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1. INTRODUCCION

El plomo es un metal pesado, de baja temperatura de fusién, anfétero, de color gris-
azulado, que se encuentra naturalmente en la corteza terrestre. En México, el uso de
este metal en diversas industrias y actividades esta regulado por la NOM-004-SSA1-
2013 Limitaciones y especificaciones sanitarias para el uso de los compuestos de
plomol. Dentro de las actividades que mayormente emplean este metal son la
industria minera, fundidoras, refinerias, en la produccién de materiales industriales,
pigmentos para pinturas, alfareria, cables, productos quimicos y antidetonantes?. Es
una sustancia téxica que se acumula en el organismo y afecta a multiples sistemas,
como el neuroldgico, hematoldgico, gastrointestinal, cardiovascular y renal3. La
exposicion cronica cominmente tiene efectos hematoldgicos, como anemia, o provoca
trastornos neurolégicos, asi como cefalea, irritabilidad, letargo, convulsiones,
debilidad muscular, ataxia, temblores y paralisis. La exposicion aguda puede provocar
trastornos gastrointestinales (anorexia, nduseas, vémitos, dolor abdominal), dafio
hepatico y renal, hipertensién y trastornos neuroldgicos (malestar, somnolencia,
encefalopatia) que pueden causar convulsiones y provocar la muerte*. La poblacion
infantil es especialmente vulnerable a los efectos neurotoxicos del plomo, e incluso los
bajos niveles de exposicion pueden causar dafio neuroldgico grave y, en algunos casos,
irreversible. Teniendo como consecuencia bajo desempefio del rendimiento escolar,
presencia de discapacidades a nivel intelectual, distracciéon, hiperactividad,
desorganizacion y menor capacidad para seguir instrucciones. Los sintomas pueden
agravarse y provocar estupor y crisis convulsivas>t. El estado nutricional en la
intoxicacion por plomo es fundamental, ya que la deficiencia de calcio, hierro y zinc en
la dieta puede incrementar su absorcion, retencion y toxicidad del plomo y afectar el
crecimiento’. Se calcula que cada afio hasta 800 millones de nifios a nivel mundial
tienen niveles de plomo en la sangre iguales o superiores a 5 microgramos por

decilitro (pg/dL)8.

En México, la contaminacién por plomo es un problema de salud publica debido a

que disminuye el nivel cognitivo en nifios, teniendo un impacto negativo en la



educacion, la productividad, el ingreso y oportunidades de la poblacién. De acuerdo
con una revision bibliografica realizada en 2014 por Caravanos?, se estimé que 15%
de la poblacion infantil mexicana desarrollara un coeficiente intelectual (CI) cinco
puntos abajo de lo que hubiera alcanzado en ausencia a la exposicién de plomo. Asi
mismo, un estudio realizado en 2019, el cual tuvo como objetivo determinar las
concentraciones del metal en nifios de 1 a 4 anos, demostr6 que el 22% de la
poblacion estudiada presentd valores superiores al limite permisible en sangre en
S5pg/dLe10 Por lo que el seguimiento del contenido de plomo en sangre es un
marcador importante en la intoxicacién por plomo. De acuerdo con un estudio
realizado en México en 2015, una de las principales causas de los aumentos de niveles
del metal en sangre se debe al uso de vasijas de barro vidriado en donde se preparan y
se sirven los alimentos. Se ha demostrado que la poblacién que emplea este tipo de
utensilios presenta un aumento de hasta el 60% de plomo en sangre en comparacion

con los que no usanll,

Existen diversos métodos de laboratorio para cuantificar las concentraciones de
plomo en sangre, entre los que destacan la espectrometria de absorcion atémica, la
voltamperometria de redisolucién anddica y la espectrometria de masa con fuente de
plasma de acoplamiento inductivo. Siendo la primera de mas importancia debido a su
sensibilidad para la cuantificacion de metales, permitiendo disminuir limites de
deteccién y cuantificacibn a un rango de partes por billon (ppb), con una
instrumentacién relativamente sencilla y sin los esfuerzos y pérdidas de tiempo que
conllevan las técnicas de extraccidon previa. Estos métodos difieren considerablemente
en términos de capacidad analitica evaluados como limites de deteccion, precision y
exactitud; costos de adquisicidn y mantenimiento, infraestructura requerida en el
laboratorio, reactivos e insumos; asi como de sus requisitos técnicos tales como la

preparacion de la muestra, calibracion y personal capacitadol2

La eleccion del método se va a adecuar a las condiciones y los recursos del
laboratorio que lo vaya a emplear. La sensibilidad del método es un factor importante
durante la seleccion del método analitico, ya que en diversos paises el limite de la

concentracion en sangre considerada de importancia clinica se ha ido reduciendo
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progresivamente. En México hasta el 2017 de acuerdo con la NOM-199-SSA1-2000 se
estipulaba una concentracién minima de 10 pug/dL. Actualmente la concentracion
minima es de 5 pug/dL.19 Esta modificacion se debe a que diversos estudios han
sugerido que no hay un umbral de concentracién de plomo segura, es decir, una
concentracion en sangre la cual no se produzca efectos adversos para la salud13. Por lo
tanto, realizar una revision sobre el impacto que tiene las concentraciones de este
metal en la salud; y de las técnicas para su determinacién en sangre es de suma

importancia.

2. OBJETIVOS

General

e Realizar una revision bibliografica sobre principales afecciones por contaminacion
de plomo y métodos utilizados para la cuantificacion del metal en sangre.
Particulares:

« Realizar una revision bibliografica sobre los efectos de la concentracion de plomo en
sangre.

e Realizar una revisién bibliografica sobre los métodos maéas utilizados para la
determinacion de plomo en sangre.

e Realizar una revision bibliografica sobre los métodos utilizados para la

determinacion de plomo en vasijas de barro.

3. METODOLOGIA

El presente proyecto fue desarrollado a través de la busqueda de articulos
cientificos, tesis, libros, normas mexicanas, guias y sitios web como bases de datos:
Scifinder, Redalyc, Google académico, Elsevier, BidiUAM, utilizando palabras clave
como: Plomo, sangre, horno de grafito, vasijas de barro vidriado, validacion, método
analitico, nifios, intoxicacion, utilizando datos estadisticos de pruebas realizadas en

personas y animales.

4. RESULTADOS Y META ALCANZADA
Se recopilaron 150 articulos, de los cuales se utilizaron para este trabajo 88. Estos

fueron utilizados para el desarrollo del anexo 1 del presente informe, el cual se



presenta como una revision bibliografica denominada “Estudio bibliogrdfico: Efectos
neurolégicos de la concentraciéon de plomo en sangre y comparacion de métodos
analiticos para su cuantificacion empleando espectrometria de absorcion atémica”.
Ademas de los objetivos propuestos y cumplidos, se propuso un “Protocolo de
validacion del sistema y método para la cuantificacién de plomo por espectrofotometria
de absorcion atémica” (anexo 2), siguiendo las buenas practicas de laboratorio y

diferentes guias de validacion de métodos analiticos.
5. CONCLUSIONES

Actualmente, en México se tiene por normativa que la cifra minima de plomo en
sangre es de 5pug/dL. Sin embargo, se comprobé mediante la revision bibliografica
presente en este informe, que a niveles por debajo de los permitidos aun provoca
efectos toxicos. Es importante resaltar que el medio de intoxicacion puede provenir de
diferentes lugares e incluso de espacios que se han visto afectados desde afios
anteriores, gracias a la bioacumulacidén y el paso de la cadena troéfica. Se espera que el
presente trabajo sea de gran aporte para demostrar el impacto que tiene sobre el ser
humano y la importancia de evitar la utilizacion de objetos que estén fabricados con
algiin producto que contenga plomo como las vasijas de barro vidriado que son

comunes en los pueblos de este pais.
6. PERSPECTIVA

Con el presente trabajo se tiene el conocimiento sobre los efectos neurotdxicos que
ocasiona el plomo, asi como su distribucion en el organismo y la importancia que esto
tiene. Como resultado de la revision se propone un programa de temperaturas para
realizar la determinacion de plomo, proponiendo que sean evaluadas
experimentalmente y sean las indicadas para una optimizaciéon del método de
espectroscopia de absorcién atomica en horno de grafito; y se obtengan resultados
precisos y reproducibles. Asi mismo, se espera que la guia de validacion de un método

analitico elaborada sea de gran apoyo para proyectos experimentales futuros.
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8. ANEXO 1 Revision bibliografica:

Efectos neuroldgicos de la concentracion de plomo en sangre y comparacion de métodos
analiticos para su cuantificacion empleando espectrometria de absorcion atémica.

Resumen

El plomo es un metal divalente que ha sido utilizado desde la antigliedad en pinturas, gasolinas,
utensilios de cocina. Este metal posee un nivel de toxicidad alto debido a que puede acumularse en el
organismo, y no existe un nivel en sangre donde no se presenten dafios. La principal poblaciéon
vulnerable es neonatos e infantes menores a 5 afios, ya que se encuentran desprotegidos debido a que
su barrera hematoencefalica no ha terminado de desarrollarse.

En la actualidad, este metal se ve implicado en procesos de fabricacién de vasijas de barro
vidriado. Diversos estudios han demostrado que las personas que emplean estos objetos poseen niveles
de plomo mas elevados que aquellas personas que no las utilizan. Para realizar la cuantificacién de este
metal pesado, se utilizan diversas técnicas, siendo la espectrometria de absorcién atémica la elegida
mayormente por su alto nivel de deteccion, sensibilidad y bajo costo.

Palabras Clave
Plomo, Validacién, Absorcién atémica, Intoxicacion en nifios, Neurotoxicidad
Summary

Lead is a divalent metal that has been used since ancient times in paints, gasoline, utensils and has
a high level of toxicity because it can accumulate in the body and there is no level where damage does
not occur, mainly in children who are unprotected because their blood-brain barrier has not finished
developing and therefore are more susceptible to exposure to this metal.

Currently, this metal is involved in the manufacturing processes of glazed clay pots and several
studies have shown that people who have been using these objects have higher levels than people who
have not used them. To detect these levels, several techniques are used, being atomic absorption
spectrometry the one chosen mainly for its high level of detection and sensitivity.

Key words

Lead, Validation, Atomic absorption, Children intoxication, Neurotoxicity.



1. Origen del Plomo

Los metales pesados son persistentes en la naturaleza, en su estado libre son poco solubles y
poseen baja biodisponibilidad. Sin embargo, formando sales son altamente téxicos, por lo que se han
desarrollado regulaciones con la finalidad de disminuir su presencia en el ambiente’2. El plomo (Pb) es
un metal pesado divalente que se encuentra en la naturaleza como mezcla de 3 is6topos: 206, 207 y
208, es no biodegradable e insoluble en agua3+4>6, posee un color plateado con tonos azulados, es
flexible, inelastico y se funde con facilidad, su forma mas abundante es la sal de sulfuro®75.
Se sabe que durante el imperio romano se incrementd el uso de plomo debido a su maleabilidad y su
resistencia a la corrosiéon, lo cual lo hacen atractivo y apto para trabajos como vasijas, armas y
tuberias?10. También, su ingesta era recomendada como agente anticonceptivo, remedio para
enfermedades en la piel y combatir las arrugas faciales. Hoy en dia estd documentado que puede
provocar infertilidad y dafios a nivel fetal debido a su alto nivel de toxicidad- 14916,

1.1 Plomo en gasolina

El uso de plomo en sus diferentes formas ha sido empleado en diversas industrias, entre ellas la
industria de la gasolina. El metal se empleaba con el fin de eliminar la detonacién en motores de
combustion interna y asi aumentar su octanaje, sin embargo, esto generaba peligrosos derivados del
tetraetilo de plomo resultantes de su combustion213,

En 1993, en una planta en Nueva Jersey se presentaron casos de trabajadores enfermos y cinco de
ellos murieron a causa del contacto con el tetraetilo de plomo, esto tuvo como resultado la prohibicion
de este compuesto en Nueva Jersey y Nueva York!2. En México se presenté una reduccion del tetraetilo
de plomo en gasolinas durante el aflo 1886 y permaneci6 asi hasta su prohibicion total en 1997 como
consecuencia de una iniciativa del Banco Mundial?3.

1.2 Plomo en la industria del color

El plomo es valioso por el color y la mejora que aporta, esto, se evidencié desde el imperio
romano?13, Asi mismo, durante la época de los sesenta, en el hospital 2 de mayo se presentaron varias
intoxicaciones por ingesta de plomo al comer “pan de yema”, un pan fabricado artesanalmente que fue
coloreado con “amarillo de plomo y cromo” para dar un aspecto amarillo huevo4.

Otra industria en la que fue aprovechado es la cosmética, utilizado como colorante en polvos
faciales, ungilientos oculares y colorantes blancos. En sus usos destaca el producto “Khol” que era una
combinacién de plomo, ceniza, cobre y almendras quemadas que se aplicaba alrededor de los 0jos?13.15,
El acetato de plomo es una sal venenosa y altamente soluble que era utilizada cominmente en
colorantes en la industria textil y cosmética. Sin embargo, en enero del 2022 la FDA prohibié el uso
como parte de su formulacién211.

