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Introduccién

Los metales pesados, como cadmio, se distribuyen en suelo, aire y agua (1-4). Anteriormente
estos se encontraban en concentraciones que no perjudicaban las diferentes formas de vida,
sin embargo, hoy en dia dichas concentraciones han aumentado considerablemente debido
a fuentes antropogénicas principalmente (4,7-9).

Este incremento en las concentraciones de cadmio en el ambiente ocasiona que el ser
humano se encuentre mas expuesto a absorber dicho metal, ya sea por ingestiéon o inhalacion,
lo que puede tener efectos nocivos a la salud, tales como enfermedades respiratorias, efectos
negativos en los rifones, el tejido 6seo, el sistema nervioso y también es considerado un
agente carcinégeno (10-13).

Actualmente en México, la presencia de cadmio tanto en el ambiente como en el organismo
no se encuentra bien regulada, sin embargo, al estar mas expuestos al metal y a los problemas
de salud del mismo, es necesario realizar la deteccién y cuantificacion de cadmio mediante
los diferentes métodos para monitorear su presencia. Dentro de los métodos mas
comunmente usadas se encuentran la espectroscopia de emision atémica, la espectroscopia
de emisidn Optica con plasma acoplado inductivamente, voltamperometria de redisolucion
anddica, fluorescencia de rayos X y la espectrofotometria de absorcién atémica (14-17)

Una vez desarrollado el método de cuantificacién no es posible emplearlo inmediatamente
para la determinacion de cadmio, previamente se debe realizar una evaluacion al mismo
mediante estudios de laboratorio, para asegurarse de que produce resultados coherentes con
el objetivo previsto y que sean fiables, es decir, el método debe ser validado (18-22).

Debido a lo anterior, en esta investigacion se realiz6 una revision bibliografica sobre el
desarrollo y validacion de los diferentes métodos analiticos para la cuantificacién de cadmio,
enfatizando en la técnica por espectrofotometria de absorcion atomica debido a su alta
sensibilidad que permite analizar cantidades traza de muestra. Asi mismo se realizd una
propuesta de protocolo de validacion para aplicar los conceptos aprendidos durante la
revision.

Objetivos
General:

e FElaborar una revision bibliografica mediante bases de datos sobre el desarrollo y
validacién de los diferentes métodos analiticos para la cuantificacion de cadmio.

Particulares:

) Investigar y recopilar informacion de la importancia de la cuantificacién de metales
a partir de revistas electronicas y bases de datos para denotar la importancia de la
toxicidad que pueden presentar.

° Revisar y comparar a partir de fuentes bibliograficas los diferentes métodos
analiticos mas utilizados para cuantificacion de Cadmio.
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° Investigar sobre la importancia de la validacion de métodos analiticos mediante
bibliografia recopilada para verificar que se cumplen con los requisitos para su aplicacion

analitica.
° Recopilar y analizar informacion a partir de bitacoras y métodos desarrollados las
condiciones analiticas empleadas para la cuantificacién de cadmio.
) Determinar cuéles son los parametros de desempefo y criterios de aceptacion
para llevar a cabo una validacion de cadmio en matriz biolégica a través de absorcion
atémica.

Metodologia

Para el desarrollo de la presente investigacion se realizd una recopilacion de informacion en
bases de datos en inglés y en espafol como PubMed, Google Scholar, Elsevier, en las que

” o«

se ingresaron palabras clave como: “cadmio”, “distribucion de cadmio”, “cadmio en ambiente”,
“efectos de cadmio en la salud”, “cadmio como carcinégeno”, “cadmio y sistema nervioso”,
“‘métodos de cuantificacion de cadmio” “cuantificacion de cadmio por espectrofotometria de
absorcion atémica” “espectroscopia de absorcion atémica (EAA)’, “metales GF-AAS”,
“validacion de métodos”, “validacion”.

Una vez realizada la busqueda se seleccionaron los articulos, libros, tesis y paginas que
contuvieran la informacién mas relevante para cada seccion de la revision bibliogréafica y se
redact6 con la informacion seleccionada.

