atomic Absorption Spectrometry lo que se traduce como espectrofotometria de

absorcidn atomica refiriéndose al método de llama.
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RESUMEN

Las intoxicaciones por plomo es un tema bastante serio y mucho mas recurrente de lo que
esperamos, sin darnos cuenta podemos estar expuestos a dicho contaminante a través de los
diferentes alimentos como las jaleas y las mermeladas que llevamos a nuestros hogares. Esto
sucede gracias a que el plomo que se almacena en suelos contaminados es capaz de ser adsorbido

a través de las raices de las plantas y llegar hasta las partes aéreas de estas (hojas y frutos).

Las intoxicaciones por plomo son bastante severas, Si el grado de exposicion es elevado, el plomo
ataca el cerebro y el sistema nervioso central, lo que provoca coma, convulsiones e incluso la

muerte, siendo los nifios y las embarazadas la poblacién de mayor riesgo.

Por lo tanto, siendo este metal tan peligroso es necesario el analisis de plomo en productos
alimenticios y para esto se validé un método para la cuantificacion de plomo en jaleas y
mermeladas por espectrofotometria de absorcion atomica y técnica horno de grafito teniendo como
base el Codex alimentario que es el que nos da la clasificacion y la categoria de los alimentos, en
este caso jaleas, mermeladas y confituras que pertenece a la categoria 04.1.2 Frutas elaboradas sub
categoria 04.1.2.5 Confituras, jaleas, mermeladas. Determinando cantidades de plomo inferiores a

0.4 mg/kg dando cumplimiento norma general de contaminantes y toxinas.

Para el proceso de validacion se sigue paso a paso lo que nos indica la Guia de Validacion para
métodos fisico - quimicos de la OSA G 9.6 y de esta manera se realizo el protocolo de validacion,
el proceso y por ultimo el resumen del informe cumpliendo todos los parametros establecidos
(linealidad, exactitud, precision, limite deteccion, limite de cuantificacion e incertidumbre) y asi
se puede confirmar que el método es adecuado a su propoésito, obteniendo resultados dentro de los

intervalos de aceptacion.

También se recomienda hacer mayor énfasis en la peligrosidad de la exposicion a los metales,
estando alerta a cada uno de los sintomas de intoxicacion y como estos pueden llegar a nuestros
organismos a través de los alimentos, por lo tanto, la validacién es capaz de demostrar que el método
por espectrofotometria de absorcién atdmica técnica horno de grafito es apto para la determinacion
de plomo en jaleas, mermeladas y confites de dar resultados confiables.
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11
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1.0 INTRODUCCION

Desde siglos pasados, las intoxicaciones por plomo era algo bastante comdn, se asociaba con
el uso directo del metal para materias primas de algunos articulos del hogar, pinturas o producto
de la metallrgica, sin embargo, no se tiene en consideracion que se puede estar expuestos a
este metal tan solo consumiendo alimentos contaminados como una simple mermelada o jalea
comprada en algln supermercado.

La contaminacion por plomo es algo serio, provocando dafios a la salud muy severos que
vienen desde un simple dolor de estobmago hasta una falla renal cronica y la posible muerte a

largo plazo.

Por lo tanto, en el siguiente trabajo conoceremos un poco de la peligrosidad de dicho metal y
su efecto en el cuerpo humano, la importancia del analisis de plomo en alimentos y la forma
en que se realizd segun lo dicta la AOAC (Association of Analytical Communities) 999.10
Plomo, cadmio, zinc, cobre y hierro en alimentos por espectrofotometria de absorcidon atdmica

después de la digestion de microondas, y la realizacion de la validacion del método.

Para la validacion tenemos como base la guia de (G9.6) de validacion de la OSA (Organismo
Salvadorefio de Acreditacion) para métodos analiticos fisico-quimicos.

Se realiz6 un protocolo donde se establecen los parametros a evaluar, posteriormente el proceso
de validacion el cual vamos a cuantificar la cantidad de plomo por espectrofotometria de
absorcion atomica técnica horno de grafito, y evaluar cada uno de los pardmetros de
desempefio (linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, exactitud, precision, e
incertidumbre) al obtener todos los datos se procede al analisis e interpretacion de resultados
donde se realizara el resumen de informe de validacién haciendo constar que el método cumple

con cada uno de los parametros y es apto para el fin previsto.

Dicha validacion se realizo en seis meses comprendido desde el mes de marzo hasta
septiembre del 2023, en Instituto Nacional de Salud — Laboratorio Nacional de Salud Publica
- Laboratorio de Alimentos y Toxicologia dando cumplimento a la norma general para los

contaminantes y las toxinas presentes en los alimentos y piensos CXS 193-1995 adoptada en
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1995 Revisada en 1997, 2006, 2008, 2009 enmendada en 2010, 2012, 2013, 2014, 2015, 2016,
2017, 2018. La norma correspondiente del Codex para productos es CXS 296-2009 (solo para
confituras y jaleas) la cual indica que el nivel maximo de plomo en dichos alimentos debe ser

inferior a 0.4 mg/kg.

Con nuestro método ya validado podemos cuantificar la cantidad de plomo en mermeladas,
jaleas y confituras, demostrando la calidad y competencia del laboratorio para brindar

resultados confiables y salvaguardar la vida de la poblacion en general.



CAPITULO 11
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2.0 OBJETVOS

2.1 Objetivo general

Validar el método para la cuantificacion de plomo en confituras, jaleas y mermeladas por

espectrofotometria de absorcion atomica técnica horno de grafito.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Elaborar un protocolo de validacion basado en la Guia de validacion de métodos analiticos
fisicoquimicos (G9.6) del Organismo de Acreditacion Salvadorefio (OSA) para establecer los

parametros y criterios de aceptacion.

2.2.2 Desarrollar el proceso de validacion del método para la cuantificacion de plomo en confituras,
jaleas y mermeladas por espectrofotometria de absorcion atomica técnica horno de grafito
evaluando cada uno de los parametros de desempefio requeridos (linealidad, limite de deteccidn,
limite de cuantificacion, exactitud, precisién, e incertidumbre), obteniendo los datos crudos de la

validacién.

2.2.3 Presentar un resumen del informe de validacion que incluya el analisis e interpretacion de
resultados obtenidos y de esta manera demostrar que el método es apto para el fin previsto
cumpliendo cada uno de los criterios de aceptacion.



CAPITULO 111
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Plomo'

El plomo es un metal toxico que se puede encontrar de manera natural o como producto de las
actividades humanas por las diferentes industrias como la metallrgica, fabricas de baterias, pinturas
etc. La OMS considera el plomo uno de los 10 productos quimicos que suscitan una mayor
preocupacion para la salud publica y que requieren la intervencién de los Estados Miembros para

proteger la salud de los trabajadores, los nifios y las mujeres en edad reproductiva.

Mas de tres cuartas partes del consumo mundial de plomo corresponden a la fabricacién de baterias
de plomo-écido para vehiculos de motor. Su uso generalizado ha dado lugar a una importante
contaminacion ambiental, a la exposicién humanay a graves problemas de salud publica en muchas

partes del mundo.

La contaminacién por plomo afecta a toda la poblacién en general siendo los mas afectados los

nifos y las embarazadas.

3.2 Efectos en la salud 2

Si el grado de exposicién es elevado, el plomo ataca el cerebro y el sistema nervioso central, lo
que provoca coma, convulsiones e incluso la muerte. Los nifios que sobreviven a una intoxicacion
grave por plomo pueden padecer secuelas, como discapacidad intelectual o trastornos del

comportamiento.

No existe un nivel de concentracion de plomo en sangre que pueda considerarse exento de riesgo;
incluso una concentracion sanguinea de tan solo 3,5 pg/dl puede afectar a la inteligencia de los
nifos y causar problemas de comportamiento y dificultades de aprendizaje. Cuanto mayor es el

nivel de exposicién, mas aumentan la diversidad y la gravedad de los sintomas y efectos asociados.

- Problemas de comportamiento y aprendizaje;
- Menor coeficiente intelectual (1Q, por sus siglas en
- inglés) e hiperactividad;

- Retraso en el crecimiento;
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- Problemas de audicién; y

- Anemia.