1.3 Plomo en el medio ambiente y contaminacién ocupacional

La contaminacion por plomo en el ambiente esta presente en el agua, en el aire y en el suelo siendo
el resultado de una bioacumulaciéon a nivel de la cadena troéfica. En el aire, este metal se encuentra en
forma de particulas finas emitidas por fuentes contaminantes como haluros, 6xidos, sulfuros y
carbonatos de plomo que son liberados en forma de gases, vapores o particulas sélidas que son capaces
de estar presentes en suspension, las mas perjudiciales para la salud son las que poseen un menor
didmetro pues tienen mayor accesibilidad al tracto respiratorio8. Las particulas <10 pg, y especialmente
las <2.5 ug, pueden cruzar las defensas del sistema respiratorio y entrar en los pulmones!’. De acuerdo
con la NOM-026-SSA1-1993 sobre la calidad del aire, establece que “La concentracién de plomo, como



contaminante atmosférico, no debe rebasar el valor permisible de 1.5 pg/m3 en un periodo de tres
meses promedio aritmético, como proteccion a la salud de la poblacién susceptible”817.

En general, plomo es un elemento pesado de lenta movilidad que puede permanecer como residuo en el
suelo aproximadamente unos 740 a 5900 afios25. Se ha demostrado mediante un estudio con isétopos,
la identificacion de plomo en secciones de foésiles de hielo encontrados en Groenlandia de hace 1500-
2300 afos?!3. Este metal es altamente bioacumulable tanto en un ser vivo como en el suelo y su
transmisién puede darse a través de la cadena tréfical4911. Por otra parte, en el suelo, se presenta un
incremento en temporada de lluvias a consecuencia de su sedimentacién'é. De acuerdo con la secretaria
del medio ambiente en México, los niveles de plomo permitidos a nivel residencial son de 400 ppb
mientras que a nivel industrial es de 800 ppb!8. La disponibilidad del plomo en el suelo depende del pH,
cuando este es neutro o alcalino hay un aumento en su absorciéon, mientras que un pH &cido la
disminuye. Otro factor que influye en su disposicidn es la cantidad de materia organica y tipo de suelo,
ya que cuando la materia organica es alta el metal no presenta movilidad causando que las raices
accedan dificilmente a este19.20,

La contaminacién de plomo en agua es resultado de los desechos industriales no tratados, los
cuales llegan al suelo y a su vez pueden llegar a los alimentos y por ende al ser humano*. Un estudio de
suelo realizado en 2018 en Perd determiné que la contaminacién encontrada en parques estaba por
arriba de los limites permitidos, demostrando con ello que, la contaminacién provenia de sedimentos
transportados por el agua en épocas de inundaciones, por el desbordamiento del rio Rimac depositando
sedimentos que provenian de desechos toxicos por fabricas hacia el rio durante la época de avenidas.

Para combatir la contaminacién ambiental por plomo, existen tratamientos que son costosos y que
no siempre eliminan los contaminantes del suelo, entre ellos encontramos la reduccién quimica,
enjuague in situ, la solidificacidn, el tratamiento térmico y la electrocinética2. Una alternativa para el
tratamiento de aguas y suelo es la fitorremediacién, empleando plantas que mantienen un nivel de
tolerancia alta a metales pesados como la C. zizanoides! y H. annuus. Estas son favorables para un
tratamiento a los suelos contaminados mediante una fitroextracciéon del 10 al 25% del plomo en el
suelo. Otra alternativa es el uso de un hongo formador de micorrizas arbusculares, que incrementa la
fitoextraccidn significativamente?. Otros ejemplos de plantas bioacumuladoras de metales pesados son
Acacia farnesiana, Acacia macrantha, Acacia visco, Buddleja coridcea, Eucalyptus globulus, Myooporum
laetum, Polepis racemosa y P. laevigatas. También pueden emplearse agentes quelantes y la formacién
de complejos con los iones metalicos que pueden ser captados por plantas?20,

1.4 Plomo en vasijas de barro vidriado

Una de las principales fuentes de plomo es el uso de la ceramica vidriada, la cual ha sido utilizada
desde la antigua Grecia y es empleada en paises de Latinoamérica, el norte de Africa y medio oriente. En
América, el vidriado con plomo fue introducido por los espafioles en el siglo XVI21. Actualmente en
México el uso de vasijas de barro es una de las principales causas de aumento de plomo en sangre, ya
que son empleados para preparar y servir alimentos tradicionalmente. Estos utensilios poseen un
recubrimiento de esmalte elaborado a base de una mezcla de silice y 6xido de plomo que se funde y se
aplica de forma liquida para ser horneado a bajas temperaturas (850-1000 °C), lo cual provoca que el
plomo no alcance la temperatura de fusién para formar silicatos de plomo insolubles. El metal se queda
fijo al esmalte y es liberado al estar en contacto con el agua o alimentos 4cidos tales como: jitomate,
café, chile y jugo de limén que aceleran el proceso de lixiviaciéon del metal212223, En 2017, un estudio en
el cual dieron de beber limonada preparada en un recipiente de barro vidriado a ratas Wistar hembras,
demostr6 un incremento de las concentraciones de plomo en sangre hasta 40 veces mayor que en la
limonada preparada en un recipiente de vidrio?3. Ademads, se ha demostrado que la poblacién que
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emplea este tipo de utensilios presenta un incremento de hasta el 37% de plomo en sangre en
comparacién con las personas que no los utilizan?4. Un estudio mas reciente reporté niveles de plomo
elevados en sangre hasta del 26.5% de la poblacion, la cual estuvo expuesta a barro vidriado tres meses
antes de la toma de muestra, dando como resultado una diferencia significativa del 30.7% con respecto
al 11.8% de personas que no estuvieron expuestas al barro vidriado2>.

En México en el 2013 la secretaria de gobernacién a través de la NOM-004-SSA-2013 la cual
establece que “Se prohibe utilizar compuestos de plomo como ingrediente o materia prima en la
fabricacion de: pinturas, esmaltes, recubrimientos, tintas, alfareria vidriada, cerdmica vidriada y
porcelana, que sirvan para contener y procesar alimentos y/o bebidas; juguetes, ldpices, plumas, colores
para dibujar, plastilinas y otros articulos escolares; tintas, productos cosméticos, muebles y pinturas para
exteriores e interiores de inmuebles habitacionales, oficinas, escuelas, guarderias, emulsiones y esmaltes
domeésticos; asi como otros productos de consumo en cuya composicion intervengan estos compuestos y
que puedan estar en contacto con las personas”. En contraste, actualmente los alfareros contintian con su
uso pese a que se han presentado alternativas de esmaltes libres de plomo, sin embargo, estas
propuestas no proporcionan el brillo llamativo a las piezas fabricadas!226, Un estudio realizado entre el
2009 y 2012 tuvo como objetivo analizar el suelo de casas-talleres de alfareros, correlacionando las
concentraciones en sangre y la pérdida del coeficiente intelectual (CI). Los resultados sugieren una
pérdida de 7.13 a 8.84 puntos de CI en personas que habitaban suelos contaminados por el metal. Lo
cual correlaciond con su incremento en sangre hasta 26.4 ug/dL en menores de 8 afios 713,

2. Importancia del plomo

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en el 2021 incluy6 al plomo en Ia lista
de los diez productos quimicos causantes de efectos toxicos sobre la salud?’. Los efectos dafiinos por
este metal se ven exacerbados con el aumento de su concentracién en sangre, esto como resultado de
su bioacumulacién?3. La OMS registr6 en el 2019 que la exposicion al plomo provocé 900,000
defunciones en todo el mundo, debido a sus efectos a largo plazo. Actualmente, se considera que este
metal puede generar danos inclusive a niveles minimos?8.

2.1 Toxicocinética

El plomo puede ser absorbido por diferentes vias, como el sistema respiratorio, cutdneo y por via
oral. Posteriormente es facilmente distribuido en los rifiones, el higado, el encéfalo y los huesos, ya que
al ser un metal divalente es similar a otros elementos semejantes como el calcio y zinc, los cuales
cumplen funciones importantes en el organismo. Un ejemplo es la sustituciéon de calcio en los sitios
encargados de regular procesos intracelulares y siendo capaz de activar las fosfodiesterasas de
calmodulina32°. La calmodulina es una proteina que posee 4 sitios de unién a Ca2* y regula varios
procesos a nivel de la glandula adrenal y cerebral3%31. El grado de toxicidad puede estar influenciado
por el estado de nutricidn, ejercicio, influencia hormonal y metabdlica 83233, La Figura 1 muestra el
modelo biolégico de distribucién de plomo en el organismo y vias de exposicion.

Los huesos actiian como reservorio del plomo, por lo que este metal presenta un tiempo de vida
media de 5 a 19 afos. Sin embargo, la movilidad del metal depende de la etapa de vida en la que se
encuentre la persona: embarazo, lactancia, menopausia, inmovilidad, senectud, toxicosis32. Se ha
documentado que entre el 45 a 70% de plomo presente en los huesos puede regresar a la sangre311.33,
Es importante destacar que plomo es capaz de atravesar la barrera placentaria y hematoencefalica lo
cual aumenta la posibilidad de abortos espontaneos. Este metal puede ser detectado en el feto entre la
semana 12 y 14 de gestacion1415.
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Fig. 1 Modelo bioldgico de la distribucién de plomo33 (Tomado de: Senin et al., 1998).

Por otra parte, este metal posee una gran afinidad por los eritrocitos, y el 95% de la carga corporal
de plomo (CCP) se une a ellos inhibiendo la sintesis de hemoglobina mediante la disminucién de la
fuerza de difusion, lo que provoca mayor permanencia del metal en el organismo?213. Las principales
dianas del plomo son sistemas enzimaticos de tipo “tiol” dependientes de zinc, entre las mas
importantes se encuentran la delta-aminolevulinico dehidrasa y la ferroquelatasa que intervienen en la
sintesis del grupo hemo en la sangre®.

Otros aspectos toxicoldgicos en los que puede estar involucrado es la nefrotoxicidad y el aumento
de la presion arterial, como consecuencia de su capacidad para producir radicales libres, asi como al
disminuir la produccién de 6xido nitrico y la expresion de la enzima guanilato ciclasa33435,

Finalmente, el plomo puede ser excretado por diferentes vias, sin embargo, la principal ruta de
eliminacidn es la orina en 80-90%; y en menor cantidad a través de la bilis, heces, la piel, cabello, sudor,
dientes y leche materna’316. La figura 2 muestra un esquema del porcentaje y vias de absorcién del
metal.
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Fig. 2 Vias de absorcion y excrecion del plomo en el ser humano!* (Tomado de: Ramirez. A, 2005).
2.2 Intoxicacion en adultos: exposicion ambiental y ocupacional
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Las personas se ven expuestas al plomo por condiciones ambientales y/u ocupacionales mediante
la inhalacién de particulas que contienen este metal. Un ejemplo de ello son los depdsitos mineros que a
consecuencia del escurrimiento superficial del drenaje acido y la dispersion de particulas por el viento
son factores de riesgo ambiental y de salud publica®12. La Tabla 1 muestra las diferentes vias de
intoxicacién por plomo en adultos.

Estudios han demostrado un impacto significativo por contaminacién ocupacional y ambiental en
el incremento en niveles de plomo en sangre, asi como la relaciéon que tiene con padecimientos como
insuficiencia renal e hipertensiéon arterial. Adultos que padecen enfermedad renal poseen
concentraciones de plomo en sangre mas altas que la poblacion sana, esto puede atribuirse a la pérdida
completa de la funcién renal para excretarlo. Es importante sefialar que el metal presenta dificultad
para eliminarlo a través de la hemodialisis35-3¢.

En el 2003 se demostraron niveles altos de plomo en sangre y orina en la poblacién venezolana,
producto de emisiones de automoéviles que utilizaban aditivos con plomo3¢. En México en 2005, se
determiné que despachadores de gasolina de ambos sexos en edad promedio de 23 afios, presentaron
valores del metal en sangre superiores a 10 pg/dl. De esta poblacion muestreada el 45% eran mujeres,
quienes pudieran presentar riesgo reproductivo debido a la intoxicacién3°. Un estudio realizado en el
afio 2018 demostré que las profesiones que tenian mayor exposicion al metal pertenecian a
trabajadores que se desempeflaban en la industria metalirgica, soldadores, reparadores o
recuperadores de acumuladores, mecanicos, pintores; predominando el sexo masculino y con valores
de plomo en sangre entre 5 pg/dl - 89 pg/dl sobrepasando los limites de referencia ©.

Tabla 1. Fuentes de intoxicacidon por plomo en adultos!*. (Obtenido de: Ramirez. A, 2005)

Ocupacional

Ambiental

Abusos de sustancias

Otras

Plomeria

Metalurgia de plomo
Mineria de plomo
Soldadores
Construccion civil
Industria ceramica
Manufactura caucho.
Manufactura de vidrio
Reparacion de buques
Cortadores de metal

Casas pintadas con pinturas
de plomo

Agua potable contaminada

Polvos de suelos cercanos a
fundiciones

Puertos o autovias

Grifos de venta de gasolinas

Sustancias ilegales:
marihuana, cocaina, meta-
anfetamina

Licores caseros

Oledores de gasolina

Suplementos vitaminicos

Proyectiles alojados en

cuerpo
Pesca: pesos de plomo

Reparadores de carros

el

Manufactura de plasticos = N plomo

Manufactura de baterias

2.3 Intoxicacion en nifos

Los nifios son mas susceptibles a la intoxicaciéon por plomo ya que poseen una tasa de absorciéon
intestinal mayor, de entre 5 a 10 veces mas que la de un adulto. Ademas, la absorciéon puede ser
incrementada si el intestino se encuentra vacio o si existe una deficiencia de hierro, zinc y calcio. El
exceso del metal puede ser almacenado hasta en un 70% en sus huesos3240

Otro factor importante que considerar en infantes es su alta frecuencia respiratoria, por lo que
tienen la capacidad de respirar mas volumen por kilo de aire contaminado. Plomo posee un efecto
neurotdxico que, si bien afecta a los adultos, este tiene un mayor impacto en el feto y en los nifios, ya
que son mas vulnerables debido a que la barrera hematoencefalica en neonatos se termina de formar
después de los 6 meses de nacimiento y termina su maduracién entre los 10 y 11 afios39. A nivel
periférico, plomo es acumulado en el espacio Endo neuronal de los nervios periféricos, causando
aumento en la presién y dafio axonal; lo que causa fatiga, dolor de cabeza, problemas para dormir,
irritabilidad, convulsiones, mareos, ataxia y afecta la habilidad cognitiva34. Esta bien documentado que
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a niveles bajos (incluso menores a los limites permitidos) los nifios presentan una disminucién en el CI,
anemia, cambios de comportamiento, disminucién de la capacidad de concentracién, aumento de las
conductas antisociales y un menor rendimiento escolar. Se sugiere que los efectos neurolégicos y
conductuales asociados al plomo son irreversibles?7.