Posteriormente, con los conceptos aprendidos durante el desarrollo de la revisién, se realiz6
una propuesta de protocolo de validacion y de condiciones de cuantificacién de cadmio por

espectroscopia de absorcién atémica con horno de grafito.

Resultados y meta alcanzada

En los anexos del presente informe se muestra la revisién bibliografica realizada a partir de
101 articulos de investigacién, de los cuales se obtuvo informacion sobre la distribucion del
cadmio en el ambiente, asi mismo se mencionaron algunos de los efectos que este metal
puede generar en la salud humana y los distintos métodos de cuantificacién de cadmio y la
validacion de los mismos. Posteriormente se encuentra la propuesta de protocolo de
validacion donde se menciona cémo desarrollar la validacién del método de cuantificacién de
cadmio por espectrofotometria de absorcion atémica con horno de grafito.

Conclusiones

Debido a que el cadmio es un metal que esta distribuido ampliamente en el ambiente y puede
tener efectos graves en la salud, debe ser monitoreado tanto en las personas como en el
ambiente. Para realizar dicho monitoreo, es necesario desarrollar métodos adecuados que se
adapten a las necesidades del estudio a realizar y los recursos con los que se cuente, asi
como establecer los parametros adecuados. Una vez que se ha desarrollado el método es
necesario realizar la validacion del mismo para asegurar que el método y los resultados
obtenidos son fiables, ya que dichos resultados pueden derivar en un mal diagndstico a un
paciente 0 en sanciones econémicas muy costosas por lo que es importante hacer un andlisis
correcto y ser capaz de demostrar que los resultados obtenidos son fiables.
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Perspectiva

Una vez realizada la presente investigacion se espera que se evalle la propuesta de los
parametros para la cuantificacién de cadmio por espectrofotometria de absorcién atémica con
horno de grafito, asi como la evaluacion y ejecucién del protocolo de validacion de dicho

método.
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Anexo 1. Revision bibliografica

Estudio bibliografico sobre el desarrollo y validacion de los métodos analiticos
empleados para la cuantificacion de cadmio.
Literature review about the development and validation of analytical methods used for
the quantification of cadmium.
Elisa Deyaneira Valdez Mejia ', Jocelyn Sanchez Jiménez ', Luis Camilo Rios Castafieda’, Betzabeth

Anali Garcia Martinez’

'Universidad Autdnoma Metropolitana-Unidad Xochimilco, Calz. del Hueso 1100, Coapa, Villa Quietud,

Coyoacan, 04960 Ciudad de México, CDMX.

Resumen

El cadmio se encuentra ampliamente distribuido en el ambiente por lo que los seres humanos se encuentran
en constante exposicion al mismo. Este metal tiene diversos efectos negativos en la salud, por este motivo
es de suma importancia monitorear su presencia tanto en el ambiente como en el organismo. Debido a lo
anterior, el objetivo de la presente investigacion fue realizar una revision bibliogréfica sobre los diferentes
métodos para la cuantificacién de cadmio, enfocandose principalmente en la técnica de Espectrofotometria
de Absorcién Atémica con Horno de Grafito. Adicionalmente se realizé una recopilacién de informacién
sobre la validacién de los métodos analiticos y su importancia. Finalmente, una vez analizada la informacion
obtenida se llegé a la conclusién de que se debe elegir un método que se adapte de mejor manera tanto al
estudio a realizar como a los recursos con los que se cuente y una vez elegido, se debe ejecutar una

validacion que avale que el método es adecuado y los resultados son confiables.

Abstract

Cadmium is widely distributed in the environment so human beings are constantly exposed to it. This metal
causes various negative effects on health, for this reason it is extremely important to monitor its presence
in the environment and in the body., the aim of this research was to carry out a bibliographical review about
the several quantification methods of cadmium, focusing mainly on the Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrophotometry technique. Additionality a compilation of information was carried out about
the validation of the analytical methods and their importance. Finally, once the information obtained was
analyzed, it was concluded that a method should be chosen that best suits the study to be carried out and
the resources available, and once chosen, a validation should be carried out. that guarantees that the

method is adequate, and the results are reliable.