En casos raros, las altas cantidades de plomo pueden tener efectos devastadores en los nifios,

incluyendo convulsiones, comay en algunos casos, incluso la muerte.
Los adultos expuestos al plomo pueden sufrir:

- Trastornos nerviosos;

- Aumento de la presion arterial e incidencia de hipertension;

- Insuficiencia renal;

- Problemas reproductivos (tanto en hombres como en mujeres); y

- Problemas de memoria y concentracion.

El plomo puede acumularse en nuestros cuerpos con el tiempo, donde se almacena en los huesos

junto con calcio.

Durante el embarazo, el plomo se libera de los huesos de la madre junto con el calcio y puede
transferirse de la madre, exponiendo al feto o al bebé amamantando al plomo, especialmente
cuando la madre no recibe calcio de forma adecuada por medio de su dieta. Esto puede causar

efectos graves en el feto o el bebé en desarrollo, algunos de los cuales pueden ser:

- Causar el nacimiento prematuro o excesivamente pequefio del bebé;
- Afectar el cerebro, los rifiones y el sistema nervioso del bebé;
- Aumentar la probabilidad de problemas de aprendizaje y de comportamiento; y

- Colocar a la madre en riesgo de aborto.

3.3 Carga de morbilidad *

En la version actualizada por la Organizacion Mundial de la Salud en 2021 de la publicacion Public
health impact of chemicals: knowns and unknowns se calcula que casi la mitad de los 2 millones
de vidas perdidas por exposicion a productos quimicos conocidos se debieron a la exposicion al

plomo.

Se estima que la exposicidn al plomo provoco la pérdida de 21,7 millones de afios por discapacidad

y muerte (afios de vida ajustados en funcion de la discapacidad o AVAD) en todo el mundo debido
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a sus efectos a largo plazo en la salud, de los que un 30% corresponden a la carga mundial de
discapacidad intelectual idiopatica, un 4,6% a la carga mundial de enfermedades cardiovasculares

y un 3% a la carga mundial de enfermedades renales crénicas.

3.4 Plomo en alimentos.
Acumulacién de plomo en las plantas?

Para la mayoria de las especies de plantas, El plomo (aproximadamente 95% o0 méas) se acumula
en las raices y s6lo una pequefia fraccion se transloca a partes aéreas de plantas, Aunque muchos
metales presentan el fendmeno de restriccion este fendmeno no es comun a todos los metales

pesados. Sin embargo, este fendmeno en las plantas es a la vez especifico y muy intenso para plomo

Al entrar en la raiz, el plomo se mueve principalmente por el apoplasto y sigue corrientes de agua hasta

llegar a la endodermis.

El transporte de metales desde las raices de las plantas hasta los brotes requiere un movimiento a
través del xilema y, cuando ocurre, probablemente sea impulsado por la transpiracion demostraron
una alta deposicion de plomo en células del xilema y floema de plantas de mezquite mediante
mapeo de rayos X. Después de penetrar en el cilindro central del vastago, el plomo puede ser
transportado nuevamente a través de la via apoplasica. Luego, el plomo se traslada a las areas

foliares a través de vias vasculares, véase dindmica de metales pesados figura N°2.

El transporte de metales desde las raices de las plantas hasta los brotes requiere un movimiento a
través del xilema y, cuando ocurre, probablemente sea impulsado por la transpiracién demostraron
una alta deposicion de plomo en células del xilema y floema de plantas de mezquite mediante
mapeo de rayos X. Después de penetrar en el cilindro central del vastago, el plomo puede ser
transportado nuevamente a través de la via apoplésica. Luego, el plomo se traslada a las areas

foliares a través de vias vasculares.

Los nifios pequefios son particularmente vulnerables a la intoxicacion por plomo porque, segun la
fuente de contaminacion de que se trate, llegan a absorber una cantidad de plomo entre cuatro y
cinco veces mayor que los adultos. Asimismo, su curiosidad innata y la costumbre, propia de su

edad, de llevarse cosas a la boca los hacen mas propensos a chupar y tragar objetos que contienen
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plomo o que estan recubiertos de este metal (por ejemplo, tierra o polvo contaminados 0 escamas

de pintura con plomo).

Esta via de exposicion es ain mayor en los nifios con un trastorno psicolégico denominado pica
(ansia persistente y compulsiva de ingerir sustancias no comestibles), quienes pueden arrancar y
tragar escamas de pintura con plomo de las paredes, los marcos de las puertas o los muebles. En

Nigeria, el Senegal y otros paises, la exposicion a tierra 'y polvo contaminados por plomo debido

al reciclaje de baterias y a actividades mineras ha provocado intoxicaciones masivas por plomo y

numerosas muertes en nifios pequefios®

Una vez dentro del cuerpo, el plomo se distribuye hasta alcanzar 6rganos como el cerebro, el
higado, los rifiones y los huesos. Se deposita en dientes y huesos, donde se va acumulando con el
paso del tiempo.

Dinamica de los metales pesados
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Figura N° 2. Dinamica de los metales pesados®
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3.5 Norma para confituras y jaleas segin Codex *
3.5.1 Definiciones del producto

Producto Definicion

- Confitura

Es el producto preparado con fruta(s) entera(s) o en trozos, pulpa y/o puré de fruta(s) concentrado
y/o sin concentrar, mezclado con productos alimentarios que confieren un sabor dulce con o sin la

adicion de agua y elaborado hasta adquirir una consistencia adecuada.
- Jalea

Es el producto preparado con el zumo (jugo) y/o extractos acuosos de una o mas frutas, mezclado
con productos alimentarios que confieren un sabor dulce, con o sin la adicion de agua y elaborado

hasta adquirir una consistencia gelatinosa semisolida.
- Mermelada de agrios

Es el producto preparado con una o una mezcla de frutas citricas y elaborado hasta adquirir una
consistencia adecuada. Puede ser preparado con uno o mas de los siguientes ingredientes: fruta(s)
entera(s) o en trozos, que pueden tener toda o parte de la c&scara eliminada, pulpa(s), puré(s),
zumo(s) (jugo(s)), extractos acuosos y cascara que estan mezclados con productos alimentarios que

confieren un sabor dulce con o sin la adicion de agua.
- Mermelada sin frutos citricos

Es el producto preparado por cocimiento de fruta(s) entera(s), en trozos o0 machacadas mezcladas
con productos alimentarios que confieren un sabor dulce hasta obtener un producto semiliquido o

espeso/viscoso.

- Mermelada tipo jalea
Es el producto descrito en la definicién de mermelada de agrios de la que se le han eliminado todos
los sélidos insolubles pero que puede o no contener una pequefia proporcion de cascara finamente

cortada.
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3.5.2. Criterios de calidad

3.5.2.1 Requisitos generales

El producto final debera tener una consistencia gelatinosa adecuada, con el color y el sabor
apropiados para el tipo o clase de fruta utilizada como ingrediente en la preparacion de la mezcla,
tomando en cuenta cualquier sabor impartido por ingredientes facultativos o por cualquier
colorante permitido utilizado. El producto deberd estar exento de materiales defectuosos
normalmente asociados con las frutas. En el caso de la jalea y la jalea “extra”, el producto debera

ser suficientemente claro o transparente.

3.5.3 Defectos y tolerancias para las confituras

Los productos regulados por las disposiciones de esta Norma deberan estar en su mayoria exentos
de defectos tales como la presencia de materia vegetal como: céscara o piel (si se declara como
fruta pelada), huesos(carozo) y trozos de huesos (carozo) y materia mineral. En el caso de frutas
del grupo de las moras, la granadilla y la pitahaya (fruta “dragén”), las semillas (pepitas) se
consideraran como un componente natural de la fruta y no como un defecto a menos que el producto

se presente como “sin semillas (pepitas)”

3.6 Contaminantes®

- Los productos a los que se aplican las disposiciones de la presente Norma deberan cumplir con
los niveles maximos de la Norma general para los contaminantes y las toxinas presentes en los
alimentos y piensos (CXS 193-1995).

- Los productos a los que se aplican las disposiciones de la presente Norma deberan cumplir con

los limites maximos de plaguicidas establecidos por la Comision del Codex Alimentarius.