Los efectos neurotoxicos alteran la transmisiéon y plasticidad sindptica, la modificacion de
expresion génica, interrupcién directa luego de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) o
competencia con sitios de unién de iones fisiolégicos en las proteinas. Estos mecanismos coinciden con
las nuevas causas descubiertas de trastornos neurolégicos como el trastorno del espectro autista (TEA),
esquizofrenia y la enfermedad de Alzheimer (EA). Asi mismo, se ha demostrado la relaciéon de la
intoxicacion con plomo y la pérdida de memoria. Se ha sugerido que la exposicion al metal modifica la
respuesta de la neurotransmisiéon glutamatérgica, la cual impide una inhibicion reversible de la
corriente del canal de calcio activado por N-metil-D-aspartato (NMDA) mediante el bloqueo del
receptor de N-metilaspartato (NMDAR), evitando la entrada de CaZ* a la neurona postsinaptica
mediante la competencia con zinc por el sitio de unién; llevando el sistema nervioso del feto a un estado
de excitacién glutamatérgica en las neuronas del hipocampo, que estan relacionadas con funciones
cognitivas y neuroconductuales4041:42,

Diversos estudios (ver Tabla 2.) estudian la presencia de plomo en ratas, nifios, adolescentes,
neonatos e incluso en leche materna, destacando que se encuentran por arriba de los valores de
referencia. Esto a consecuencia de la exposicién al metal por la via ocupacional, alimenticia, o
transmitida a través de la madre durante el embarazo. Por otro lado, se estima que el 99% de nifios
afectados por la exposicion al plomo viven en paises bajos y de medianos ingresos*3. Un estudio en
México en el afio 2017 demostr6 que el lugar de residencia es un marcador para niveles elevados de
plomo, ya que se obtuvo una concentraciéon de intoxicacién al nacimiento >5ug/dL en el 14.7% de la
poblacién estudiada; este porcentaje es aun mayor (22.2%) en la poblacién mas marginada del estado
de Morelos, en donde se observd deficiencias nutricionales de micronutrientes, condiciones que
favorecen la asimilaciéon gastrointestinal del plomo y potencian su efecto téxico?3. Actualmente en
México, la NOM-199-SSA1-2000, “Salud ambiental. Niveles de plomo en sangre y acciones como
criterios para proteger la salud de la poblaciéon expuesta no ocupacionalmente” establece que los
niveles minimos de plomo en sangre en niflos, mujeres embarazadas y en periodo de lactancia es de
5pg/dL. En contraste los Centros para el Control y Prevenciéon de Enfermedades (CDC) en Estados
Unidos establece un valor de 3.5ug/dL 44

Tabla 2. Revision bibliografica de estudios con valores significativos por intoxicacion con plomo.

Afoylugar Poblacion = Muestra Objetivo Resultados Ref.
1998-2008 Establecer las concentraciones de Se encontré diferencia [45]
México Nifios Sangre plomo (Pb) en sangre en nifilos de @ significativa de plomo en sangre
edad escolar de 1998y 2008, asi como = (p=0.006) de acuerdo con la toma
su asociacién con factores de riesgo. de agua embotellada (8.20 + 2.16
Se concluye, la disminucién de niveles = pg/dL) a comparacién de los que
de plomo en sangre a lo largo de 10 no la tomaron (9.81 *+ 3.12
afios debido al cambio en diferentes = pg/dL)
factores como el lugar de residencia, = Con relacién al afio, se obtuvieron
la edad, el género, el agua, y las niveles séricos de 9.6 + 3.0 pg/dL
actividades diarias. Asi mismo, este en 1998 y de 4.5+4.8 pg/dL
hallazgo se atribuye gran parte a la = (rango de 3.3 a 53.7) en 2008, lo
eliminacién del plomo en la gasolina. que mostré una disminucién de
2.1 veces en nivel de Pb atribuible
a un mejor control ambiental e
industrial.
2004-2005 Neonatos Sangre Determinar los niveles de plomo en El 75.3% de la poblacién en [42]
Peru de sangre de los recién nacidos (RN) de | estudio presentd valores de 6.0 a
cordén menos de 12 horas de vida, en la = 10 pg/dLy el 20% 10 pg/dL.
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2004-2006
Colombia

2009-2012

México

2010-2012
Peru

2011-2012
Pera

2011-2016
Pera

2012

Nifios

Casa-taller
Nifos

Mujeres
embarazad
as

Neonatos

Nifios

umbilical

Sangre

Examen
fisico de
aprendiz
a-je

Suelo

Leche
materna

Sangre
de
cordén
umbilical

Sangre

Laberinto

ciudad de La Oroya.

Se concluye que 1 de cada 4 recién
nacidos poseen niveles mayores a los
permitidos y se encuentran en riesgo
de sufrir efectos dafiinos a su salud
debido a la exposicién prenatal al
plomo.

Determinar la correlacién que existe
entre el nivel de plomo en sangre de

nifios en edad escolar y sus
habilidades cognitivas  superiores
involucradas en su aprendizaje

académico en la ensefianza primaria
en el municipio Centro Habana.

Se concluye, que existe posible
asociacion entre los niveles de plomo
en sangre y el aprendizaje, la conducta
y la atencién de los educandos. Asi
como dafios producidos en niveles de
plomo en sangre que se

consideraban hasta hace poco tiempo,
COmo seguros.

Determinar si los hijos de alfareros
que han sido expuestos a plomo en
sus casas-talleres presentan un CI
disminuido. Se concluye que la
poblacién en estudio son wuna
poblacién en riesgo y es necesario
desarrollar programas de vigilancia
epidemioldgica para cuidar de la salud
de los alfareros y sus familias.
Determinar la presencia y nivel de
plomo en leche materna de madres de
recién nacidos.

Se observé la presencia de una
cantidad importante de madres,
aparentemente no expuestas, con
leche materna contaminada con
plomo una poblacién.

Determinar el nivel de plomo en
sangre de cordén umbilical de recién
nacidos hijos de mujeres primerizas
residentes de la zona norte de Lima
Pert.

Se concluye una alta frecuencia de
neonatos contaminados con plomo en
hijos de madres  primigestas
residentes de la zona norte de Lima.
Asi mismo, se observa niveles toxicos
de plomo en recién nacidos cuyas
madres tuvieron mayor tiempo de
residencia en estos en ciertas regiones
especificas.

Clasificar los niveles de plomo
sanguineo y conocer los factores
asociados a niveles elevados de plomo
sanguineo en nifios residentes de un
distrito del Callao.

Se concluye que existe un alto indice
de nifios con niveles altos de plomo
sanguineo y los factores asociados
son: sexo masculino, edad,
capacitacion de los padres respecto a
los dafios que ocasiona la exposicion
al plomo, lugar de residencia, habitos
de ingesta de tierra, contaminacion en
juguetes.

Analizar los efectos de la

El 46.2% de la poblacién en
estudio presenté niveles de Pb
mayor a 10 pg/dL, de los cuales el
67.7% presentaron problemas de
aprendizaje.

Concentracién  promedio de
plomo en suelo: 1098.4 ppm; y en
sangre: 26.4 pg/dL en menores
de 8 afios. La pérdida de puntos
de CI estimada fue 7.13 y 8.84

Se determiné que el 37% de las
muestras ~ presentaron  una
concentracién de plomo en un
rango de 5.0-9.9 ng/g.

Se determind que el 30% tenian
valores considerados de riesgo
(>3.0 ug/dL) y el 16% con niveles
toxicos (>5 pg/dL)

Se determinaron valores de
plomo en sangre mayores al valor
de referencia.

-18.1% de los nifios <5 pg/dL

-54 % entre 5y 10 pg/dL

-27.4% =210 pg/dL en nifios
menores de 10 afios

Se observo un impacto

[46]

[21]

[47]

[41]

[43]

[48]
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México Ratas acuatico administracion subaguda del plomo | significativo en la memoria al
Wistar sobre el aprendizaje y memoria de @ exponerlas a concentraciones de
ratas adultas acetato de plomo de 125, 250 y
Los resultados demuestran que el 500 ppm. Ademads, en los dos
plomo no afecta el aprendizaje, pero si | ultimos grupos se evidencié dafio
la memoria en los grupos que fueren | celular en neuronas con respecto
expuestos a una mayor concentracién | al grupo control.
del metal.
2012-2013 Describir los hallazgos = El 93.7% de las muestras de [49]
Colombia Adolescente  Sangre sociodemograficos y clinicos de los sangre se encontraron
casos encontrados en menores de 17 contaminadas con Pb, de las
afios con concentraciones de plomo cuales el 37.5% mostraron
por exposicidn ambiental en Bogota. valores superiores al valor de
referencia.
2016 Evaluar la funcién renal y niveles = Se determind que nifios [50]
Venezuela Nifios y | Orina urinarios de cadmio y plomo en nifios = expuestos al humo de tabaco
adultos expuestos al humo de tabaco @ presentan mayor concentraciéon
ambiental en una comunidad del @ de plomo en orina que los nifios
municipio Naguanagua (Carabobo, que no se vieron expuestos (p
Venezuela). <0,05) entre los indices -2
Se demostr6 una correlaciéon positiva = microglobulina/Creatinina
de los valores absolutos de los @ 2M/Cry Albumina/creatinina
marcadores nefrotdéxicos al haber una = A/Cr en ambos géneros y grupos
exposicion al humo de tabaco; @ etarios.
ademds, se estableci6 que es
importante considerar el grupo etario
durante la interpretacién de los
resultados ya que se la excrecion del
plomo va a variar de acuerdo con la
edad; se ha descrito que los nifios
menores de 2 afios retienen el 34%
del plomo absorbido en comparacién
con un adulto 1%.
2021 Describir la posible exposicion a @ Se detect6 que los niveles de Pb [51]
México Nifios Sangre metales en el sector ladrillero de en sangre de la poblacion
México y sus efectos en salud; asi muestreada en los estados de:
como las intervenciones en diferentes = San Luis Potosi (2.80-16.60
sectores del pais. pg/dL), Querétaro (3.0-8.0

Se concluye que las zonas ladrilleras
presentan altos niveles de
contaminaciéon con metales. Se
requiere de informacién que refleje la
exposicion a mezclas de sustancias
toxicas en trabajadores, familias y
poblacién aledafia a estas zonas.

3. Meétodos de cuantificacion de plomo

pg/dL), Durango (2.0-7.0 pg/dL)
y Zacatecas (5.0-45.0 pg/dL) se
encontraron por encima del valor
de referencia.

Existen diversos métodos analiticos para cuantificar las concentraciones de plomo en sangre,
entre los que destacan, la espectrometria de absorcidn atémica, la voltamperometria de redisolucién
anddica y la espectrometria de masa con fuente de plasma de acoplamiento inductivo; siendo la
primera de importancia debido a su sensibilidad para la cuantificaciéon de metales a niveles de partes
por billén (ppb), con una instrumentacién relativamente sencilla y sin los esfuerzos y pérdidas de
tiempo que conllevan las técnicas de extracciéon previa (ver Tabla 3). Estos métodos difieren
considerablemente en términos de capacidad analitica evaluados como limites de deteccién, precisién y
exactitud; costos de adquisiciéon y mantenimiento, infraestructura requerida en el laboratorio, reactivos
e insumos; asi como de sus requisitos técnicos tales como la preparacién de la muestra, calibracién y
personal capacitado. La elecciéon del método se va a adecuar a las condiciones y los recursos del
laboratorio que lo vaya a emplear. La sensibilidad del método es un factor importante durante la
eleccién del método analitico52.
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Tabla 3. cuadro comparativo de métodos de deteccion de plomo>2 (Tomada de: Guia OMS, 2013).