Palabras clave: cadmio, cuantificacion, Keywords: cadmium, quantification, atomic

absorcidn atémica, validacion. absorption, validation
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Revision: desarrollo y validacidn de los métodos analiticos empleados para la cuantificacién de cadmio.

1. Origen y distribucion de Cadmio

Los metales pesados son considerados una de las principales fuentes de contaminacion del suelo, aire y
agua (1-4), estos estan presentes de forma natural en la corteza terrestre debido a la actividad volcanica,
tectonica, erosién del suelo, entre otros y anteriormente se encontraban en concentraciones que no
perjudicaban las diferentes formas de vida(4—7).

Sin embargo, actualmente el contenido de metales pesados en el ambiente ha aumentado
considerablemente debido a actividades antropogénicas como emisiones industriales, quema de
combustibles fésiles, el uso no controlado de insumos agroquimicos, la explotaciéon minera, el consumo de
tabaco, por mencionar algunas(4,7-9).

Uno de los metales pesados mas relevantes es el cadmio, ya que es el séptimo metal mas toéxico seguin
la clasificacion de la Agencia Estadounidense para el Registro de Sustancias Toxicas y Enfermedades, y
debido a su uso la poblacion esta constantemente expuesta al contaminante por dos principales vias oral
o por inhalacién(9-13).

En México se producen al afo alrededor de 1.600 toneladas de cadmio (Cd), y se exportan abonos,
quimicos, fertilizantes, materiales fosfatados, antioxidantes y otros compuestos con ese componente
nocivo. A pesar del dafio que causa el cadmio a la salud humana y al ambiente, México no cuenta con
ningun plan en marcha para reducir la presencia de este metal en productos industriales(14). La presencia
de dicho metal ha sido estudiada ampliamente y se ha determinado que sus fuentes principales son
antropogénicas, entre las que destacan: los fertilizantes fosfatados y nitrogenados, la mineria, la industria
de fundicion de metales, la incineracion, entre otros. Debido a lo anterior instituciones gubernamentales
han establecido normas que regulan la presencia de cadmio en el ambiente y en los alimentos(1-5,13,15-
18).

En México algunas de estas normas son: La NOM-001-ECOL-1996, que establece los limites
maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes
nacionales; la NOM-025-SSA1-2014, Salud ambiental. Valores limite permisibles para la
concentracion de particulas suspendidas PM10 y PM2.5 en el aire ambiente y criterios para su
evaluacion y la NOM-117-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método de prueba para la
determinacion de cadmio, arsénico, plomo, estafo, cobre, fierro, zinc y mercurio en alimentos,
agua potable y agua purificada por espectrometria de absorcion atémica (15—-17). Asi mismo, la
Agencia Estadounidense para el Registro de Sustancias Téxicas y Enfermedades cuenta con un perfil
toxicoldgico del Cadmio donde se establecen los niveles de exposicion que suponen un riesgo minimo para
el ser humano (10).



Revision: desarrollo y validacidn de los métodos analiticos empleados para la cuantificacién de cadmio.

1.1. Cadmio como contaminante de mantos acuiferos

Desde finales del siglo XX en México se han detectado niveles altos de cadmio en suministros de agua
(2,3,8,19), siendo una de las principales fuentes de contaminacién para los organismos acuaticos, quienes
pueden acumular el metal y promover con ello su ingreso a la cadena alimenticia (3,5,7,20) .

Para evaluar la calidad del agua en rios, embalses, manantiales y aguas costeras para sus diferentes usos,
se establecieron limites maximos permisibles de cadmio contenidos en el agua (15,21), como se muestra

en la tabla 1.