23

Tabla N°1: Nivel maximo (nm) (mg/kg) de plomo en jaleas mermeladas y confituras segun la
norma general de contaminantes y toxinas presentes en los alimentos y piensos del Codex

alimentarius 4

Nombre del producto Nivel méximo (NM) | Porcidn del producto | Notas/
observaciones
bésico / producto (mg /kg) al que se le aplica
Confituras, jaleas y 0.4 La norma
mermeladas. pertinente al Codex

para productos
CXS 296-2009

(solo para

confituras y jaleas)

3.7 Determinacion de plomo por horno de grafito

3.7.1Absorcion atémica por horno de grafito 8
Generalidades: Espectrofotometria de Absorcién Atémica

Dentro de los métodos espectrofotométricos de analisis para identificar y cuantificar elementos
presentes en distintas matrices, se encuentra la espectrometria Optica atdmica, este método
convierte elementos presentes en una muestra en atomos o iones elementales en estado gaseoso por

medio de un proceso denominado atomizacion.

Los dos métodos maés utilizados para lograr la atomizacion de la muestra incluyen la aplicacion
de una llama (empleada en la absorcidn atomica con llama, FAAS) o el uso de la energia
electrotérmica horno de grafito. En la tabla N° 2 podemos ver las ventajas y desventajas que tiene

cada una de las técnicas antes mencionadas.



24

En este apartado se describen las generalidades de la técnica de espectrofotometria de absorcion
atdmica con horno de grafito (GFAAS), también llamada con atomizacién electrotérmica. En la
figura N°1 podemos observar las partes del espectrofotémetro técnica horno de grafito.

La técnica de GFAAS permite bajar los limites de deteccion al rango de partes por billén (ppb) con
una instrumentacion relativamente sencilla y sin los esfuerzos y pérdidas de tiempo que conllevan

las técnicas de extraccion previa.

Lampara de Lentes

cétedo hueco / \
e

—_— e L ﬂ ......... 0 _____ hMonocromador oo oo

Atomizador

Procesador Amplificador

de Datos

Figura N°2 Partes del espectrofotometro técnica horno de grafito®

3.7.2 Fundamento tedrico (GFAAS)

El principio del método se basa en la absorcion de luz por parte de un elemento en estado atomico.
La longitud de onda a la cual la luz es absorbida es especifica de cada elemento. Se mide la
atenuacion de la intensidad de la luz como resultado de la absorcion, siendo la cantidad de radiacion

absorbida proporcional a la cantidad de 4&tomos del elemento presente.

El método involucra fundamentalmente 2 procesos: la atomizacion de la muestra y la absorcion de
radiacion proveniente de una fuente por los atomos libres. El tratamiento de la muestra hasta la

atomizacion comprende las siguientes etapas:

-Secado:
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Una vez que la muestra ha sido inyectada en el tubo de grafito, se calienta a una temperatura algo
inferior al punto de ebullicion del solvente (usualmente entre 80 a 180 °C). El objetivo de esta etapa
es la evaporacion del solvente. La muestra inyectada (2-20 pL) en el horno de grafito es sometida
a una temperatura algo inferior al punto de ebullicion del solvente (80-180 °C). Aqui se evapora el

solvente y los componentes voléatiles de la matriz.
-Calcinado:

El proximo paso del programa es el calcinado por incremento de la temperatura, para remover la
mayor cantidad de material (materia organica) de la muestra como sea posible, sin pérdida del
analito. La temperatura de calcinacion usada varia tipicamente en el rango de 350 a 1600 °C.
Durante el calcinado, el material sélido es descompuesto mientras que los materiales refractarios,

como por ejemplo los 6xidos, permanecen inalterados.
-Atomizacion:

En esta etapa, el horno es calentado rapidamente a altas temperaturas (1800-2800 °C) para
vaporizar los residuos del paso de calcinado. Este proceso lleva a la creacion de d&tomos libres en

el camino optico. Se mide la absorbancia durante este paso.

La temperatura de atomizacion depende de la volatilidad del elemento.

Usualmente se agrega una cuarta etapa para limpieza del horno a una temperatura algo superior a
la temperatura de atomizacion. Cuanto mejor sea la separacion de los elementos concomitantes del

analito, mejor sera la atomizacion y la determinacion estard mas libre de interferencias.

Tabla N°2. Comparacién de métodos: atomizacion por llama y por horno de grafito. ventajas y

desventajas®

FAAS GFAAS

la llama ofrece resultados en tiempos mas | Los resultados aparecen en tiempos de 5

cortos (3 a 5 segundos) minutos
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permite trabajar con volumenes de muestra | trabajar con volimenes pequefios de muestras,
mayores y descender asi a partes por billon los limites
de deteccion para muestras bioldgicas y

ambientales

y las interferencias que se presentan estan a | se observa la menor precision y el mayor

menudo bien documentadas ndmero de interferencias

mediante la adicion de modificadores de | Mayor sensibilidad
matriz, lo que minimiza la etapa de preparacion

de muestra y la introduccion de errores

fuente: elaboracion propia

3.8 Método oficial AOAC 999.10'

3.8.1 Plomo, Cadmio, Zinc, Cobre y Hierro Espectrofotometria de absorcion atdbmica en alimentos

después de la digestion por microondas

Aplicable a la determinacion de Zn, Cu y Fe en una variedad de alimentos siga las regulaciones
locales, espectrofotometria (FAAS), Cd y Pb por digestion con microondas espectroscopia de
absorcion atémica en horno de grafito (GFAAS). EIl método es capaz de determinar estos
elementos en concentraciones Pb (0.1), Cd (0.01), Zn (4), Cu (0.2) y Fe (7) mg/kg EI método no es

aplicable a alimentos con un contenido de grasa >40%.

Principio: digestion de las muestras con HNOsy perédxido de hidrogeno calentado por microondas
para el analisis de (GFAAS).

Equipos y materiales:

- Espectrofotdmetro de absorcién atomica. y un horno de grafito para electrotermia (GFAAS)
- Lé&mparas de descarga sin electrodos o de catodo hueco. —Para Pb.
- Horno digestor microondas

- Recipientes de digestion de teflon.100 ml, soportando una presién de al menos 1,4 MPa
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- Matraces aforados.25 y 1000 ml

- Embudos. Vidrio o plastico

- Botellas de plastico. Por ejemplo, botellas de poliestireno con cierre hermético. tapas, 50 a 100
ml

- Horno de secado. —O equipo para liofilizacion

- Todo el material de vidrio y plastico debe limpiarse cuidadosamente y enjuagar con HNO3 O

HCL para evitar contaminacion con el metal.
Reactivos: Los reactivos deben ser al menos de grado reactivo analitico (pa).

- Agua. Re destilada o desionizada, >18 MQcm

- Acido nitrico. 65% (p/p).

- Acido nitrico. 0,1 M. Diluir 7 ml de HNO3 concentrado, con agua hasta 1 L.

- Acido nitrico.3M. Diluir 200 ml de HNO3 concentrado, con agua hasta 1 L.

- Peroxido de hidrogeno.30% (p/p).

- Solucion estandar de plomo.1 mg/ml Disolver 1.000 g de Pb en 7 ml de HNOs, en un matraz

aforado de 1 L y diluir a volumen con agua.

Digestion: Pese entre 0,2 y 0,5 g de material seco en el recipiente de digestion. Si se utilizan
materiales que contienen agua, el peso maximo se limita a 2 g, pero el contenido de materia seca

nunca debe exceder los 0,5 g.

Agregue 5 ml de HNO3, y 2 ml de H202 al 30%. Cerrar vasos, coloque los recipientes en el

soporte, cologue el soporte para recipientes en el horno microondas y cerrar la puerta.
Configure el horno digestor de microondas segun tabla:

Tabla N°3. Configuracion del digestor de microondas’

Paso Potencia (vatios) Duracion (min)

1 250 3
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2 630 5
3 500 22
4 0 15

El programa solo es valido cuando se digieren 12 recipientes simultaneamente. Si se hacen menos,

completar con blanco del reactivo.

Retire los recipientes del horno y déjelos enfriar. Posteriormente abra el recipiente, enjuague la
tapay el recipiente y trasladar a un matraz volumétrico de 25 ml llevar a aforo con agua desionizada

y trasladar las muestras a un recipiente de plastico.
Si es necesario diluir las muestras por altas concentraciones hacerlo con HNO3s 3M.