Método Ventajas Limitaciones
* Requiere solo conocimientos basicos de | ¢ Limite de deteccién relativamente alto (~10
laboratorio pg/dL)
* Prueba rapida * Tiempo necesario para la preconcentracién o
Espectrometria de | » Tamafo reducido de la muestra con la copa de digestion de la muestra si no se utiliza la cubeta

absorcion atémica por
llama

Espectrometria de
absorcion atomica por
horno de grafito

Delves (50-100 pL)
» Bajo precio y bajos costos de funcionamiento
» Relativamente pocas interferencias
» Interfaz robusta

e Limite de deteccién adecuado (<1-2 pg/dL)

« Tamafio reducido de la muestra

* Precio y costos de funcionamiento moderados

¢ Moderada capacidad para analizar multiples
elementos

* Relativamente pocas interferencias (aunque
mas que con la espectrometria de absorcion
atémica por llama)

* Ampliamente utilizada

de Delves

 Se necesitan muestras de gran tamafio para los
métodos de nebulizacién

* No se puede dejar el equipo funcionando sin
supervision

« La prueba lleva mas tiempo

* Requiere experiencia de laboratorio (mas que
con la espectrometria de absorcién atémica por
llama)

* Mayor potencial de interferencia espectral que
con la espectrometria de absorcién atémica por
llama

Voltamperometria de
redisoluciéon anddica
en el laboratorio

Voltamperometria de

redisoluciéon anddica
portatil
Espectrometria de
masa con fuente de
plasma de
acoplamiento
inductivo

 Buen limite de deteccion (2-3 pg/dL)

* Precio y costos de funcionamiento bajos

» Rapidez

» Tamafio reducido de la muestra (~100 pL)
» Equipo relativamente simple

 Portatil; permite la medicién en el lugar de la
consulta

e Facil de usar; no requiere personal de
laboratorio especializado

¢ El precio y los costos de funcionamiento son
muy bajos

« E]l limite de deteccién es razonablemente bueno
para un dispositivo portatil (3,3 pg/dL)

* Es un método rapido

« Limite de deteccion excelente (~0,1 pg/dL)

 Rapidez

» Tamafio reducido de la muestra (50-100 pL)

« Relativamente pocas interferencias espectrales,
bien conocidas

» Permite mediciones isotdpicas

e Método econdmico si se procesan grandes
cantidades de muestras

* Capacidad para investigar mas de un elemento

3.1 Voltamperometria de redisolucién anédica

* Requiere experiencia de laboratorio (similar a la
espectrometria de absorcién atémica por horno
de grafito)

» Requiere pretratamiento de la muestra

» Algunos factores pueden afectar la medicion (por
ejemplo, la presencia de cobre)

» Hay cada vez menos proveedores

Voltamperometria de redisolucién anédica portatil

 No es tan precisa como otros métodos

¢ Permite determinar niveles solo de hasta 65
ug/dL

¢ Los niveles superiores a 8 pg/dL se deben
confirmar mediante un método de laboratorio

* Precio y costos de funcionamiento elevados
» Requiere operadores altamente especializados

Es una potente técnica analitica de amplio espectro, econémica y amigable con el medio ambiente
para la deteccién de metales traza, ya que posee una alta sensibilidad y reproducibilidad. Se basa en la
preconcentracidon del analito, mediante su reduccién en una pelicula delgada sobre el electrodo de

trabajo. Adicionalmente, el potencial se vuelve mas positivo y oxida la especie en la solucién. La

corriente medida durante la oxidacion es proporcional a la cantidad de analito que fue depositadass.

3.1.1

Dispositivo anddico de laboratorio

Esta técnica se utiliza para medir diferentes elementos, pero es cominmente utilizada para la
deteccion de plomo en sangre. Requiere plomo en forma de catién Pb2* acuoso libre y no en complejos,
mide concentraciones entre 1 a 100 pg/dL, pero su reproducibilidad es mayor cuando se utilizan
concentraciones de plomo en sangre mayores a 10 pg/dL52. Los resultados de esta técnica se ven
afectados cuando existe la presencia de algtin otro metal, el uso de reactivos que formen complejos con
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el plomo y alteren su potencial reductor, asi como la presencia de quelantes o las concentraciones de
cobre elevadas ya que estas pueden generar picos falsos o formacién de complejos>2.

3.1.2 Dispositivo portatil

Este dispositivo fue comercializado en 1997 como “LeadCare” y actualmente es utilizado para
medir concentraciones de plomo en sangre sin asistencia médica. El rango de concentraciones en el
cual se trabaja es de 3.3-65ug/dL. Es de facil uso y su tiempo de andlisis es de alrededor de tres
minutos, utilizando 50 pl de sangre capilar. Sin embargo, una de las principales desventajas es el gran
numero de falsos positivos o negativos obtenidos durante el empleo de la técnica 52.

3.2 Espectrometria de masa con fuente de plasma de acoplamiento inductivo

Esta técnica permite la deteccion de la mayoria de los elementos de la tabla periédica que tengan
un potencial de ionizaciéon menor al del argén a concentraciones muy bajas. Se fundamenta en la
atomizacion e ionizacién de los dtomos que se desean analizar. La muestra en su estado liquido es
transportada mediante un nebulizador donde es atomizada y es transformada en aerosol por medio de
la accién del argdén. Posteriormente, el aerosol es conducido a la zona de ionizacién que consiste en un
plasma, el cual puede alcanzar temperaturas de hasta 8000 °K al someter un flujo de argén a la accién
de un campo magnético oscilante inducido por una corriente de alta frecuencia. Finalmente, los iones se
extraen del plasma y se hacen pasar por un espectrometro de masas, en el cual se evalia la abundancia
de la muestra separando sobre la base de su relacién masa/carga335455,

3.3 Espectrometria de absorcién atémica en llama (EEA)

Esta técnica utiliza una mezcla de acetileno y aire u 6xido nitroso para atomizar los metales en un
rango de temperaturas entre 2000-3000°C. El limite de deteccién va a depender del proceso y método
de preparacion de las muestras.52
e  Meétodo de la cubeta de Delves: Permite analizar muestras de 50-100 pl con un limite de deteccién
entre 10-30 pg/dl.

e  Métodos de nebulizacién: Permite analizar muestras de mayor concentracién con un limite de
deteccion de 100 pg/dl.

El analito pasa por una serie de etapas, desde la disolucién inicial hasta llegar a transformarse en
vapor atdmico, las cuales se describen en la tabla 4. Durante el desarrollo de esta técnica se emplea un
nebulizador para generar niebla a partir de la solucién del analito; y por evaporacién del solvente cerca
de la base de la llama, se obtienen pequeiias particulas sélidas las que son fundidas y vaporizadas
disocidandose de sus moléculas constituyentes para producir &tomos en su estado basal. Los atomos
libres pueden ser excitados por la fuente de radiacién. Para esta técnica se emplea ldmparas de
deuterio y EDTA para eliminar interferencias en el medio de disolucién a una longitud de onda de
217nm 56,

Tabla 4. Etapas de procesamiento de la muestra durante la técnica de EEA en llama (Tomado de Guijarro, 2020)7.

ETAPAS ESTADO DE MUESTRA OBSERVACIONES
M+ + A- Disolucion Muestra inicial en disolucion
Nebulizacién | M+ +A- Aerosol La muestra es aspirada como fino aerosol hasta la llama
Desolvacién | MA Solido En la llama se elimina el disolvente y quedan particulas sélidas
Licuefaccion | MA Liquido Al aplicar mds calor se produce licuefaccion de las particulas de la muestra
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Vaporizacién | MA Gas El calor adicional vaporiza la muestra. El elementoO de interés sigue
formando moléculas

Atomizacion | MO + A0 Gas Aplicando mas energia calorifica se produce la disociacion en dtomos
individuales (atomos en estado fundamental). En esta etapa se determina
la cantidad de radiacién absorbida

Excitacién M+ Gas atomos en estado excitado tras la absorcion de energia

lonizacion M+ + e- Gas

3.4 Espectrometria de absorcion atomica de horno de grafito

Este método se fundamenta en la cantidad de luz absorbida o transmitida por los atomos libres a
una longitud de onda especifica para cada elemento que se desee estudiar. La cantidad de luz absorbida
se correlaciona generalmente, pero no exclusivamente, de manera lineal con la concentraciéon del
analitos3. La longitud de onda empleada para la cuantificaciéon de plomo es de 283.3 nm, emitida por
una lampara de catodo hueco. Se presenta una colisiéon de electrones que provoca la emisién de un
espectro caracteristico>’.

Una de las ventajas del empleo de esta técnica es el volumen requerido de la muestra entre 2 a 20
uL es dispensada en el interior del tubo de grafito; la cual es sometida a un programa de incremento de
temperatura, hasta conseguir la atomizacién de la muestra. Normalmente el ciclo de temperaturas se
realiza en cinco etapas: secado, pirolisis, atomizacidn, limpieza y enfriamiento57.

341 Proceso de secado y pirolisis o calcinado

Durante el proceso de secado, el objetivo es secar la muestra por lo que es calentada a una
temperatura inferior a la de ebullicién del solvente, cominmente entre 80 a 120°C con el propdsito de
evaporar el disolvente, evitando salpicadurass657, Mientras que en la etapa de calcinado, la temperatura
es incrementada con el propésito de eliminar la mayor parte de materia organica de la muestra, sin
llegar a una temperatura que produzca pérdidas del analito, la muestra se incinera y cualquier
constituyente se volatiliza. El rango de temperatura empleadas durante este proceso se encuentra entre
450-900°C 5657,

3.4.2 Proceso de atomizacion

Esta fase se caracteriza por generar atomos en su estado fundamental en forma de vapor en la
trayectoria del haz luminoso del instrumento. Se puede realizar mediante una llama, como se mencion6
anteriormente, o una fuente electroquimica como es el caso al emplear el horno de grafito. El propésito
de esta etapa es producir vapor atémico del analito y permitir la absorciéon de energia. La temperatura
de esta etapa esta en funcion del elemento que se esté analizando5657.

Generalmente se emplea un tiempo de rampa de 0 s, y en menos de 1 s la muestra pasa de una
temperatura de 20°C a 1800°C desnaturalizando una gran cantidad de moléculas. Este proceso es
mantenido durante 3 a 5 s y no existe flujo de gas. Durante este periodo el equipo realiza las lecturas,
excitando los dtomos por medio de lamparas y registrando los valores de manera simultanea5’. Cuando
mejor sea la separacion de los elementos contaminantes del analito mejor serd la atomizacion y la
determinacién estara mas libre de interferencias>.

3.4.3 Proceso de limpieza y enfriamiento

En la etapa de limpieza se alcanzan con temperaturas superiores a la temperatura de atomizacion,
en un rango de 1800-2800°C. Esto con la finalidad de eliminar interferencias o efecto de arrastre en las
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siguientes lecturass’. Mientras que en la etapa de enfriamiento se deja el tubo de grafito a temperatura
ambiente y preparado para la siguiente muestrass.

3.5 Modificadores de matriz

El modificador de matriz transforma las propiedades conocidas del metal y permite el uso de
temperaturas mas altas, por lo tanto, hay un flujo térmico mas eficaz, lo cual mejora la separacion de los
materiales asociados durante el procesamiento de la muestra, y reduce las interferencias espectrales y
quimicas (ver Tabla 5)%8 59, El uso de mezclas de modificadores, como la de paladio (Pd) y nitrato de
magnesio (Mg(NOs)2), es recomendado cominmente para las determinaciones en horno de grafito. La
tabla 6 resume los resultados obtenidos durante la evaluacién de seis modificadores de matriz para
realizar la cuantificacion de Pb pelo y ufias: Pd + Mg(NOs)2z, Pd, NH4sH2PO4 y Pd + NH4H2PO4, Mg(NO3) y
NH4H2PO4 + Mg(NOs3). Siendo estos dos ultimos los que proporcionan una mayor estabilidad del
metal®®. Por otra parte, la Norma Oficial Mexicana NOM-199-SSA1-2000 sugiere utilizar como
modificador de matriz una solucién que contenga 0.2 g. de fosfato dibasico de amonio (NH4)2HPO4, 0.5
ml de Tritén X-100 y 0.2 ml de &cido nitrico ultrapuro por cada 100mL de solucidné?.

Tabla 5. Efectos buscados de los modificadores de matriz 5°

Sobre el analito > Estabilizacion térmica de analitos volatiles
> Isoformacion de varias especies del analito
> Incremento de la volatilidad del analito
> Asistencia en la etapa de limpieza
> Especiacion in situ
Sobre la matriz > Incremento de la velocidad del interferente
> Transformacioén de especies menos dafiinas
> Estabilizacién térmica del interferente
> Facilitar el quemado de matrices organicas
> Facilitar el contacto entre muestra y atomizado
Sobre la superficie > Distribucién espacial y temporal del analito
del atomizador > Porosidad y reactividad del grafito
Sobre la fase gaseosa > Modificacién de la composicién de la fase gaseosa de ciertos componentes
activos por la induccién de un gas alterno, oxigenacién previa de la
superficie de grafito, gases generados in situ
Sobre las > Caracteristicas metrolégicas del procedimiento
caracteristicas > Caracteristicas de ejecucién
analiticas
Tabla 6. Comparaciéon de modificadores de matriz para una solucién de plomo6°
Modificador Observaciones
Pd + Mg(NO3): Se considera un modificador universal
+Estabiliza térmicamente al analito y elimina los interferentes idnicos clorados durante la
pirolisis
-Necesita ser estudiados sobre su capacidad de estabilizar al analito y su accién sobre la
absorcion de fondo producida por la materia organica
Pd -No fue adecuado para este estudio ya que no fue capaz de estabilizar al analito a altas
temperaturas
NH4H2PO+ + Tiene la capacidad de mantener la estabilidad del analito hasta una temperatura de 1000°C
durante la etapa de pirolisis
Pd + NH4H2PO,4 -No fue adecuado para este estudio ya que no fue capaz de estabilizar al analito a altas
temperaturas
Mg(NOs) + Presenta mejor capacidad de estabilizar al analito hasta los 1100°C
+ Efecto esperado en la sefal de background
NH4H2PO4 + | + Presenta mejor capacidad de estabilizar al analito hasta los 1100°C
Mg(NO3) + Efecto esperado en la sefal de background
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3.5.1 Interferencias espectrales

Son interferencias que se originan por alguna seiial alterada de la longitud de onda de radiacion
electromagnética seleccionada y su origen puede variar57-°862, Las interferencias espectrales pueden se
clasificados en tres:

I. Traslapamiento de lineas atémicas: Es un suceso dificil, sin embargo, ocurre cuando otra
especie atdmica que no se esta analizando absorbe la radiacién incidente. Este problema se
manifiesta por aumento de la sefial ruido que disminuye el desempefio analitico. El potencial
observado para la emision interferente se incrementa con la longitud de onda>’.