Tabla 1. Limites maximos permisibles para Cadmio (mg L)

Lugar Uso Promedio mensual Promedio diario
Rios, embalses Uso en riego agricola 0.2 0.4
naturales y artificiales Uso publico urbano 0.1 0.2
Rios Proteccién de vida acuatica 0.1 0.2

Explotacion pesquera,

navegacion y otros usos. 0.1 0.2
Aguas costeras Recreacion 0.2 0.4
Estuarios 0.1 0.2

Por otro lado, la FDA ha determinado que los niveles de cadmio en el agua embotellada no deben exceder
0.005 mg/L (20).
1.2. Cadmio como contaminante del suelo

El cadmio se encuentra ampliamente distribuido en la corteza terrestre en una concentracion de 0.1 mg/kg.
En las rocas sedimentarias las concentraciones son mas elevadas, por lo que las condiciones ambientales
como la erosion causan el transporte de grandes cantidades del metal a los océanos cuyo, encontrando
concentraciones de alrededor de 0.1 ug/kg (4,22,23).

En México, una de las principales causas de contaminacion del suelo por cadmio es debido al tabaquismo,
la mineria y el uso de agroquimicos (24—26), sin embargo, también existen otras causas como los desechos
de la fabricacion de cementos y los residuos soélidos y de aguas residuales municipales (24).

La exposicion de cadmio por el riego tiene como limite maximo permisible un promedio mensual de 0.05
mg L y un promedio diario de 0.1 mg L'+ (15)

1.3. Cadmio como contaminante del aire

En México, la principal fuente de exposicién por inhalacion es el consumo de tabaco, sin embargo, la
contaminacién atmosférica y el cadmio identificado en las PM10 o particulas con un diametro igual o menor
a 10 micrémetros, también tienen un papel importante en la exposicién de este metal a la poblacién
mexicana. Por otro lado, también se encuentran expuestas aquellas personas que viven cerca de industrias
que liberan este contaminante o que trabajan en industrias donde se generan niveles altos de cadmio en
el aire (7,20,27-30).

10



Revision: desarrollo y validacidn de los métodos analiticos empleados para la cuantificacién de cadmio.

En las industrias se aplican diferentes niveles de seguridad y normas de exposicién, sin embargo, en
México no se encuentran regulados los niveles de cadmio permitidos en el aire; no obstante, se sabe que
los niveles de cadmio en el aire oscilan entre 0.1 y 5 ng/m? en areas rurales, de entre 2 a 15 ng/m? en areas
urbanas y de 15 a 150 ng/m?® en areas industrializadas (18).

1.4. Cadmio como contaminante de alimentos

La presencia de cadmio en el agua y el suelo puede causar que dicho metal se acumule tanto en plantas
como en animales que son fuente de alimento para los seres humanos y de esta manera llegan al
organismo causando diversos padecimientos (29,31,32).

México cuenta con la NOM-117-SSA1-1994 en la que se establece el método para la determinacion de
cadmio en alimentos, sin embargo, no se establecen los limites maximos permitidos (17), como es el caso
de la normatividad de paises como India, China, Espafia, entre otros, que establecen limites variables que
van desde los 0.05 a los 2.0mg kg™' dependiendo el alimento del que se analice (32).

1.5. Cadmio como contaminante en el organismo humano

Debido a la exposicién constante a este contaminante en diferentes regiones se ha estudiado la presencia
de este en el organismo humano. En México no existe alguna norma que establezca los niveles maximos
permitidos, sin embargo, en algunos estudios a nivel mundial se ha cuantificado la cantidad de cadmio en
la sangre (20,29) y se sabe que el nivel geométrico de cadmio en la poblacién general (= 1 afo de edad)
es de 0.315 pg/L (20,33). Por otra parte, en un estudio realizado por Torres y colaboradores en la Ciudad
de México, se obtuvo que el nivel medio de cadmio en sangre en hombres de 40 afos fue de 2.61 £ 0.82
pg/L (29).

2. Efectos nocivos del cadmio en la salud

La ingestion o inhalacion son las principales fuentes de absorcion de cadmio en el ser humano lo que puede
tener efectos nocivos a la salud, no obstante, la contribucién del contaminante por cada fuente varia segun
la poblacién estudiada (18,27-32)

Algunos de los padecimientos que puede generar son: inflamacion, osteoporosis, problemas respiratorios,
patologia renal, problemas en el sistema nervioso y también ha sido clasificado como carcin6geno
principalmente en pulmén e higado (27,34-36).