Espectrofotometria de absorcion atomica: Las mediciones deben estar dentro del rango lineal
cuando el método de Se utiliza la adicion estandar. Una curva de suma estandar consta de al menos
3 puntos, de los cuales al menos 2 son estandares. La concentracion de El estandar mas alto debe
ser de 3 a 5 veces la concentracion en la solucion de prueba. El estdndar inferior debe tener una

concentracion de aproximadamente la mitad del estandar mas alto.

Tabla N°4. Parametros instrumentales para GFAAS’

Temperatura (°C) / retencion de rampa (S)

Limpieza
Metal Longitud de onda Paso de Paso de Paso a
incineracioén atomizacion Paso (°C)

Pb 283.3 650/15-10 1900/0-4 2500
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Técnica del horno de grafito: Esta técnica generalmente se requiere para la determinacion de Pb y

Cd en alimentos. Usar piroliticamente Tubos revestidos con plataformas.

Programe el muestreador automatico para que entregue un volumen que proporcione una
absorbancia como sea posible dentro del rango lineal y produciendo una absorbancia de fondo no
mayor que aproximadamente 0,5 absorbancia unidades. La inyeccién multiple puede mejorar la
absorbancia a concentraciones muy bajas. Evaluar cada nueva matriz mediante curvas de ceniza 'y
atomizacion para optimizar los parametros del horno de grafito. Ver parametros instrumentales

para absorcion atomica por horno de grafito en tabla N°4.

3.9 Proceso de validacién®

La validacion de métodos analiticos fisicoquimicos es requisito el cual deben cumplir todos los
laboratorios a nivel nacional internacional, es requerida en Normas sobre Sistemas de Gestion de
la Calidad, sobre software y particularmente en la Norma ISO/IEC 17025:2005 sobre requisitos
generales para laboratorios de calibracion y ensayo. En nuestro pais el organismo encargado es el
ORGANISMO SALVADORERNO DE ACREDITACION (OSA) el cual proporciona una guia con
los requisitos para la validacion para poder asi confirmar que un resultado analitico concuerde con
el proposito requerido, debe ser lo suficientemente confiable para que cualquier decisién basada en
éste pueda tomarse con confianza y posteriormente obtener la acreditacion otorgada por el mismo

organismo.

La validacion es el proceso establecido para la obtencion de pruebas documentadas y demostrativas
de que un método de analisis es lo suficiente fiable y reproducible para producir el resultado

previsto dentro de intervalos o parametros definidos y para el propésito requerido (OSA).

La validacion consta de 3 partes: protocolo de validacion, proceso de validacion e informe.

3.9. 1 el protocolo de validacion

El protocolo deber ser fechado y firmado por los responsables de la validacion o persona designada

por el laboratorio y debe incluir como minimo lo siguiente:
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Identificacion:
Se debera de identificar de acuerdo al control interno de documentos definido por el laboratorio.
Obijetivo:

Definir la finalidad del protocolo de validacion. (Ej. Definir los pardmetros a validar, las
actividades necesarias para la realizacion de la validacion del método XXX-YY-ZZ para la

evaluacion del analito EE por la técnica CFG)
Alcance:
Delimitacion de tipo de muestra, matriz, analito, rango de concentracion, técnica analitica.

Nota: Para muestras de alimento se debera de utilizar la clasificacion establecida en el RTCA
67.04.54:10 Alimentos y bebidas procesadas. Aditivos alimentarios, para la definicion de Matriz y

numero de muestras a validar segun lo detallado en el apartado 7 “Sistema de Clasificacion de los

alimentos” de dicho reglamento, se dara por valido el alcance de la validacion de acuerdo a lo

siguiente:
Categoria de alimento:

Al demostrar la Aptitud del método a través de la validacion de al menos el 50% del total de sub

categorias y de cada una de ellas 2 tipos de alimentos. (Si la subcategoria lo permite).

Nota: Para cualquier otro tipo de muestra, el OSA evaluara la aceptacidn de un grupo o categoria
de matriz para establecer un alcance siempre y cuando se validen al menos 2 tipos de muestras para
ese grupo o categoria, siempre que sea posible y basado en la normativa o a la bibliografia

presentada por el laboratorio.

Para los casos en los que no existen Categorias o Sub categorias, el alcance estara definido por el

tipo especifico de muestra que se valida.
Responsables:
Equipo de validacion: Definir e identificar con Nombre los analistas que realizan la validacion,

persona(s) que revisa(n) el informe de validacion, persona(s) que autorizan el informe de

validacion.



31

Parametros a estudiar y los correspondientes criterios de aceptacion:

Establecer los parametros a validar y su criterio de aceptacion de acuerdo al tipo de referencia

utilizada.

Muestras (matrices):

Se definiran los tipos de muestra, identificacion.

Equipos, reactivos y materiales de referencia involucrados en la validacion:

Detallar los equipos involucrados en la validacion, asi como la codificacion interna que se ha
asignado a cada uno. En cuanto a los reactivos y materiales de referencia utilizados, detallar lote,

fecha de vencimiento y proveedor del mismo.
Referencia del método analitico a validar:

Detallar el nombre, version, edicion, afio y cualquier otra informacidn pertinente de las referencias

utilizadas, que permita identificar el método a validar.
Procedimiento para la determinacién de los parametros a evaluar:

Detallar claramente los parametros que se han definido para realizar la validacion, asi como del
procedimiento a seguir para la estimacion de cada uno, en el cual incluyan como minimo detalle
de las pesadas a realizar, diluciones, analisis estadistico a aplicar y detalle del proceso a seguir para

su determinacion y los criterios de aceptacion.

para poder iniciar con la validacion es necesario conocer la clasificacion del método al cual le

vamos a realizar la validacion, este puede ser:

- Método Normalizado: Se trata de un método de ensayo normalizado, que se aplica
exactamente como esta descrito en referencias reconocidas internacionalmente. Ejemplos de
referencias reconocidas: USP, FEUM, EP, BP, JP, IP, AOAC, Standard Methods, EPA,
PAM, CIPAC, ASTM, ASHTO, ISO, Codex Alimentarius, FDA, FAO, CE, USDA, otras
referencias seran evaluadas.

- Método Normalizado modificado: Se trata de una modificacién a un método de ensayo
normalizado. Ejemplos: un método de extraccion diferente o la aplicacion del método en una

matriz diferente a la indicada, aplicacion del método en rangos distintos trabajos.
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- Método no normalizado: Se trata de un método de ensayo que no se encuentra en referencias

reconocidas internacionalmente.

Segun sea el método se evaltan los siguientes parametros:

Selectividad/especificidad: la selectividad de un método se investiga estudiando su habilidad de

medir el analito de interés en muestras a la cuales se le agregan intencionalmente interferencias

especificas (aquellas que se considere probable de encontrar en las muestras).

Tabla N°5: Selectividad/especificidad®

Muestra

Repeticiones

Calcular/Determinar

Criterio de aceptacion

1 muestra de ensayo

y  material

referencia

de

1

Valuar la capacidad del
método de identificar y
medir el analito
aislado.

Se documentara la
informacion
complementaria  que
permita definir mejor la
selectividad del analito

de interés.

La respuesta del método
debe ser Unicamente debida
al  analito.  Cualquier
desviacion encontrada no
deberd ser mayor a los
criterios de aceptacion
establecidos por el
laboratorio con respecto a
la referencia normativa.
Nota: Si la referencia del
método establece la forma
de evaluaciéon de éste
parametro de desempefio y
sus criterios de aceptacion,
el laboratorio deberd de
cumplir lo indicado en

dicha referencia
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Linealidad: El intervalo lineal es la capacidad de un método analitico para dar resultados que son

directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un intervalo dado.

Tabla N°6: Linealidad®

Muestra

Repeticiones

Calcular/Determinar

Criterio de aceptacion

Medir un blanco

mas Estandar de
referencia
esparcidos
uniformemente en

el rango de interés.

Se trabajaran 5

niveles como
minimo por
triplicado,
distribuidos

uniformemente en

el rango de interés

Graficar la respuesta
(eje y) en funcién de la
concentracion (eje X).
Calcular las estadisticas
de regresion
apropiadas, calcular y
graficar los residuales
(diferencia entre el
valor observado de “y”
y el valor calculado de
“y” pronosticado por la
linea recta, para cada
“x”). La

aleatoria

valor de
distribucion
de residuales en torno a
cero confirma la
linealidad. Las
tendencias sistematicas
indican la no linealidad
0 un cambio de

varianza con el nivel.