II. Dispersion de particulas: Cuando la solucidon aspirada hacia el quemador tiene un gran
numero de sélidos disueltos, es probable que se tenga este tipo de interferencia, debido a que las
etapas del procesamiento de la muestra al analizarlas no ocurran en forma completa58 63,

III. Traslapamiento de bandas moleculares: De las interferencias existentes, es la mas
importante y se origina de la absorcion de fondo. Existe una atenuacion no especifica de luz en la
longitud de onda del analito, debido a una falsa absorbancia a consecuencia de la existencia de
productos resultantes de la quema de la matriz del analito; y para ello es empleado los
modificadores de matriz57.58.62,

3.5.2 Interferencias no espectrales

Este tipo de interferencias pueden dar origen a lecturas mayores o menores a los valores
esperados; y son el resultado de la complejidad de la matriz, la cual puede dificultar la formacién de
atomos libres del analito. A continuacidn, se mencionan algunas alternativas para corregir estas
interferencias.

I. Uso de método de adicion de estandar: En este método, se adiciona una cantidad conocida
de analito a una alicuota de la muestra. Se determinan los valores de absorbancia de la muestra
adicionada y de la muestra sin adicionar. Se grafican los resultados y se extrapolan para
absorbancia 0. Se determina el contenido de analito en la muestra original. El mayor problema
de este método es que se debe asumir que los componentes de la matriz afectan la formacién de
atomos libres del analito de la misma manera que afectan a los que se encuentran presentes en la
matriz adicionada. Desafortunadamente, esta afirmacion frecuentemente no es valida®’.

II. Superficie del tubo de grafito: La naturaleza de la superficie del tubo de grafito es
susceptible a ciertos tipos de interferencias no espectrales, especialmente a la formacién de
carburos. Algunos elementos tienden a formar carburos no volatiles que interaccionan con la
superficie del tubo de grafito. Para reducir esta tendencia se usan superficies de grafito mas
densas, que se logran mediante revestimiento pirolitico>’.

IIL. Plataforma L’vov: El uso de plataformas permitié alcanzar temperaturas de atomizacion
mas altas, lo que favorece la formacién de atomos libres y mejora la sensibilidad analiticas’.

IV. Maximo poder de atomizacion: Un calentamiento rapido incrementa la temperatura de la
atmosfera del tubo de manera mas rapida, y el analito se volatiliza en una atmdésfera mas
caliente. Lo cual permite tener una mayor energia para atomizar la muestra y, por lo tanto, un
aumento de la cantidad de 4&tomos libres que mejora la sensibilidad de la técnica. Sin embargo, se
debe tener cuidado ya que cuando se usa un maximo de potencia, no se alcanza el equilibrio de la
temperatura entre la atmosfera del tubo y la pared de este>’.

Otro aspecto importante, que es influenciado por el uso del modificador de matriz, es el tiempo de
mantenimiento de la temperatura propuesta para cada una de las etapas de procesamiento. En la tabla
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7 se muestra las diferentes temperaturas y tiempos utilizados dependiendo del tipo de modificador de
matriz.

Tabla 7. Condiciones empleadas de analisis con espectrometro de absorcion atémica de horno de grafito

Tipo de Concentracion Etapa: T (°C) tde tde Modificador de matriz Ref.
muestra (png/mL) rampa mantenimiento
(s) (s)
Residuos de @ 20, 40, 60, 80, 100 S: 140 5 40 Fosfato de amonio (NH,H,PO,) al 10% [58]
arma de P: 8500 5 30
fuego A: 1800 0 3
L: 2200 5 5
E:20 1 10
Orina 20,30 1° Prueba S/E S/E NH,H,PO, al 10%
S: 120 [64]
P: 500
A/L:2300
2° Prueba
S:120
P: 300
A/L: 2000
3° Prueba
S: 120
P: 700
A/L: 2500
Sangre 0.2,0.4,0.8 1° Prueba -Octil-fenoxi-polietoxietanol (Triton X-
S: 110 10 10 100) al 0.1% [65]
P: 800 10 10 -NH4H2PO4
A: 1700 0 3 -Pirrolidinditio-carbamato de amonio
L: 2600 1 3 (APDC)
2° Prueba
S: 200 10 10
P: 850 5 10
A: 1700 0 3
L: 2600 1 3
Sangre 25, 50, 75, 100, S:80,110 20,20 4,1 -Tritén X-100 y NH4H2PO4 [66]
125, 250 P:550 15 30 - APDC
P:900 15 30
A: 1200 4 0
L: 2600 10 30
Sangre 0,5, 10, 20, 30, 40 P: 900 S/E S/E NH,H,PO, al 10% [67]
A: 2000
Muestras 20 ug/L S: 90,150 10 15 Sin modificador de matriz [68]
certificadas P: 700 10 20
de carbon A: 1700 0 5
S: 2100 1 3
Agua 20, 40, 60, 80 ug/L S: 110 10 10 -NH4H2PO4
P: 800 10 10 -Mg(NO03)2*6H20 en 100 mL
A: 1700 0 3
L:2500 1 3 [69]

S: secado; P: pirolisis; A: atomizacién; S: secado; L: limpieza; T: temperatura; Ref.: referencia

4. Importancia de la validacién de un método espectrofotometria de absorcion atémica

La validacion es el proceso que nos permite confirmar que un método analitico es adecuado para
su uso, mediante estudios objetivos de laboratorio, que demuestren que se han cumplido los requisitos
del método para su aplicacidn prevista, y evidencié resultados precisos y exactos*7071, La validacién
deberd realizarse cuando sea un método nuevo (método no normalizado, disefiado/desarrollado por el
laboratorio), un método normalizado usado fuera de su a&mbito de aplicacién, ampliaciones o
modificaciones de métodos normalizados, o cuando se realice la transferencia de tecnologia. Ademas, el
personal debera ser capacitado y evaluado para demostrar que es competente. Por otra parte, es
importante destacar que, durante el cambio de alguna variable critica para el método, se debera
considerar realizar una verificacién o revalidacién del método; mientras que los métodos normalizados
no se validan, solo se verifican (validacién parcial)7273. La Figura 3 muestra un esquema para
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determinar que procedimiento se debe llevar a cabo dependiendo de las modificaciones realizadas al

procedimiento?2.

Definicion del método a Validar:
Cuali o Cuantitativo-Analito-matriz-Concentraciéon-Principio

Tipo de Método

No
éSe trata de un método normalizado?

Normalizado
Modificado

Normalizado No Normalizado:

Nuevo o

No Normalizado
Tradicional :
Desarrollado por el usado por el
laboraterio Laboratorio hace
Tiene una modificacidn ELTE
significati\lsq?
i

Validacion

Validacion Prospectiva Retrospectiva

Verificacién

Establecer Pruebas Experimentales

Establecer Criterios de Aceptabilidad

Comparar resultadgs
versus criterios

Desarrollar Pruebas Experimentales

Evaluar resultados

INFORME DE VALIDACION

REVISION DE INFORME

Fig 3. Esquema para determinar si el método analitico requiere una validacidon, revalidacion o verificacion (Obtenido de:

Guia de validacion Chile, 2010) 63,

4.1 Parametros de evaluacion en la validacion de un método analitico

Las caracteristicas de desempefio analitico a evaluar, durante la validacién de un método,
dependera del objetivo de su uso (ver Tabla 8); asi como del origen del método, como lo indica la Tabla
9. En este apartado se describira cual es objetivo de cada uno de los parametros mencionados en dichas

tablas

Tabla 8. Caracteristicas de desempeiio que deberan ser evaluados de acuerdo con el objetivo de uso del método analitico

Caracteristicas de

(Obtenida de USP 31)75.

Categoria | de

Categoria Il

Categoria lll de

Categoria IV de

desempefio analitico valoracion (Producto | Prueba de limite Prueba de limite valoracién valoracion (prueba
terminado, graneles, cuantitativa cualitativa (caracteristicas de de identificacion)
conservante) (impurezas en (metales desempefio,
. disolucion)
farmacos) pesados, etc.)
Exactitud Si * * NO
Precision si Si NO si NO
Especificidad Si Si Si * si
Limite de deteccion NO NO si 2 NO
Limite de NO Si NO * NO
cuantificacion
Linealidad si Si NO S NO
Intervalo Si Si * * NO

*puede ser requerido dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica
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Tabla 8. Parametros requeridos de acuerdo con el origen del método analitico: nuevo, modificado o normalizado®3.

Pardmetros que Caracteristicas Método cualitativo Método cuantitativo Nuevo
evaluar Normalizado Modificado
Selectividad Identificacién del analito. S NO Si Si
Interferencia de matriz

Linealidad Rango lineal NO Sl Si Si

Sensibilidad Pendiente NO sioNO si si

Limites Criticos (LC). Deteccién (LOD) .

Cuantificacién (LOQ) Sl sioNOo si si

Precision Repetibilidad NO Si si si
Reproducibilidad

Veracidad Sesgo (s) NO Si0NO Si0NO Si
Recuperacion (R)

Robustez Test de Youden y Steiner NO NO Si O NO Si

Aplicabilidad S| Si Si Si

4.1.1 Linealidad

La linealidad es la capacidad de un método de analitico, dentro de un intervalo, de dar una
respuesta proporcional a la cantidad del analito®3. Esta prueba involucra una serie de muestras de
concentracion conocida de las cuales sus valores de las pruebas reportados son comparados con los
valores asignados (tedricos). La linealidad es obtenida al trazar la mejor linea recta que toque la mayor
cantidad de puntos’. En la tabla 9 se muestra una comparacién del parametro de linealidad.

Tabla 9. Comparacién del parametro de linealidad de acuerdo con diversas guias consultadas

Guia

Indicaciones

Parametros

EMA [76]

Se deben preparar soluciones patrén en 5 niveles de
concentracion (se puede hacer con 4 como minimo)
En el caso que desee hacerse con mas de 5 niveles, no
existe restriccion alguna.

-Pendiente deseable es de 1,00

-Ordenada al origen de 0

Comparar la desviacién estandar o el porcentaje (%) de
error para cada dilucion con el error permitido para la
prueba. El sesgo (desviacién) y % de error obtenidos
experimentalmente deben ser menores a los permitidos
por el fabricante o los establecidos en el protocolo de
validacion del método.

Guia practica de

Se establece cada dia con una cierta cantidad de

-Si “r” tiene un valor cercano a uno 1, esto significa que

Chile valores formados por un blanco y los patrones de | existe correlacion con una probabilidad elevada.
[63] trabajos de valor tedrico conocido, que cubran el | -Para una curva de calibracidon o trabajo el coeficiente
intervalo de trabajo. de correlacién obtenido debe ser mayor o igual a 0.999,
Se recomienda abarcar desde valores cercanos al cero | aunque para el caso de trazas se admite un valor igual o
y valores superiores al limite maximo permitido al | mayor que 0.99
valor de interés. El nimero de puntos a analizar
deberd ser establecido por el analista, aunque
generalmente se utiliza un minimo de 4 valores.
OMS Analizar una muestra como blanco y 6 -Coeficiente de correlacién (r) elevado, del 0.99. Sin
[72] concentraciones distintas del analito de interés embargo, este criterio no basta para demostrar que

Colegio nacional
de QFBs de
México

[70]

Preparar por lo menos por triplicado 5 niveles de
concentracion de la solucion de referencia, ya sea por
diluciébn o por pesadas independientes. La
concentraciéon central debe representar el 100% en la
muestra procesada para su medicién

existe una relacién lineal, por lo que cabe considerar
que se puede utilizar un método que no permita
establecer un coeficiente de correlacion tan alto como el
0,99 pero permita cumplir los fines previstos.
r?>0.98
ICp, No debe incluir el cero
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4.1.2 Precision

Este ensayo nos permite conocer el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de
ensayos, indicando el grado de reproducibilidad y repetibilidad donde se involucra el error de mediciéon
que es efecto de dos componentes 7576, La precision depende de la concentraciéon y debe medirse con
concentraciones diferentes dentro del rango aceptado, normalmente en la parte baja, media y alta de
éste’2,

- El error aleatorio: se relaciona con la variacion imprescindible entre lecturas sucesivas, obtenidas de
experimentos bajo condiciones idénticas y pueden deberse a un conjunto de causas que se relaciona
con la precision del procedimiento de medicion. Estos errores difieran en cualquier sentido del valor
medio y afectan la reproducibilidad?s.

- El error sistematico: Se relaciona con la veracidad del procedimiento de medicién al presentarse una
variacion que se produce de igual modo en todas las mediciones que se realizan de una magnitud.
Existen errores positivos y negativos, la suma de todos ellos se conoce como error sistematico total o
sesgo de la medicién y pueden originarse por un defecto del instrumento, por el operador o el proceso
de medicién7s.

4.1.2.1 Repetibilidad

Esta prueba tiene como objetivo demostrar la precision de un método analitico, que expresa la
variacién dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes realizadas
en las mismas condiciones dentro de intervalos cortos de tiempo®. En la tabla 10 se muestra una
comparacion del parametro de repetibilidad.