En México, la exposicion humana al metal se ha evaluado en estudios de bajo tamafno de muestra y en
poblaciones especificas, por ejemplo, en mujeres embarazadas y sus recién nacidos, nifos de una edad
especifica y en tejido de las vias respiratorias (11,29,37,38).

2.1. Efectos en el tracto respiratorio

La absorcién de cadmio tiene lugar principalmente a través del tracto respiratorio y se ha ligado con

enfermedades respiratorias relacionadas con el tabaquismo, como la enfermedad pulmonar obstructiva
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cronica y el cancer de pulmon (38,39). Por otro lado, se sabe que el cadmio se convierte rapidamente en
oxido de cadmio (CdO)(40) y se ha demostrado que la alta inhalacién del mismo en forma de humo provoca
inflamacion pulmonar(40,41). En un estudio realizado por Rahman y colaboradores en Estados Unidos se
encontrd que este elemento esta significativamente relacionado con la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (42).

2.2. Efectos en los rifiones

El cadmio se almacena principalmente en el higado y los rifiones; la excrecion es lenta, con una vida media
muy larga (décadas) en el cuerpo humano; ademas se acumula en la mayor parte de los tejidos durante el
envejecimiento (18). El rifidén es el 6rgano objetivo critico, ya que es el primer érgano que muestra signos
de toxicidad (43). Se ha calculado que del total del cadmio corporal 50% se acumula en el rifién y en
algunos estudios realizados en México se ha relacionado la exposicion a este metal con el dafio renal y la
enfermedad renal crénica (44—46).

2.3. Efectos en los en tejido 6seo

El cadmio ocasiona una reduccion de la densidad 6sea y aumenta el riesgo de osteoporosis ya que
disminuye las enzimas antioxidantes, favoreciendo un aumento del dafio oxidativo, que incrementa el
proceso de resorcion osea a través del TNF-q, asi mismo se ha relacionado el cadmio con la osteoartritis
y la artritis reumatoide (30,47).

2.4 Efectos en el sistema nervioso

Una gran cantidad de estudios tanto in vivo como in vitro han demostrado la toxicidad del cadmio en el
sistema nervioso central y periférico, este efecto neurotoxico se ha relacionado con el estrés oxidativo y la
formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) que desempefian un papel clave en el efecto
neurotdéxico de este metal. A nivel del sistema nervioso central (SNC), se ven afectados distintos
compartimentos y células como lo son los pericitos, los astrocitos, las células microgliales, los
oligodendrocitos y la barrera hematoencefalica, que protege el cerebro y la médula espinal de sustancias
nocivas y toxicas, por lo que esta implicada en numerosos trastornos neurodegenerativos (48).

La exposicidn crénica y prolongada al metal afecta la permeabilidad de la barrera hematoencefélica,
principalmente debido al debilitamiento de las defensas antioxidantes, lo que permite una entrada creciente
del cadmio en el cerebro y una vez dentro puede generar dafo cerebral y disfuncién cognitiva, asi mismo
provoca un estrés oxidativo que influye en los pericitos, astrocitos y los oligodendrocitos que estan
relacionados con un funcionamiento cerebral adecuado (48,49).

El SNC es especialmente vulnerable al dafo durante el desarrollo neonatal temprano puesto que el Cd
puede pasar faciimente al feto a través de la placenta, asi mismo, se ha detectado este metal en la leche
durante la lactancia (50). En nifios se afecta el sistema nervioso central debido principalmente a que el
desarrollo de la barrera hematoencefalica todavia no alcanza su madurez y es posible que el cadmio pase
a través de ella con mas facilidad, produciendo cambios neuropatolégicos tales como: edema cerebral,
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picnosis, hemorragias, y necrosis en corteza parietal, cerebelo, putamen y ndcleo caudado, pudiendo
causar dificultad en el aprendizaje, hiperactividad y cambios conductuales (49,51).