- Comportamiento lineal
en la grafica de
concentracion VS
respuesta analitica.

- Datos aleatorios en el
grafico de residuales.

- El
confianza del intercepto
debe

cuando se

intervalo  de
incluir el cero,
incluyan
concentraciones bajas en

la curva.

Criterios de aceptacion
Intervalo de trabajo

r > 0.98 El intervalo de
confianza de la pendiente

debe incluir la unidad.

Exactitud: Para verificar la exactitud utilizando un material de referencia, se determina la media y
la desviacion estandar de una serie de réplicas de una prueba y se compara contra el valor

caracterizado del material de referencia.
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Muestra

Repeticiones

Calcular/Determinar

Criterio de aceptacion

Se puede utilizar como
muestra lo siguiente:

- Material de referencia
certificado.

- Blanco adicionado.

- Material de referencia.
- Matriz adicionada.
- Comparacién  con

método oficial.

Se trabajaran 3

niveles como
minimo:

- Bajo - Medio —
Alto

Nivel bajo y alto
por triplicado. Y
nivel medio
sextuplicado. En
los niveles
seleccionados se
debe

rango de trabajo

incluir el

del método. (Ver
intervalo de

trabajo)

Determinar el valor
de

relativo porcentual o

Sesgo,  error

recuperacion

Se debe tomar en cuenta lo
establecido en la referencia
del Y,

contrario, se sugieren las

método caso

tablas del anexo de la
referencia AOAC
Guideline  for  single

laboratory validation of

chemical methods for
dietary supplements and
botanicals. 2002.

Otras referencias podran

ser evaluadas.

Férmulas a utilizar:

R (%) =

R(%) = Recuperacion aparente

X= valor medio

XREF= Valor de referencia

X
XREF

X 100

Para el calculo del parametro de Exactitud utilizando matriz adicionada, se debera tomar en cuenta

la siguiente férmula:




r-x

R’ (%) =

X Adicion

X 100
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En donde: R"(%) es la recuperacidn relativa de adiciones a las diferentes concentraciones.

- Precision: La precision es medida mediante la repetibilidad, reproducibilidad y precision

intermedia.

- Repetibilidad: Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la

misma muestra en las mismas condiciones operativas (un mismo analista, mismos aparatos y

reactivos, etc.) en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto.

Tabla N°8: Repetibilidad®

Muestra

Repeticiones

Calcular/Determinar

Criterio de aceptacion

Se puede utilizar como
muestra lo siguiente:
-Material de referencia
certificado

- Blanco adicionado
-Material de referencia
-Matriz adicionada
-Muestra natural con
contenido de analito
dentro del rango a

validar.

Al menos tres niveles
de concentracion
(Bajo, medio y alto)
y realizar al menos 6
repeticiones en cada
nivel bajo
condiciones de
Repetibilidad.  Este
parametro debera
realizarse  tomando
en cuenta todo el
proceso analitico

para cada repeticion.

Determinar el
coeficiente de
variacion porcentual
de los resultados o
del

recobro obtenido.

porcentaje de

Se debe tomar en
cuenta lo establecido
en la referencia del
método. Otras
referencias podran ser

evaluadas
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- Precision intermedia: Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre

la misma muestra, pero en condiciones operativas diferentes (diferentes analistas, aparatos,

dias, etc.) y en un mismo laboratorio

Tabla N°9: Precision®

Muestra

Repeticiones

Calcular/Determinar

Criterio de aceptacion

Se puede utilizar como
muestra lo siguiente:

- Material de referencia
certificado

- Blanco adicionado

- Material de referencia
- Matriz adicionada

- Muestra natural con
contenido de analito
dentro del rango a

validar.

| menos tres niveles
de concentracion
(Bajo, medio y alto
dentro del rango a
validar) y realizar
al menos 12
repeticiones en
cada nivel bajo
condiciones de
precision

intermedia. 6
repeticiones  por
cada  condicion.
Este parametro
deberd realizarse
tomando en cuenta
todo el proceso
analitico para cada

repeticion.

Determinar el
coeficiente de
variacion porcentual
de los resultados o
del
recobro obtenido vy

porcentaje de

determinar el
ANOVA de los
datos

- Se debe tomar en
cuenta lo establecido en

del
Otras

la referencia
método.
referencias podran ser

evaluadas

- Reproducibilidad: Estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas diferentes y

en distintos laboratorios. Esto aplica en caso de organizaciones con diferentes laboratorios y/o

cuando se requiera transferir métodos. Este pardmetro aplica a laboratorios que tienen sedes

con las cuales poder compararse Unicamente.
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Tabla N°10: Reproducibilidad®

Muestra Repeticiones Calcular/Determinar | Criterio de
aceptacion

Se puede utilizar como | Las condiciones del | Determinar el | - Se debe tomar en

muestra lo siguiente: estudio de | coeficiente de | cuenta lo

- Material de referencia | reproducibilidad variacion porcentual | establecido en la

certificado deberdn  de  ser | de los resultados o | referencia del

- Blanco adicionado plantadas por el | del porcentaje de | método. Otras

- Material de referencia | laboratorio y | recobro obtenido vy | referencias podran

- Matriz adicionada aprobado por el | determinar el | ser evaluadas

- Muestra natural con | OSA. ANOVA de los datos

contenido de analito

dentro del rango a validar.

Limite de deteccion: El limite de deteccion del instrumento puede basarse en el analisis de una
muestra, usualmente un blanco de reactivo, sometido directamente al instrumento (es decir,
omitiendo cualquier paso de preparacion de muestra), o en la relaciéon sefial/ruido en p.ej. un
cromatograma. Para obtener el limite de deteccion de un método, el LOD debe basarse en el anélisis
de muestras que hayan sido sometidas a todo el proceso de medicion obteniendo resultados

calculados con la misma ecuacion que para las muestras de ensayo.

Limite de cuantificacion: El limite de Cuantificacion es un término cuantitativo (menor cantidad
medible)

Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion:

LD =3.3*Sh0/m
LC=10*Sh0 /m
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Muestra

Calcular/Determinar

Criterio de aceptacion

Para métodos cuantitativos: 10
blancos de muestras
independientes medidos una vez
cada uno 6 10 blancos de muestras
independientes fortificadas a la
menor concentracion aceptable

medidos una vez cada uno.

Desviacion estandar de la
muestra s de:

Valores de blanco de
muestra 6

Valores de los blancos de

muestra fortificadas

Expresar limite de deteccién
cémo la concentracion del
analito correspondiente a: a El
valor promedio de los blancos
de muestra + 3s 6

0 + 3s Expresar limite de
cuantificacion como: Valor
promedio de las lecturas de los
blancos + 6s 0 + 10s.
Cualquier otro factor de
cobertura utilizado debera de
ser justificado en base a
referencia bibliografica.

Si la referencia del método
establece la forma de
evaluacion de este parametro
de desempefio y sus criterios
de aceptacion, el laboratorio
debera de cumplir lo indicado

en dicha referencia.

Robustez: La “robustez” de un procedimiento analitico es "una medida de su capacidad para

permanecer no afectado por pequefias variaciones premeditadas de los pardmetros del método.
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Muestra

Repeticiones

Calcular/Determinar

Criterio de aceptacion

Identificar las variables
que podrian tener un
efecto significativo en el
desempefid del método.
Establecer experimentos
(analizando
muestras de ensayo) para
supervisar el efecto en los
resultados de la medida
cambiando forma

sistematica las variables

efectivamente

0|7 variables
parametros
utilizando
modelo
Youden.

Evaluado mas

utilizando disefios
de experimentos.

Verificar al menos

Determinar el efecto
de cada cambio de
condicion en los
resultados de la
medida. Clasificar
0 | las variables segln

el mayor efecto

un | sobre el desempefio

de | del método. Realizar

pruebas de
significacion  para
determinar si los
efectos observados
son estadisticamente

significativos.

Si la
método establece la

referencia del

forma de evaluacion de
este  parametro  de
desempefio 'y  sus
criterios de aceptacion,
el laboratorio debera de
cumplir lo indicado en

dicha referencia.

Incertidumbre: La incertidumbre es un intervalo asociado con un resultado de medida que- expresa

el intervalo de valores que razonablemente pueden atribuirse a la cantidad que se esta midiendo.