Tabla 10. Comparacién del parametro de repetibilidad de acuerdo con diversas guias consultadas

Guia Indicaciones Parametros
Los resultados en la corrida intraserial o en la intradia tendran
menor precision que la interserial, por lo tanto, el criterio de
Realizar el examen de un material (muestras de pacientes, | aceptacion es diferente.
muestras control, etc.) de valor conocido o no, analizado | -Precisién intraserial o intradia: La desviacién estandar obtenida
EMA [75] @ por lo menos 20 veces en forma continua, llamado @ debe ser igual o menor a % del error total permitido esto es: DE
intraserial o intracorrida o 20 veces en el transcurso del dia | intraserial o DE intradia < 0,25 ET (error total permitido)
(24 h) llamado intradia. -Para la precision interserial: a desviacion estandar debe ser de %3
o menor del error total, esto es: DE interserial < 0,33 ET (error
total permitido).
Guia Se puede determinar registrando minimo 6 mediciones de | Calcular la Desviacién Estandar (DE) y el porcentaje de coeficiente
practica un analito en un material de referencia bajo las mismas | de variacién (CVr%).
de Chile condiciones (mismo operador, mismo aparato, mismo
[63] laboratorio y en corto intervalo de tiempo). -CV:% obtenido debe ser < (CV1%/2)
Analizar al menos 10 réplicas de una muestra de = Una precisidn aceptable en el nivel inferior de concentracién es del
OMS[71] composicién conocida con una concentraciéon de 1.25 a 2 = 20%.
veces el nivel del limite de deteccién.
Calcular el porcentaje de recobro de cada placebo analitico, al
obtener el cociente de la cantidad recuperada respecto de la
cantidad adicionada expresada en porcentaje.
. Criterios de aceptacién:
Colegio -IC(p) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de
nacional | -Preparar 6 soluciones a la concentracién del analito de | recobro se incluya en el intervalo:
de QFBs referencia bajo las mismas condiciones. - 98-102% método cromatografico
de México | Medir la respuesta analitica bajo las mismas condiciones. - 98-102% método volumétrico
[70] - 97-103% método quimico o espectrofotométrico
- 95-105% método microbioldgico
-CV del porcentaje de recobro:
- No mayor de 2% en método cromatografico
- No mayor de 2% en método volumétrico
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- No mayor de 3% en método quimico o espectrofotométrico
- No mayor de 5% en método microbiolégico

- No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la

- especificacion del analito en la muestra.

4.1.2.2 Reproducibilidad

Es un ensayo que se realiza bajo condiciones donde los resultados de los analisis se obtienen con
el mismo método en item idénticos de andlisis en condiciones diferentes ya sea de laboratorio,
diferentes operadores, usando distintos equipos, entre otros®3.

4.1.2.2.1 Tolerancia

Es la reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el andlisis de la misma muestra
bajo diferentes condiciones normales de operacién bajo la influencia de factores externos del método7+.
La variabilidad puede ser causada por

- Variaciones de dia a dia

- De analista a analista

- De laboratorio a laboratorio

- De instrumento a instrumento

- De columna cromatografica a columna cromatografica

- De estuche de reactivos a estuche de reactivos
Inestabilidad de los reactivos analiticos7s.

4.1.2.3 Precision intermedia

Es la coincidencia en los resultados del mismo laboratorio, pero en dias distintos con analistas y
equipo diferentes (segun corresponda)?s. La FDA recomienda un minimo de 2 dias distintos con
analistas diferentes.

Criterios de aceptacion:

- Realizar la prueba-F, los resultados intra-laboratorios no deben ser estadisticamente distintos.

- Tipicamente, alrededor de 2 veces las o el CV% de la repetibilidad. Sin embargo, una diferencia
estadistica puede no ser significativa (consideracion practica). Necesidad de evaluar la aptitud para la
indicacion de los métodos?>. En la tabla 11 se muestra una comparacion de este parametro.

Tabla 11. Comparacién del parametro de precision intermedia de acuerdo con diversas guias consultadas

Guia Indicaciones Parametros

EMA [76] Utilizar 20 valores obtenidos uno cada dia de la misma | Los resultados en la corrida intraserial o en la intradia tendran
muestra de un paciente o bien obtenidos de una curva de un | menor precision que la interserial, por lo tanto, el criterio de
programa de control de calidad interno de 20 dias diferentes | aceptabilidad debe ser diferentes.

y del mismo lote (interserial o intercorrida). En ambos casos | -Precisién intraserial o intradia: La desviacién estandar obtenida
se debe calcular la media, la desviacién estdndar y el | debe ser igual o menor a % del error total permitido esto es: DE
coeficiente de variacidn expresado en porcentaje. intraserial o DE intradia < 0,25 ET (error total permitido)

-Precisién interserial: La desviacién estandar debe ser de Y3 o
menor del error total, esto es: DE interserial < 0,33 ET (error total
permitido) Una mayor desviacién estandar implica un mayor
coeficiente de variacién y por lo tanto una mayor precision del
método analitico

Guia practicade | -Reproducibilidad intralaboratorio (Ri) (precisiéon dentro de | Calcular la desviacién estandar (SRi)y el porcentaje de coeficiente
chile un laboratorio), se sugiere realizar 3 mediciones de un | de variaciéon (CVRi%).
[63] Material de Referencia (MRC o material control) una vez por
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cada semana o el comportamiento de la curva de calibraciéon
en 3 dias distintos.

-También, se puede determinar registrando a lo menos 10
mediciones en dias distintos, o en un mismo dia cambiando a
lo menos una condicién analitica (ejemplo: operador,
aparato, reactivos y largo intervalo de tiempo) de un analito
en un Material de Referencia.

-Precision Interlaboratorio CVi% < CVi
-Presicién Intralaboratorio CVri% <(2 CVi%/3)

oMS
[72]

Colegio nacional

Analizar al menos 10 réplicas de muestra de composicién
conocida con una concentracion de 1. 25 a 2 veces el nivel
del limite de deteccion

1. Precisién

Una precisién aceptable en el nivel inferior de concentracion es del
20%. Con concentraciones mas altas la precision debe ser mayor

1. Precisién

de QFBs de Establecer los factores ajenos al equipo (diferentes equipos, | Calculary, Sy CV del contenido/potencia/valoracion
México lotes de reactivos) que se presentan al reproducir el método
[70] en otras condiciones de uso. Fijar 2 condiciones de uso y | -CV < 2% métodos cromatograficos y volumétricos

analizar la muestra por triplicado a cada condicidn. Reportar | -CV < 3% para métodos quimicos o espectrofotométricos

el contenido/potencia/valoracién del analito en todas las | -CV < 5% para métodos bioldgicos

muestras. No mayor a una magnitud preestablecida acore a la especificacion
del
analito en la muestra.

2. Precisién intermedia

Analizar por triplicado una muestra homogénea del | 2.Precisién intermedia

producto que tenga un nivel cercano o igual al 100% (para | Reportar el contenido/potencia/valoracién del

contenido/potencia/valoraciéon) o una muestra cuyo | analito de todas las muestras.

contenido este incluido en el intervalo lineal de | Calcular §, S, CV del contenido/potencia/valoracién, utilizando

concentracion de linealidad de método (para impurezas) en | todos los

dos dias diferentes y por dos analistas diferentes. resultados obtenidos.
Criterios de aceptacion:
- CV < 2% para métodos cromatograficos y volumétricos
- CV < 3% para métodos quimicos o espectrofotométricos
- CV < 5% para métodos biolégicos
No mayor a una magnitud preestablecida acore a la especificacion
del analito en la muestra.

4.1.3 Especificidad/selectividad/ sensibilidad

Mide la capacidad del método para identificar/cuantificar los analitos en presencia de otras

sustancias, endégenas o exdgenas comunmente puede incluir impurezas, degradantes, matriz, exigidas

por el método. La especificidad depende de la concentracién y debe determinarse el margen de error de

calibracién en su nivel mas bajo. La validacién debe garantizar el buen funcionamiento del método, y

que éste distingue los efectos de las impurezas, las sustancias que reaccionan entre sf, etc., que podrian

estar presentes en la matriz7276. Las pruebas se realizan agregando impurezas o sometiendo al analito a

condiciones forzadas como: calor, luz, humedad (85%), hidrolisis acida y alcalina, oxidacién e incluso

someterla a condiciones de temperatura y concentracioén’s.

En una regresion lineal la sensibilidad corresponde a la pendiente (m) de la recta de calibracién.

Se calcula como:

m = EX. Y,‘ - (Z Xi ZY,/ n}

=X - ((2X)* /n)

4.1.3.1 Limite de deteccidon y Limite de cuantificacién (LDQ)

El limite de deteccion (LOD) es la menor cantidad de analito que puede detectarse de manera

confiable en una muestra, aunque no necesariamente cuantificarse, bajo las condiciones del

experimento indicadas’>. Concentracion o cantidad real del analito presente en el material objeto de
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analisis que llevara, con una probabilidad (1-8), a la conclusién de que la concentracion o cantidad del
analito es mayor en el material analizado que en el material testigo®s.

La ICH recomienda que cuando hay ruido de fondo, el calculo del LD puede realizarse con un valor con
el cual la relacion entre sefial y ruido (S/R) es 2:1 0 3:177.

Ejemplos de pruebas

- Pruebas de comparacion del color (metales pesados)
- Métodos TLC (impurezas comunes)
Métodos de precipitacién (prueba de plomo en la monografia sobre 6xido de zinc)

Mientras que, el limite de cuantificacion es la menor cantidad de analito en una muestra que puede
determinarse con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones del experimento establecidas??.
Una caracteristica del funcionamiento del método que suele expresarse como sefial del valor
(verdadero) de la medicién que producird estimaciones con una desviaciéon estandar relativa (RSD)
generalmente de 10 % (o 6 %)®%3. En la tabla 12 se muestra una comparacién del parametro de limite de
deteccion y de cuantificacion.

Ejemplos de valoraciones cuantitativas

Métodos de valoracion volumétrica (agua)
Métodos HPLC/GC (pureza cromatografica)
Métodos gravimétricos (pérdida por secado)

Tabla 12. Comparacion del parametro de limite de deteccion y de cuantificaciéon de acuerdo con diversas guias

consultadas
Guia Indicaciones Parametros
Guia Analizar un minimo de 3 testigo reactivos, 3 blancos de | 1. LOD Criterio de aceptacion:
practicade | matriz y 3 muestras o estandares de concentracion conocida | Se deben comparar las lecturas (sefiales de medicién) obtenidas para cada
chile del analito de interés. caso, y observar si existen variaciones entre los testigos reactivos, blancos
[63] 1. LOD Se recomienda para su célculo a lo menos 6 | de matrices y estandares o muestras con analito. Si se encuentran

mediciones de blanco matriz, testigo reactivo o

concentracion estimada cercana al blanco.

2. LOQ Se recomienda para su calculo a lo menos seis
mediciones de blanco matriz, testigo reactivo o
concentracion estimada cercana al blanco

3. LC Se recomienda para su calculo a lo menos seis
mediciones de blanco matriz o testigo reactivo

diferencias significativas deberan ser identificadas y en lo posible
eliminadas.

LOD =2t (1-a;v) x So

Si: t (0.05, 0) — 1,645

LOD = 3,29 x So

LOD = 3,29S0, cuando la incertidumbre del valor medio (esperado) del
material testigo es insignificante, a=f3 = 0,05 y el valor estimado tiene una
distribucién normal con una varianza constante conocida.

-Un criterio de aceptacién adecuado es LC < LOD < LMP. En general
también se sugiere, para un LMP > 0,1 ppm un LOD < 1/10 LMP y para un
LMP < 1/5 LMP.

2. El LOQ se calcula mediante la siguiente formula:

LOQ =10 So

Un criterio de aceptacién adecuado es LC < LOD<< LOQ 0,1 ppm un LOQ <
1/5 LMPy para un LMP < 2/5 LMP.

3. LC

LC=t(1-a;v)xSo Si:t(0.050)— 1,645 LC =1,645x So

Donde:

t = t-Student

1-o= probabilidad

b v= Grados de libertad

So = Desviacién estandar de las lecturas del blanco matriz o testigo
reactivo.
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Un resultado inferior al LC que determine la decisién “no detectado” no
debera interpretarse como demostraciéon de que el analito est4 ausente. No
se recomienda notificar tal resultado como “cero” o como < LOD. Debera
hacerse constar en todos los casos el valor estimado y su incertidumbre.