Por otro lado, la exposicion a cadmio produce una reduccién de los niveles séricos de hormonas tiroideas
(HT) en ratas adultas. En consecuencia, la reduccion de los niveles de HT podria ser la causa de la
alteracién de la transmision colinérgica e induccién de muerte de las neuronas colinérgicas, produciendo
los efectos cognitivos observados tras la exposicion a éste (52,53).

2.5. Cadmio como agente carcinégeno

La asociacién entre el cadmio y el cancer de pulmén esta bien establecida en humanos y roedores. Se ha
encontrado que la exposicion de las células epiteliales pulmonares humanas al cadmio provoca la
adquisicién de caracteristicas de las células cancerosas. Ademas, la transformacion se produce a pesar
de la capacidad de la célula para adaptarse a la exposicién crénica al metal (35,54).

2.6. Otros efectos en la salud

El cadmio induce la alteracién de la esteroidogénesis, trastornos del ciclo menstrual y de las hormonas
reproductivas, retraso en la pubertad y la menarquia, pérdida del embarazo, parto prematuro y reduccion
del peso al nacer (39).

Por lo que es de suma importancia realizar la deteccion y cuantificacion de cadmio, ya que este tiene un
impacto importante en la salud publica y actualmente en México su presencia no se encuentra bien
regulada, de modo que es necesario utilizar los diferentes métodos de cuantificacion que existen para

monitorear la presencia de dicho metal tanto en el ambiente como en el organismo.

3. Métodos de cuantificacion para cadmio

El cadmio puede ser cuantificado mediante distintos métodos, entre los que destacan la espectroscopia
de emision atémica, la espectroscopia de emision Optica con plasma acoplado inductivamente,
voltamperometria de redisolucién anddica, fluorescencia de rayos X y la espectrofotometria de absorcion
atémica (29,55-57).

3.1. Espectroscopia de emisién atémica

En la espectroscopia de emision atémica, los atomos del analito son excitados mediante calor o energia
eléctrica que normalmente es proporcionada por un plasma, una flama, una descarga de baja presion o
por un laser de alta energia. Este método se basa en la medicion de la energia que emiten los atomos
cuando pasan de un nivel permitido de alta energia a otro de menor energia, esto debido a la excitacién
por calor o energia eléctrica previamente mencionada (58—61).

Esta técnica permite realizar analisis simultaneos de los elementos metalicos y en algunos casos tiene alta
sensibilidad, sin embargo requiere de un tamano de muestra de hasta 2 gramos, lo que puede llegar a ser
una desventaja cuando se trata de analisis en los que se tiene una cantidad reducida de muestra, por otro
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lado, esta técnica es limitada para los halégenos y otros no metales, asi mismo los costes iniciales son
altos y no posee una alta sensibilidad como la Espectroscopia de Absorcion Atémica por Horno de Grafito
(60,62). Actualmente el plasma acoplado inductivamente (ICP) es la fuente mas popular y usada en
espectroscopia de emision (59).

3.1.1 Espectroscopia de emisién dptica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

La espectroscopia de emision éptica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) es utilizada para
determinar trazas de elementos como el cadmio en una gran variedad de matrices, las cuales cominmente
deben digerirse previamente (57,63,64).

En la ICP-OES las muestras son introducidas en forma liquida, transformadas mediante un nebulizador en
un aerosol y excitadas mediante un plasma de argén de alta temperatura. La radiacién emitida a longitudes
de onda caracteristicas por los atomos de un elemento metalico se recoge mediante un sistema éptico y
en ciertas condiciones es proporcional a la concentracion (63,64).

Es una técnica ampliamente utilizada, sin embargo, cuenta con algunas desventajas ya que es una técnica
de alto costo de adquisicién y mantenimiento y requiere de capacitacion especializada para su manejo(63).