Tabla N°13: Incertidumbre®

de confirmacion o

validacioén interna

Identificar las fuentes de

incertidumbre

Muestra Repeticiones Calcular/Determinar Criterio de aceptacion
No Aplica Utilizar la informacion | Especificar el | Reportar la
obtenida en el proceso | mensurando incertidumbre

expandida con un
factor de cobertura k=2
y un nivel de

significancia del 95%.
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Cuantificar los
componentes de la
incertidumbre (u)
Calcular la
incertidumbre  estandar
combinada (uc)

Calcular la

incertidumbre expandida

(uexp)

Al finalizar la realizacién de los parametros y obteniendo los resultados esperados se realiza el

informe de validacion.

3.10 Informe de validacion

El informe de validacion contendra la informacion suficiente para poder concluir acerca de la

validacion
que se ha desarrollado.

Debe incluir:

- Hacer referencia al protocolo utilizado

- Parametros validados y criterios de aceptacion

- Resultados Analiticos

- Resultados Estadisticos

- Interpretacion de resultados y/o conclusiones

- Cuadro resumen de los resultados obtenidos (parametro, criterio, resultado y conclusion)
- Declaracion de Aptitud del Método

- Datos crudos de la validacion

Ademaés, sera autorizado por o las personas asignadas por el laboratorio.




CAPITULO IV
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4.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Protocolo de validacion

Fecha Responsable Pagina:
28-04-2023 Daniela Beatriz Alonzo | 1de 13
Romero

PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PARA LA CUANTIFICACION DE
PLOMO EN JALEAS, MERMELADAS Y CONFITURAS POR ABSORCION ATOMICA
TECNICA HORNO DE GRAFITO

1.0bjetivo

1.1 Establecer un protocolo para llevar a cabo la validacion del método de cuantificacion de plomo

en jaleas, mermeladas y confituras por absorcion atdmica técnica horno de grafito.
2. Alcance

2.2 Para los alimentos de la categoria 04.1.2 Frutas elaboradas sub categoria 04.1.2.5 Confituras,

jaleas, mermeladas. 4.0 mg/kg como maximo segun la norma.

3. Responsables:
- Jefa del laboratorio de alimentos y toxicologia.

- Asesor del proceso de validacion.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PARA LA CUANTIFICACION DE
PLOMO EN JALEAS, MERMELADAS Y CONFITURAS POR ABSORCION ATOMICA
TECNICA HORNO DE GRAFITO

- Persona a ejecutar la validacion.

4. Parametros a estudiar y los correspondientes criterios de aceptacion
4.1 Parametros a validar para métodos normalizados modificados:

- Linealidad.

- Exactitud.

- Precision.

- Limite de deteccion.

- Limite de cuantificacion.

- Incertidumbre.

5. Muestras:

- Confitura de BlackBerry.
- Confitura de fresa.
- Mermelada de naranja.

- Mermelada de fresa.
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Fecha Responsable

Pagina:

28-04-2023 Daniela Beatriz

Alonzo Romero

3de13

PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PARA LA CUANTIFICACION DE
PLOMO EN JALEAS, MERMELADAS Y CONFITURAS POR ABSORCION ATOMICA

TECNICA HORNO DE GRAFITO

6. Equipos, reactivos y materiales de referencia involucrados en la validacion:

- Equipos

- Horno de grafito

- Digestor de microondas
- Cabina de seguridad

Reactivos

- Estandar de plomo 1000 ppm £10
- Acido nitrico 70-69%

- Perdxido de hidrogeno 30%

- Nitrato de paladio

- Magnesio

- Agua ultra pura

Material de referencia:
- Codex alimetarius

- Organismo Salvadorefio de Acreditacion (OSA)
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PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PARA LA CUANTIFICACION DE
PLOMO EN JALEAS, MERMELADAS Y CONFITURAS POR ABSORCION
ATOMICA TECNICA HORNO DE GRAFITO

7- Referencia del método analitico a validar

AOAC 999.10: Plomo, Cadmio, Zinc, Cobre en alimentos por espectroscopia de absorcion atbmica

(AAS) Después de la digestion por microondas.

8- Procedimiento para la determinacién de los parametros a evaluar.

Linealidad:

Tabla N°14: Linealidad®

Muestra

Repeticiones

Calcular/ determinar

Comentario

Medir un blanco més
Estandar de
referencia
esparcidos
uniformemente en el

rango de interés.

Medir un blanco méas
Estandar de
referencia
esparcidos
uniformemente en el

rango de interés.

Graficar la respuesta
(eje y) en funcion de
la concentracion (eje
las
de

x).  Calcular
estadisticas
regresion
apropiadas, calcular
y  graficar los
residuales

(diferencia entre el

Esta etapa es necesaria
para ensayar un intervalo
de

considere

trabajo, que se
lineal y
especialmente en el que el
método  utilice  una
calibracién de dos puntos.
Si la desviacion estandar
la

es proporcional a

concentracion, entonces
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valor observado de

(1)

y y el

calculado de “y

valor

pronosticado por la
linea recta, para cada
valor de “x”). La
distribucion

aleatoria de

residuales en torno a

cero confirma la
linealidad. Las
tendencias

sistematicas indican
la no linealidad o un

cambio de varianza

considerar utilizar un

calculo de regresion
ponderado en vez de una
regresion lineal no
ponderada simple. No se
deben de eliminar valores
atipicos sin verificarlo
antes utilizando otras
mediciones a

concentraciones cercanas.

con el nivel.
Medir, de acuerdo | Se trabajaran 5 | Graficar la | Este paso se requiere para
con el método | niveles como | concentracion evaluar si el rango
documentado,  un | minimo por | medida (eje y) en | propuesto del instrumento
blanco mas material | triplicado, funcion  de la|y el procedimiento de
de referencia o | distribuidos concentracion de las | calibracion son aptos para

blancos de muestra
adicionados
esparcidos
uniformemente en el

rango de interés

uniformemente en el

rango de interés.

muestras de ensayo
(eje x). Calcular las
estadisticas de
regresion

apropiadas. Calcular
los
(la

diferencia entre el

y  graficar

residuales

valor observado de

el uso. Si pueden

encontrarse  datos  en
estudios de precision y
sesgo que cubren el rango
de interés, quizds no se
requiera otro estudio del
intervalo de trabajo del

método
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[}

y’ 'y el wvalor
calculado de *“y”
pronosticado por la
linea recta, para cada
valor de “x”). La
distribucion

aleatoria de
residuales en torno a
cero confirma la
linealidad. Las
tendencias

sistematicas indican

la no linealidad

Criterios de aceptacion Intervalo lineal

- Comportamiento lineal en la grafica de concentracion vs respuesta analitica.

- Datos aleatorios en el grafico de residuales.

- El intervalo de confianza del intercepto debe incluir el cero, cuando se incluyan

concentraciones
- bajas en la curva.
- Criterios de aceptacion Intervalo de trabajo
- 1r>0.98

- Elintervalo de confianza de la pendiente debe incluir la unidad.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PARA LA CUANTIFICACION DE
PLOMO EN JALEAS, MERMELADAS Y CONFITURAS POR ABSORCION ATOMICA
TECNICA HORNO DE GRAFITO

Exactitud

Tabla N°15: Exactitud®

Muestra Repeticiones Calcular/ Comentario
determinar

Se puede utilizar | Se trabajardn 3 niveles | Determinar el valor | Reportar el intervalo

como muestra lo | como minimo: - Bajo -|de Sesgo, error|de confianza  del

siguiente: Medio - Alto Nivel bajo y | relativo porcentual | porcentaje de recobro

- Material de
referencia

certificado.

- Blanco adicionado.
- Material de

referencia.

- Matriz adicionada.
- Comparacion con

método oficial.

alto por triplicado. Y nivel
medio sextuplicado. En los
niveles seleccionados se
debe incluir el rango de
trabajo del método. (Ver

intervalo de trabajo).

0 recuperacion
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EN JALEAS, MERMELADAS Y CONFITURAS POR ABSORCION ATOMICA TECNICA
HORNO DE GRAFITO

Formulas:
b= ix -xRef

0 :f—xRef
b (%)= 22 x100
R(%): —— x100
XRef

En donde:

X - Valor medio

X ref=valor de referencia

b= Sesgo

b(%)= Error relativo porcentual
R(%)= Recuperacién aparente.