Colegio Se establecen diferentes indicaciones para su determinacion
nacional dependiendo las condiciones. 1. LD con base en la sefial de ruido
de QFBs de El valor estimado LD debe ser verificado utilizando el procedimiento de la
s 1. LD con base en la sefial de ruido sefial de ruido.
México - . o - .
Se aplica en métodos que utilizan instrumentos para medir
[70] la respuesta analitica y presentan una sefial de ruido basal.
Determinar la respuesta de blancos (reactivos. Placebos | 2. LD con base en curva de calibracién y desviacién estandar de los
analiticos, etc) y la respuesta de muestras analiticas | blancos:
(analitos, placebos adicionados, etc.) en un intervalo del | Medir las respuestas analiticas. Para la curva de calibracion, sin incluir los
analito que incluya la especificacion de la prueba de | blancos, calcular by, r2 e IC(f1). Para los blancos, calcular Sb de los blancos.
impureza limite. Determinar la cantidad del analito que | Calcular el limite de deteccion:
genere una respuesta con respecto al blanco en una | LD=(3.3x5s) /b:
proporcién de 3 a 1, lo que corresponde a la concentraciéon | El valor estimado LD debe ser verificado utilizando el procedimiento de la
asociada al limite de deteccién. sefial de ruido
1. LD con base en curva de calibracién y desviacién | Criterio de aceptacion:
estandar de los blancos: -1220.98
Se aplica tanto a métodos instrumentales como no | -IC(Bi), no debe incluir el cero.
instrumentales. Preparar 3 concentraciones de la sustancia | -El LD debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite.
de interés (analito, placebos, etc.) a valores menores o que | Cualquier otro criterio de aceptacién debera ser justificado.
incluya la especificacién de la prueba de impurezas limite, ya
sea por dilucion o pesada independiente del analito.
Simultaneamente preparar 5 blancos.
Se establecen diferentes indicaciones para su determinacién 3. LC Sefial de ruido
dependiendo las condiciones. El LC debe ser menor a la especificacién del contenido/ valoracién de la
1. LC Sefial de ruido prL{eba
Se aplica en métodos que utilizan instrumentos para medir | de impurezas.
la respuesta analitica y presentan una sefial de ruido basal.
Determinar la sefial de blancos (reactivos. Placebos | 4. LC con base en la curva de calibracién y la desviacién estandar de los
analiticos, etc.) y la sefial de muestras analiticas (analitos, | plancos
placn_abos _adici_onados, etc.) a_concentraciones cp_noc_ic}as del b1, 12 e IC(B1).
anahto: inferiores o _gue incluya la espec1f1¢_:ac1on del | paralos blancos, calcular Sb de los blancos.
contem_do / valo_ra(:lon de l.a prueba i de impurezas. | cajcylar el limite de cuantificacion:
Determinar la cantidad del analito cuya sefial sea similar o | ;p)_ (10x Sb) /b1
mayor al blanco en una proporcion de 10 a 1, lo que | gyajyar]a exactitud y Repetibilidad del valor estimado del limite de
corresp{onde a la conc?ntracmn. asociada al llmlt(? 'de cuantificacion.
detecc1or.1. Ver.lflcar que dicha Cantlda.d correspon.dz.i 'al limite | _rriterio de aceptacion:
de cuant.lﬁcacmn, evaluando la exactitud y repetibilidad del | 5 y9g
valor estimado. . ., L IC(B1), no debe incluir el cero.
2. LC con base en la curva de calibracion y desviacion | gy debe ser menor a la especificacion del contenido/ valoraciéon de la
estdndar de los blancos. prueba
_Se aplica tanto a métodos instrumentales oMo N0 | 4o impurezas.
mst.rumentales. .Preparar 3 concentraciones de la sustancia Cualquier otro criterio de aceptacion debera ser justificado.
de interés (analito, placebos, etc.) a valores menores o que
incluya la especificacién de contenido/ valoracién de la
prueba de impurezas, ya sea por dilucion o pesada
independiente del analito. Simultineamente, preparar 5
blancos
4.1.4 Veracidad o Exactitud

Es la proximidad entre el resultado obtenido y el valor real (valor de la media aritmética y el valor

consultadas.

aceptado o de referencia). La exactitud debe establecerse en todo el intervalo especificado para el
método analitico. Se relaciona con la presencia de errores de tipo sistematico, también llamado “sesgo”
o “desviacion”; que puede expresarse como un valor absoluto o relativo al valor verdadero7+76,

Calculado como el porcentaje de analito recuperado o por la diferencia entre el valor obtenido y el valor
real’s. En la tabla 13 se presenta una comparacién del parametro de exactitud de acuerdo con las guias
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Maneras de determinar la exactitud

Prueba de un Estandar de Referencia

Mezcla con excipientes (placebo con una cantidad agregada conocida)
Agregado de estandar (muestra con cantidad agregada conocida)

Se deduce a partir de los datos de especificidad y linealidad.

Comparaciéon con un método reconocido como exacto (método de referencia)

Tabla 13. Comparacion del parametro de exactitud de acuerdo con diversas guias consultadas

Guia Indicaciones Parametros
EMA [76] Se puede utilizar material de referencia certificado, un
material de referencia (MR) o un calibrador de valor o L, Valor obtenido
. . % recuperacion = ( - ) 00)
conocido. El material se somete a examen 10 veces y se Valor de referencia
estima la concentracién media del analito y con el valor | El porcentaje de recuperacion tiene que ser igual o lo mas cercano a 100.
obtenido se puede determinar el porcentaje de | Valores menores indican menor cantidad recuperada del analito
recuperacion cuantificado y a mayor porcentaje mayor cantidad del analito recuperado.
El criterio de aceptacién es que el valor sea menor o igual al reportado por
el fabricante del instrumento
Guia 1. Sesgo (S 1. Una diferencia sistemdtica importante en relacién con el valor de
practicade | Para determinar el sesgo puede utilizarse material de | referencia aceptado se refleja en un mayor valor del sesgo, cuanto mas
chile referencia, material fortificado, material control, material | pequefio es el sesgo, mayor veracidad indica el método.
[63] ensayo de aptitud: Para este fin, se debe medir un analito de S=X-X,
concentraciéon conocido y se determina la diferencia en
valor absoluto entre el valor conocido y la media del valor | Donde:
obtenido S= sesgo
X = lectura obtenida o valor promedio de las lecturas obtenidas.
Xa = valor asignado, valor certificado del material de referencia o valor
esperado.
Para evaluar el sesgo, se debe realizar la prueba t, en la cual el tobs < t crit:
Usualmente se trabaja con un valor de 0,05
2. Recuperacién
. R = (Ce - CO)
2.Recuperacién (R) C,
Se recomienda realizar a lo menos 6 mediciones de cada %R = [R]x 100
uno en lo posible en tres niveles. Se debe considerar al | Siendo:
elegir estos niveles el rango de la curva de calibracion del | R=Recuperacién
método, el LOD y el LMP establecido. De manera que los = Ce = es la concentracién de analito de la muestra enriquecida.
niveles seleccionados permitan entregar la mejor = CO = esla concentracion de analito medida en la muestra sin adicionar.
informacién posible respecto a la capacidad de & Ca=eslaconcentracién de analito adicionado a la muestra enriquecida.
recuperacion del método, en cuanto a estos valores criticos -Del porcentaje de recuperacién 98-102%
Realizar prueba de t el porcentaje de seguridad deseado ( 1-a) para un
error a de 0,05, es decir con un 95% de confianza.
Colegio A) Conociendo los componentes de la muestra se preparard | Calcular el porcentaje de recobro de cada placebo analitico, al obtener el
nacional el placebo analitico. cociente de la cantidad recuperada respecto de la cantidad adicionada
de QFBsde | A la cantidad de placebo analito equivalente a una muestra | €xpresada
México analitica por sextuplicado, se adicionara la cantidad de en porcer}ta]e. .
. . Calcular y, S, CV e IC(p) del porcentaje de recobro.
[70] analito correspondiente al 100% de este en la muestra.

Seleccionar dos niveles superior e inferior de la cantidad
por sextuplicado, se adicionara la cantidad de analito
correspondiente al 100% de este en la muestra. El mismo
analista analizara los placebos adicionados utilizando de
referencia la sustancia empleada en la adicién al placebo
analitico en las mismas condiciones. Determinar la cantidad
recuperada del analito.

B) Si no se conocen los componentes de la muestra, con el
método se determina el contenido del analito

Se preparan 6 muestras adicionadas del analito hasta

Criterios de aceptacion:

IC(p) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de
recobro se incluya en el intervalo:

- 98-102% método cromatografico

- 98-102% método volumétrico

- 97-103% método quimico o espectrofotométrico

- 95-105% método microbiolégico

CV del porcentaje de recobro:

- No mayor de 2% en método cromatografico

- No mayor de 2% en método volumétrico
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completar el 100% de éste en la muestra. Las muestras
adicionadas se analizan usando como referencia la
sustancia empleada en la adicién de la muestra.
Determinar la cantidad recuperada del analito.
La adici6én del analito debe ser en las primeras etapas del

- No mayor de 3% en método quimico o espectrofotométrico

- No mayor de 5% en método microbiolégico

- No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificaciéon
del analito en la muestra.

La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperaciéon obtenido a
partir de la valoracién de una cantidad agregada conocida de

analito en la muestra, o como la diferencia entre la media y el valor
aceptado como verdadero junto con los intervalos de confianza

La robustez de un método analitico es una medida de su capacidad de no verse afectado por

factores internos del método; variaciones pequefias, pero deliberadas, en los parametros del método

(Analistas, equipos, reactivos, pH, temperatura, tiempo de reaccion, estabilidad de la muestra, etc.) y

proporciona una indicacién de su confiabilidad. Un método de ensayo es mas robusto entre menos se

vean afectados sus resultados frente a una modificacion de las condiciones analiticas 747576,

Tabla 14. Comparacion del parametro de robustez de acuerdo con diversas guias consultadas

método.

FEUM La exactitud debe evaluarse empleando un minimo de

[76] nueve determinaciones sobre un minimo de tres niveles de
concentraciéon que cubran el intervalo especificado (como
por ej., tres concentraciones/ tres repeticiones completas
del método).

4.1.5 Robustez
Guia Indicaciones

Parametros

Guia practica de
chile
[63]

Se deben identificar aquellos factores del método que
posiblemente afectarian los resultados finales obtenidos a
través de este. (pH, temperatura, composicién etc.) Los
factores para estudiar no deben ser necesariamente siete;
puede considerarse un niimero menor de variables. Esto no
afectara el balance del disefio del experimento, pero es
importante considerar que siempre se den llevar a cabo las
ocho pruebas de ensayo indicado.

Se aplica la prueba de Youden y Steiner

Guia de Espaiia
[73]

Identificar las variables que podrian tener un efecto
significativo en el desempefio del método. Establecer
experimentos (analizando MR o muestras de ensayo) para
supervisar el efecto en los resultados de la medida
cambiando de forma sistematica las variables. Evaluado
mas efectivamente utilizando disefios de experimentos. Por
ejemplo: 7 parametros se pueden estudiar en 8
experimentos utilizando un disefio de experimentos
Plackett Burma

Determinar el efecto de cada cambio de condicién en los resultados
de la medida. Clasificar las variables segin el mayor efecto sobre el
desempefio del método. Realizar pruebas de significacién para
determinar si los efectos observados son estadisticamente
significativos.

Colegio nacional
de QFBs de
México
[70]

FEUM
[74]

Metodologia.

Establecer los factores instrumentales (temperatura,
presién de la columna) y/o no instrumentales (pH de fases)
relacionados al método y sean criticos. En condiciones
normales y distintas de operacién, analizar la muestra por
triplicado.

La robustez de un método analitico se determina mediante
el andlisis de alicuotas a partir de lotes homogéneos
empleando condiciones operativas y ambientales diferentes
pero que estan dentro de los parametros especificados en la
valoraciéon

Reportar el contenido/potencia/valoracion del analito en

la muestra de condiciones normal y distintas, expresadas como %.
Calcular $0, §1, di.

Criterios de aceptacion:

- di < 2% métodos cromatograficos y volumétricos

- di < 3% para métodos quimicos o espectrofotométricos

- di < 5% para métodos bioldgicos

No mayor a una magnitud preestablecida acore a la especificacién
del

analito en la muestra.

El grado de reproducibilidad de los resultados del ensayo es luego
determinado como una funcién de las variables de la valoracidn. Esta
reproducibilidad puede compararse con la precision de la valoracién
bajo condiciones normales para obtener de una medida de la
robustez del método analitico
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5. Conclusion

El plomo ha demostrado ser un metal altamente toxico que afecta a gran parte de la poblacién que
ha sido intoxicada por él, siendo un metal que ocasiona dafios incluso a niveles que son considerados
minimos y dentro de un rango aceptable. Es importante destacar que su deteccién temprana es valiosa
pues los nifios son los mas afectados e inclusive las mujeres gestantes pueden llegar a transmitirlo al
feto, causando un impacto en su desarrollo futuro.

La presencia de este metal en la vida diaria estd muy presente y podemos considerarlo como un
enemigo silencioso que incluso sus sintomas han sido normalizados o aunados a otras causas pues no
es comun la determinacién de este metal en estudios de rutina. La concientizacién hacia empresas y
personal que manipula dicho metal, asi como la utilizacién de objetos que son contaminados mediante
procesos de fabricacién pueden ser un factor para una disminucién de la intoxicacién, asi como
prevenir el riesgo de las distintas enfermedades que provoca.

Por otro lado, el tener métodos confiables y reproducibles, para el andlisis de este metal pesado es
primordial para la correlacion de sus efectos adversos hacia la poblaciéon, por lo que conocer y aplicar
cada uno de los parametros de desempefio necesarios para una validacion, beneficia para una correcta
aplicaciéon de la norma, asi como para realizar estudios en diferentes muestras bioldgicas de la
poblacion.
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9. ANEXO 2: Protocolo de validacion

Protocolo de validacidn del sistema para el método de cuantificacion de plomo por
espectrofotometria de absorcidn atémica

—

Emision: Revisidn: Aprobacién: Versién: 00 JJ

Resumen

El método para la cuantificacion de plomo es un método no farmacopeico, por lo que se requiere
optimizar el método y realizar su validacion. Se consideran los siguientes pardmetros para la validaciéon
del sistema por el método de cuantificacion de plomo: linealidad (sistema), precisién (sistema, y
precision intermedia), exactitud, especificidad y robustez; considerando los requerimientos vigentes de
la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), la Guia de Validacién de métodos analiticos
del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México, Farmacopea de los Estados
Unidos de América (USP), la Conferencia internacional sobre armonizacién Q2-R1 (ICH), Reglamento
Técnico de Centroamérica (RTCA) 11.03.39:06 y de la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
Resolucién —RE N° 899, de mayo 29, 2003.

La validacién exitosa del método se demostrard mediante el cumplimiento de los criterios de
aceptacion establecidos, por lo que los resultados deben ser reproducibles y confiables para la
cuantificacion de plomo.

Objetivo

Demostrar que el método de cuantificaciéon de plomo en muestras bildgicas por espectrofotometria de
absorcién atémica es adecuado y confiable bajo condiciones especificas, a través de evidencia
documentada generada de la evaluacion de datos experimentales.

Alcance
Para fines de este protocolo solo considerara la validacidon del método para la cuantificaciéon de Pb en
muestras bildgicas. Considerando como muestras bilégicas: plasma

La validacion del método para la cuantificacién de plomo contenido en una forma farmacéutica sera
completada con un tercer protocolo de validacion.

Responsabilidades

* Es responsabilidad del jefe del laboratorio proveer insumos, supervisar que el presente protocolo sea
cumplido, asi como revisar y autorizar el reporte de validacion.

* Es responsabilidades de los asesores revisar y autorizar el presente protocolo, asi como el reporte de
validacion.

* Es responsabilidad del analista ejecutar las pruebas de validacidén y realizar la evaluacién de los
resultados cumpliendo lo descrito en este protocolo. Debera generar el reporte de validacion.

Elaboro Revisé Autorizo
Alma Delia Moreno Vazquez Dr. Luis Camilo Rios Castafeda
. . . Jefe de Laboratori
Analista lefe de laboratorio de farmacia ete de Laboratorio

Neuroguimica
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IDENTIFICACION DEL METODO DE ENSAYO VALIDADO

Nombre completo del método: Protocolo de validacidn del sistema para el método de cuantificacién de plomo por
espectrofotometria de absorcion atémica

Tipo de método: Cualitativo O Cuantitativo )
Normalizado O) Normalizado modificado Q) No normalizado ()  Nuevo O

Analito: Responsable de validacién:
Unidades: Firma:
Matriz (o matrices): Fecha:

Identificacion de materiales, insumos o equipos empleados

Equipos:

Soluciones estdndares y/o patrones involucrados:

Materiales de referencia:

Materiales de referencia certificados:

1.
1.1.
1.2,
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.
1.7.

1.8.

1.9.

1.10.

Definiciones

NA. No aplica

r: Coeficiente de correlacion

r2: Coeficiente de determinacion

Valor P: Medida de significancia estadistica

Linealidad: capacidad (dentro de un rango dado) para obtener pruebas resultados que son directamente
proporcionales a la concentracidn (cantidad) de analito en la muestra.

Exactitud: expresa la cercania del acuerdo entre el valor que se acepta como un valor de referencia aceptado y el
valor encontrado

Precision: expresa la cercania del grado de dispersion entre una serie de mediciones obtenidas a partir de muestreos
multiples de una muestra homogénea en las condiciones prescritas.

Precisién intermedia: expresa variaciones dentro de los laboratorios: diferentes dias, diferentes analistas, diferentes
equipos, etc.

Matriz bioldgica, al material de origen bioldgico en el cual se encuentra la sustancia de interés

Precisidn, al grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea del producto, se evalia como repetibilidad y
reproducibilidad

2. Pardmetros de validacion

Pruebas realizadas:
Selectividad O Linealidad O Exactitud/veracidad (O Sensibilidad O

Otros:

Presion O Limites O
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3. Resultados de las pruebas experimentales realizadas

3.1 Linealidad del sistema

Descripcion:
A) Solucién patrén de Pb 1000 ppm Tomar una alicuota de 100uL del estandar de Pb y aforar con acido nitrico al 5% en un
matraz de 10mL
B) Solucién intermedia de Pb 10 ppm Tomar una alicuota de 100uL de la solucién patrén de Pb 1000ppm vy aforar con
acido nitrico al 5% en un matraz de 10mL
C) Modificador de matriz
En un matraz de 100mL agregar 0.2g de NH4H904, 0.5mL de Triton X-100 y 0.2 mL de HNO3 al 65%

Tipo de calibracion:

Calibracion Externa O Calibracién Externa con estandar interno (SI) O
Calibracién con matriz O Calibracién con matriz y estandar interno (SI) O

3.1.1 Linealidad del método. Efecto de la matriz bioldgica

Descripcion:
Este procedimiento fue realizard siguiendo lo establecido NOM-177-SSA1-2013 numeral 9 “Criterios y requisitos para el
analisis de muestras bioldgicas de un estudio de biodisponibilidad o bioequivalencia”. Para realizar la validacion del
método utilizado para la cuantificacion de plomo en muestras bioldgicas, se empleara el método de adicion de estandary
se selecciond como peor caso de matriz bioldgica plasma, debido que esta no se sometié a un proceso de digestion a
diferencia de las muestras de cerebro e higado que son sometidas a una digestidn acida.
Se empled como disolvente plasma humano.
-Prepara la solucién stock de Pb como se indica en el inciso A) del punto 3.1
-Realizar la curva de calibracion por triplicado como indica el inciso B) del punto 3.1 Agregando un punto mas de
calibracidon, equivalente 200% del contenido de plomo (80 ppb; alicuota de soluciéon stock 800 uL) y sustituyendo la
solucion de HNO3 0.2% utilizada como disolvente por plasma humano.
-Blanco

Se empleard como blanco plasma, al cual no se le haya adicionado solucién estandar. Leer por triplicado. Para estimar el % de
recobro de las muestras debera restar la cantidad de plomo obtenida en el blanco.

Tipo de calibracion:
Calibracién Externa O Calibracién Externa con estandar interno (SI) O
Calibracion con matriz O Calibracién con matriz y estdndar interno (SI) O
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Procedimiento:
Evaluar la preparacion de 5 concentraciones conocidas (50, 100, 150, 300, 450) ppb por triplicado para realizar una curva
de calibracidn. Transferir alicuotas de la solucion stock de plomo (10ppm), mezclar y llevar a volumen con una solucion de
acido nitrico al 20% como se indica en las tablas 2 y 3. Analizar a una longitud de onda de 283.3 nm y programar la
siguiente rampa de temperatura en el equipo de absorcién atomica.
Rampa de temperatura para EEA
emberatura embo de embo de
Dd d e e O

100 15 30

700 10 20
1800 0 5
2100 1 3

Tabla 1. Concentraciones stock

Concentracion de plomo alicuota de solucidn stock Volumen total (mL) Numero de replicas
(ppb) de plomo (pL)
50 50 3
100 100 5 3
150 150 3
300 300 3
450 450 3

Tabla 2. Soluciones de trabajo para analizar en el espectrometro de absorcion.
Solucion Modificador Sangre Agua So.Trab. Sol. Trab Sol.Trab  Sol. Trab  Sol. Trab

de matriz (uL) 50 100 150 300 450
Blanco 800 100 100
5 800 100 100
10 800 100 100
15 800 100 100
30 800 100 100
45 800 100 100

Resultados y criterios

Reportar el valor de la pendiente, intercepto, r, r2 y representar graficamente la relacién de la respuesta obtenida frente a
la concentracién real en ppb, para cada linealidad por separado.
Los datos de concentracion recuperada de la curva de calibracién deben estar dentro del 15% de la concentracién nominal
en cada nivel de concentracion, excepto para el limite inferior de cuantificacién, ya que puede ser menor o igual que el
20%. Al menos el 75% de las concentraciones de la curva de calibracién con un minimo de 6 puntos deben cumplir con
este criterio.

Del total de las curvas evaluadas, al menos el 50% de cada nivel de concentraciéon debe cumplir con el criterio del 15% de
la concentracion nominal y 20% para el limite inferior de cuantificacién.

Resultado Criterio
r2 r>0.99.
IC (gy Debe incluir la unidad
IC (go) Debe incluir el 0
CVy/x % recobro - No mayor de 2% en método es cromatografico
- No mayor de 2% en método volumétrico
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- No mayor de 3% en método quimico o espectrofotométrico
- No mayor de 5% en método microbiol6gico
- No mayor a una magnitud preestablecida acore a la
especificacion
del analito en la muestra.

IC (1) del % de recobro Debe incluir el 100% o el promedio aritmético del % recobro se incluya
en el intervalo

- 98-102% método cromatografico

- 98-102% método volumétrico

- 97-103% método quimico o espectrofotométrico

- 95-105% método microbioldgico

CV del % de recobro - No mayor de 2% en método cromatografico
- No mayor de 2% en método volumétrico
- No mayor de 3% en método quimico o espectrofotométrico
- No mayor de 5% en método microbiol6gico
- No mayor a una magnitud preestablecida acore a la
especificacion
del analito en la muestra.

Cumplimiento: Cumple O No cumple O

3.2 Sensibilidad

Procedimiento: Realizar la curva de calibracion establecida en la linealidad del método 3.1.1

Resultados:
Se considera que, a mayor pendiente, mayor sensibilidad y que mientras mas pequefio sea el

coeficiente de variacidon de la pendiente mayor sera la linealidad.
Valor obtenido Criterio de aceptacion
Pendiente (m) coeficientes de variacion de la pendiente
mayores que el 5.0 % indican falta de
linealidad
Concentracion caracteristica
Cumplimiento: Cumple O No cumple O

3.3 Selectividad, Limites

Procedimiento: Realizar 10 ensayos de medicién de una matriz de muestra en un nivel de concentracién cercano al LOD
esperado. De acuerdo con la siguiente tabla.

Alicuota de solucion Volumen Numero de replicas Concentracion aproximada de
stock de plomo (pL) total (mL) plomo (ppb)
plasma
LC 50 5 3 5
Testigo reactivo 50 3 5
Blanco matriz 50 3 5

Resultados: determinar la desviacion estandar de las concentraciones obtenidas (So), calcular el valor de LOD como LOD= 3,29
X So.

Valor obtenido Criterio de aceptacion
Limite critico (LC)
Limite de deteccién (LOD)
Limite de cuantificacion (LOQ)
Cumplimiento: Cumple O No cumple O
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3.4 Exactitud/veracidad

Procedimiento: Determinar este parametro con los resultados obtenidos de la linealidad 1.1, calcular el
porcentaje de recobro siguiendo para cada uno de los niveles con la siguiente formula:
mg de plomo recuperados
x100

%Recobro =
voRecobro mg de plomo adicionados

Resultados:
El porcentaje individual debera estar entre 95% a 105 % del rango de la cantidad adicionada
El porcentaje general debera encontrarse ente el 97% a 103 % de la cantidad adicionada.
El %RSD no debe ser mayor a 5.0% para plomo.

Valor obtenido Criterio de aceptacion

Recobro % 95% a 105 % del rango de la cantidad

adicionada

Recobro general % el 97% a 103 % de la cantidad adicionada

% RSD no debe ser mayor a 5.0% para plomo

t-Student (t) P=0.05

Interferencias conocidas Correcciones a interferencias:

Cumplimiento: Cumple O No cumple O

3.5 Reproducibilidad

Nivel/concentraciones R %R Criterios de

(unidades ppb) aceptacion

tobs

5 98-102% métodos

12 cromatograficos

25

35

Cumplimiento: Cumple O No cumple O

3.6. Precision
3.6.1. Precision en condiciones de repetibilidad

Procedimiento: Preparar como puntos controles limite inferior de cuantificacion (LC: 5ppb),
muestra control bajo (MCB: 12 ppb), muestra control medio (MCM:25 ppb) y muestra control alta
(MCA: 35 ppb) como a continuacidon se describe:

Alicuota de solucion Volumen Numero de Concentracion aproximada
stock de plomo (pL) total (mL) replicas de plomo (ppb)
plasma
LC 50 5 3 5
MCB 120 3 12
MCM 250 3 25
MCA 350 3 35

Resultados: Calcular la concentracion recuperada interpolando la respuesta analitica en la curva de calibracion 1.1

Nivel/concentracion (unidades ppb) SD, %CV Criterios de aceptacion
5 No mayor a 20%
12 No mayor al 15%
25 No mayor al 15%
35 No mayor al 15%
Cumplimiento: Cumple O No cumple O
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3.6.1. Precision en condiciones de reproducibilidad

Procedimiento: Analizar por quintuplicado las muestras control (LIC, MCB, MCM y MCA) en tres corridas analiticas
diferentes y en al menos 2 dias.
Alicuota de solucion Volumen Numero de Concentracion aproximada
stock de plomo (pL) total (mL) replicas de plomo (ppb)
plasma
LC 50 5 3 5
MCB 120 3 12
MCM 250 3 25
MCA 350 3 35
Resultados: Calcular la concentracion recuperada interpolando la respuesta analitica en la curva de calibracion 1.1
Nivel/concentracién (unidades) SD, %CV Criterios de aceptacion
5 No mayor a 20%
12 No mayor al 15%
25 No mayor al 20%
35 No mayor al 20%
Valor obtenido (unidades) Criterios de aceptacion
Precision del método %SDR
Cumplimiento: Cumple O No cumple O
3.7 Estabilidad
Descripcion:
Procedimiento:
Resultados:
Valor obtenido Criterio de aceptacion
Cumplimiento: Cumple O No cumple O
4. Control de cambios
Numero de cambio Realizo Descripcion del cambio
12 Edicion Alma Delia Moreno Vazquez Emisidn original
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