Para el calculo del parametro de Exactitud utilizando matriz adicionada, se debera tomar en cuenta

las siguientes formulas:

Xr-X
XAdicion

R’(%): x100

En donde: R"(%) es la recuperacion relativa de adiciones a las diferentes concentraciones.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PARA LA CUANTIFICACION DE
PLOMO EN JALEAS, MERMELADAS Y CONFITURAS POR ABSORCION ATOMICA
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Criterio de aceptacion: Se debe tomar en cuenta el método de referencia

Precisién: La precision es medida mediante la repetibilidad, reproducibilidad y precision

intermedia.

Tabla N°16: Precision®

Muestra Repeticiones Calcular/ Comentario
determinar
Al menos tres niveles de | Determinar el | Determina la

Se puede utilizar como

muestra lo siguiente:

- Material de referencia

certificado

concentracion  (Bajo,

realizarse tomando en

repeticion

medio y alto) y realizar
al menos 6 repeticiones
en cada nivel bajo
condiciones de
Repetibilidad. Este

parametro debera

cuenta todo el proceso
analitico para cada

coeficiente de | Repetibilidad.
variacion

porcentual de los
resultados o del
porcentaje de
recobro obtenido.
Si la referencia
tiene otro
estadistico de
dispersion,

justificar su uso.
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Blanco adicionado

Material de referencia

Matriz adicionada

Muestra natural

con
contenido de analito

dentro del rango a validar

Al menos tres niveles de
(Bajo,

medio y alto dentro del

concentracion

rango a validar) vy
realizar al menos 12
repeticiones en cada

nivel bajo condiciones

de precision intermedia.

Determinar el
coeficiente de
variacion

porcentual de los
resultados o del
porcentaje de
recobro obtenido

y determinar el

Determina

la

precision intermedia.

6 repeticiones por cada | ANOVA de los
condicion. Este | datos.
parametro debera
i Si la referencia
realizarse tomando en
tiene otro
cuenta todo el proceso
o estadistico de
analitico para cada
. dispersion,
repeticion.
justificar su uso.
Las condiciones del | Determinar el | Determina la
estudio de | coeficiente de | reproducibilidad

reproducibilidad
deberan de ser plantadas
por el laboratorio y

aprobado por el OSA.

variacion
porcentual de los
resultados o del
porcentaje de
recobro obtenido
y determinar el
ANOVA de
datos de

los
los

laboratorios

Criterio de aceptacion: Se debe tomar en cuenta lo establecido en la referencia del método. Otras

referencias podran ser evaluadas.
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Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion:

Tabla N°17: Limite de deteccion/ cuantificacion®

Repeticiones

Calcular/Determinar

Comentarios

Para métodos cuantitativos:
10 blancos de muestras
independientes medidos una

vez cada uno 6 10 blancos de

muestras independientes
fortificadas a la menor
concentracion aceptable

medidos una vez cada uno

Desviacion estandar de la

muestra s de:

- Valores de blanco de

muestra 6

- Valores de los blancos de

muestra fortificadas

Expresar limite de deteccion como la

concentracion del analito

correspondiente a:

- El valor promedio de los blancos

de muestra + 3s 6

- 0 + 3s

cuantificacion

Expresar limite de

coémo: Valor
promedio de las lecturas de los
blancos + 6s 6 + 10s. Cualquier otro
factor de cobertura utilizado debera
de ser justificado en base a referencia

bibliografica
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Tabla N°18: Incertidumbre®

Muestra Repeticiones Calcular/ Comentarios
Determinar
No Aplica Utilizar la | - Especificar el | Reportar la  incertidumbre
informacion mensurando expandida con un factor de
obtenida en el cobertura k=2 y un nivel de
proceso de | - Identificar las | significancia del 95%
confirmacion o | fuentes de

validacion interna

incertidumbre

- Cuantificar los
componentes de
la incertidumbre

(u)

- Calcular Ia
incertidumbre
estandar
combinada (uc)

- Calcular Ila
incertidumbre
expandida

(uexp)




4.2 Proceso de validacion

Tabla N°19: Proceso de validacion.
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20 de septiembre

Area o | Periodo
Departamento (Fechas) No | ACTIVIDAD
Lectura de procedimientos normas y reglamentos internos
del laboratorio de Alimentos y Toxicologia
Oficina de | 20 de marzo — 14 de Norma Técnica Salvadorena ISO/IEC 17025.2017
. 1 . . .
Jefatura abril Requisitos Generales para la Competencia de los
Laboratorios de Ensayo y Calibracion.
Firma de acuerdos de confidencialidad y imparcialidad
) Lectura y capacitacion en instrucciones técnicas y
17 de abril — 3 de metodologias de la plataforma de toxicologia
mayo 3 Capacitacion e induccion a las buenas practicas de
laboratorio
Asignacion y delimitacion del proyecto a desarrollar.
Toxicologia 4 Revisiéq bibliografica y asespria del tutor externo para la
elaboracion del plan de trabajo de las PPS.
4 de mayo — 19 de | 5 Realizacion del protocolo de validacion
mayo 6 Eleccion de matrices a validar
Preparacion de muestras y  fortificacion con
7 concentraciones conocidas matriz 1 y Digestion de la
muestra
22 de mayo — 5 de ] Analisis de muestra por espectrofotometria de absorcion
junio atomica por horno de grafito/ validacion
de junio 6 — 19 de Preparaci(')p de rm.lestras y fortif.icacipérn con
junio 9 concentraciones conocidas matriz 2 y Digestion de la
muestra
20 de junio — 3 de 10 Analisis de muestra por espectrofotometria de absorcion
julio atdmica por horno de grafito/ validacion
4 de julio — 18 de Preparaci(')p de muestras 'y fortifjlcacié,n con
julio 11 concentraciones conocidas matriz 3 y Digestion de la
muestra
19 julio — 7 de 12 Analisis de muestra por espectrofotometria de absorcion
agosto atomica por horno de grafito/ validacion
8 de agosto — 17 de Preparaci(')p de rm.lestras y fortifjlcacién con
12 concentraciones conocidas matriz 4 y Digestion de la
agosto
muestra
18 de agosto — 1 de 14 Analisis de muestra por espectrofotometria de absorcion
septiembre atdmica por horno de grafito / validacion
4 de septiembre — o ) o )
15 Realizacion del informe de validacion para cada matriz

Fuente: Elaboracion propia




4.3 Resumen del informe de validacion
Tabla N°20 Mx1. Mermelada de naranja

Cuadro resumen

55

Pardmetro Limite Resultado Observacion
evaluado establecido obtenido
-Linealidad
Intervalo Lineal
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo del intercepto Debe contener el valor cero | Contiene el valor cero Cumple
-Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion >=0.98 0.9969 Cumple
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo de la pendiente Debe contener el valor uno | Contiene el valor uno Cumple
Limite inferior del
Intervalo LCM 0.2152 mg/Kg
Limite Superior del Concentracion a Maxima
Intervalo Abs 3.6227 mg/Kg
-Recuperacion, Exactitud (tanto por uno)
Nivel 1 Analista 1 08al.2 0.8 1.0 Cumple
Nivel 1 Analista 2 08a1.2 0.8 0.9 Cumple
Nivel 2 Analista 1 08al.2 1.0 1.0 Cumple
Nivel 2 Analista 2 08a1l.2 1.0 1.0 Cumple
Nivel 3 Analista 1 08al.2 0.9 0.9 Cumple
Nivel 3 Analista 2 0.8al.2 0.8 0.9 Cumple
-Precisién intermedia como CV
Nivel
1 <=20% 7.21 Cumple
Nivel
2 <=20% 1.31 Cumple
Nivel
3 <=20% 0.49 Cumple
-Repetibilidad como CV
Nivel
Analista 1 1 <=20% 2.20 Cumple
Nivel
2 <=20% 0.42 Cumple
Nivel
3 <=20% 0.09 Cumple
Nivel
Analista 2 1 <=20% 3.40 Cumple
Nivel
2 <=20% 0.62 Cumple
Nivel
3 <=20% 0.21 Cumple
Todos los valores
-Incertidumbre del resultado a reportar <=30% >=LCM Cumple
tienen Incert. <= 30%
-Lim. de Deteccion del Método (LDM) <= 0.25 mg/Kg 0.0646 mg/Kg Cumple
-Lim. de Cuantific. del Método (LCM) <= 0.75 mg/Kg 0.2152 mg/Kg Cumple

Discusion de resultados: cumple con los parametros de calidad




TablaN°21: Mx2. Mermelada de fresa

Cuadro resumen
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Parametro Limite Resultado Observacion
evaluado establecido obtenido
-Linealidad
Intervalo Lineal
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo del intercepto Debe contener el valor cero | Contiene el valor cero Cumple
-Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion >=0.98 0.9953 Cumple
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo de la
pendiente Debe contener el valor uno | Contiene el valor uno Cumple
Limite inferior del
Intervalo LCM 0.1296 mg/Kg
Limite Superior del Concentracion a Méaxima
Intervalo Abs 3.4363 mg/Kg
-Recuperacion, Exactitud (tanto por uno)
Nivel 1 Analista 1 08a1l.2 0.7 1.0 Cumple
Nivel 1 Analista 2 08a1l.2 0.8 0.9 Cumple
Nivel 2 Analista 1 08a1l.2 0.8 0.9 Cumple
Nivel 2 Analista 2 08a1l.2 0.9 0.9 Cumple
Nivel 3 Analista 1 08a1l.2 0.7 0.8 Cumple
Nivel 3 Analista 2 0.8al.2 0.8 0.9 Cumple
-Precision intermedia como CV
Nivel
1 <=20% 4.60 Cumple
Nivel
2 <=20% 3.18 Cumple
Nivel
3 <=20% 13.39 Cumple
-Repetibillidad como CV
Nivel
Analista 1 1 <=20% 2.46 Cumple
Nivel
2 <=20% 1.01 Cumple
Nivel
3 <=20% 0.93 Cumple
Nivel
Analista 2 1 <=20% 0.94 Cumple
Nivel
2 <=20% 0.19 Cumple
Nivel
3 <=20% 0.62 Cumple
-Incertidumbre del resultado a reportar <=30% Todos los valores >=LCM | Cumple
tienen Incert. <= 30%
<=0.25
Lim. de Deteccion del Método (LDM) mg/Kg 0.0389 mg/Kg Cumple
<=0.75
Lim. de Cuantific. del Método (LCM) mg/Kg 0.1296 mg/Kg Cumple

Discusion de resultados MX2: cumple con los parametros de calidad




TablaN°22: Mx3. Confitura de fresa

Cuadro resumen

57

Parametro Limite Resultado Observacion
evaluado establecido obtenido
-Linealidad
Intervalo Lineal
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo del intercepto Debe contener el valor cero | Contiene el valor cero Cumple
-Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion >=0.98 0.9988 Cumple
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo de la
pendiente Debe contener el valor uno | Contiene el valor uno Cumple
Limite inferior
del Intervalo LCM 0.1410 mg/Kg
Limite Superior Concentracion a Maxima
del Intervalo Abs 3.2891 mg/Kg
-Recuperacion, Exactitud (tanto por uno)
Nivel 1 Analista 1 08alz?2 0.8 11 Cumple
Nivel 1 Analista 2 08a1l.2 0.9 1.0 Cumple
Nivel 2 Analista 1 08alz2 11 1.1 Cumple
Nivel 2 Analista 2 0.8al.2 1.0 1.0 Cumple
Nivel 3 Analista 1 0.8al.2 0.9 1.0 Cumple
Nivel 3 Analista 2 0.8a1.2 1.0 1.0 Cumple
-Precisién intermedia como
cv
Nivel
1 <=20% 7.97 Cumple
Nivel
2 <=20% 6.54 Cumple
Nivel
3 <=20% 1.87 Cumple
-Repetibillidad como CV
Nivel
Analista 1 1 <=20% 2.01 Cumple
Nivel
2 <=20% 0.54 Cumple
Nivel
3 <=20% 0.17 Cumple
Nivel
Analista 2 1 <=20% 1.09 Cumple
Nivel
2 <=20% 0.57 Cumple
Nivel
3 <=20% 0.14 Cumple
-Incertidumbre del resultado a reportar <=30% Todos los valores >=LCM | Cumple
tienen Incert. <= 30%
<=0.25
-Lim. de Deteccion del Método (LDM) mg/Kg 0.0423 mg/Kg Cumple
<=0.75
-Lim. de Cuantific. del Método (LCM) mg/Kg 0.1410 mg/Kg Cumple

Discusion de resultados MX3: cumple con los pardmetros de calidad




Tabla N°23. Confitura de blue Berry

Cuadro resumen

58

Parametro Limite Resultado Observacion
evaluado establecido obtenido
-Linealidad
Intervalo Lineal
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo del
intercepto Debe contener el valor cero | Contiene el valor cero Cumple
-Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion >= (.98 0.9966 Cumple
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo de la
pendiente Debe contener el valor uno | Contiene el valor uno Cumple
Limite inferior
del Intervalo LCM 0.0914 mg/Kg
Limite
Superior del Concentracion a Maxima
Intervalo Abs 3.4988 mg/Kg
-Recuperacion, Exactitud (tanto por uno)
Nivel 1 Analista 1 0.8a1l.2 0.7 0.8 Cumple
Nivel 1 Analista 2 08a1l.2 0.7 0.9 Cumple
Nivel 2 Analista 1 0.8a1.2 1.0 11 Cumple
Nivel 2 Analista 2 08al2 1.0 1.0 Cumple
Nivel 3 Analista 1 08al2 0.9 1.0 Cumple
Nivel 3 Analista 2 0.8al1.2 0.9 1.0 Cumple
Precision intermedia como
cv
Nivel
1 <=20% 7.21 Cumple
Nivel
2 <=20% 4.70 Cumple
Nivel
3 <=20% 4.18 Cumple
Repetibillidad como CV
Nivel
Analista 1 1 <=20% 1.32 Cumple
Nivel
2 <=20% 0.56 Cumple
Nivel
3 <=20% 0.82 Cumple
Nivel
Analista 2 1 <=20% 0.86 Cumple
Nivel
2 <=20% 0.59 Cumple
Nivel
3 <=20% 0.51 Cumple
Incertidumbre del resultado a reportar <=30% Todos los valores >=LCM | Cumple
tienen Incert. <= 30%
<=
Lim. de Deteccién del Método (LDM) 0.25mg/Kg 0.0274 mg/Kg Cumple
Lim. de Cuantific. del Método (LCM) <=0.75mg/Kg 0.0914 mg/Kg Cumple

Discusion de resultados MX4: cumple con los pardmetros de calidad.




CAPITULO V
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5.0 CONCLUSIONES

Se elaboro el protocolo de validacion en donde se detall6 el proceso de validacion y cada
uno de los parametros a validar el cual nos sirvido como guia en todo el proceso de la

validacion del método.

El proceso de validacion realizado para la cuantificacion de plomo en jaleas confituras y
mermeladas fue exitoso, se evalu6 cada uno de los parametros de desempefio requeridos
(linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, exactitud, precision, e

incertidumbre).

Los resultados obtenidos en el informe de validacion confirman que se cumple con los
pardmetros y criterios de aceptacion establecidos en Guia de validacion de métodos
analiticos fisicoquimicos (G9.6) del Organismo de Acreditacién Salvadorefio (OSA), por

lo tanto, el método puede ser utilizado para el fin previsto.
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6.0 RECOMENDACIONES

A los productores de frutas y verduras hacer periédicamente analisis a los suelos y al agua
de riego utilizada para cultivo a manera de evitar obtener cosechas contaminadas con

plomo.

A la Universidad de EI Salvador realizar mas investigaciones sobre contaminacion de

plomo en alimentos.

A las autoridades de la Facultad de Quimica y Farmacia realizar gestiones para la
adquisicion de un equipo de Absorcidén Atémicay de esta manera capacitar a los estudiantes

en la utilizacion del equipo y realizar futuras investigaciones.

Al Ministerio de Salud informar a la poblacién en general la peligrosidad de la exposicion
a los metales estando alerta a cada uno de los sintomas de intoxicacioén y como estos pueden

llegar al organismo humano.

Al Laboratorio de Alimentos y Toxicologia realizar mas analisis de vigilancia de metales

como el plomo en productos alimenticios que son comercializados en el pais.
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