3.2. Voltamperometria de redisoluciéon anddica

La voltamperometria de redisolucion anodica (ARV) es una potente técnica analitica para la deteccion de
metales a niveles de trazas(56) en muestras ambientales acuosas, permitiendo analizar concentraciones
del orden de las ppb (partes por billén) y hasta ppt (parte por trillon) (65)

También tiene la capacidad para la determinacion cuantitativa simultanea de varios analitos y tiene un costo
relativamente bajo de instrumentacion (66). Adicionalmente, como las medidas electroquimicas son
sensibles al estado de oxidacién de los analitos, es posible realizar la especiacién de los mismos (67).

En el analisis de muestras se realiza una etapa de preconcentracion del analito a cuantificar que permite
incrementar el limite de deteccion y aislar el analito de la matriz (66—68).

En dicha etapa una parte de los cationes metalicos se reducen y quedan depositados sobre el electrodo
de trabajo, esto se consigue aplicando un potencial eléctrico negativo (66,67); posteriormente, partiendo
de dicho potencial, se aplica un barrido de potencial creciente sobre el electrodo de trabajo, de forma que
los distintos metales se oxidan al superarse su potencial de oxidacién correspondiente, volviendo a la
disolucion de forma secuencial (66,67).

De esta manera, cada oxidacién produce un pico de corriente eléctrica que permite obtener un
voltamperograma donde la altura de cada pico es proporcional a la cantidad depositada de cada metal (67).
Dentro de las principales desventajas destacan las siguientes: sélo puede analizar metales que forman
amalgamas con mercurio, asi mismo el tiempo de analisis es mas largo que con la espectroscopia y.existen
ciertos inconvenientes cuando se requieren altas sensibilidades ya que se requieren reactivos de calidad
ultrapuro (calidad analisis de trazas), finalmente la aplicacion de la ASV para la determinacién de analitos
en matrices de muestras complejas es complicada debido a la adsorcion de componentes que interfieren
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en la superficie del electrodo, con lo que se pierde la actividad del mismo y se obtienen resultados no
reproducibles (69-71).

3.3. Fluorescencia de rayos x

La técnica de fluorescencia de rayos X (XRF) se utiliza para determinar concentraciones de elementos
quimicos en diversos tipos de muestras (72). Es una técnica analitica no destructiva utilizada para
determinar la composicion elemental de los materiales, se determina midiendo los rayos X fluorescentes (o
secundarios) emitidos por una muestra cuando es excitada por una fuente con rayos X emitidos por un
tubo de rayos X o una fuente radiactiva. Cada uno de los elementos presentes en una muestra produce un
conjunto de rayos X fluorescentes caracteristicos que es Unico para ese elemento especifico, por lo que es
una tecnologia excelente para el andlisis cualitativo y cuantitativo de la composicion del material, por ser
rapido, preciso y no destructivo, sin embargo, esta técnica no resulta adecuada para campos de aplicacion
que requieren métodos analiticos de alta sensibilidad (73,74).

4. Espectrofotometria de absorcion atomica

La espectroscopia de absorcion atémica (EAA), es una de las primeras técnicas de analisis elemental que
se desarroll6 comercialmente, se basa en la medicion de la absorcion especifica de la radiacion
electromagnética por atomos en fase vapor no excitados (58,61,75)

La presente investigacién se enfocara en la técnica por espectrofotometria de absorcion atémica debido
las ventajas que presenta sobre la mayoria de las técnicas previamente mencionadas, algunas de ellas
son las siguientes: permite realizar analisis en un tiempo corto, tiene una alta sensibilidad, pocas
interferencias, el manejo es sencillo y es de bajo coste. Ademas, el volumen de muestra utilizado es
reducido y su preparacion es sencilla, tiene alta precision, es posible analizar ultratrazas y estd mucho
mas automatizado que las otras técnicas (60,62,76,77).

4.1. Fundamento

Si se irradia con algun tipo de energia a un atomo que se encuentra en su estado fundamental, esta sera
absorbida por el mismo de tal manera que los electrones en su capa mas externa se encontraran en una
configuracién menos estable, llevando al atomo a un estado excitado. Cuando regresa a su estado
fundamental, emite una cantidad de energia idéntica a su energia de excitacion en ciertas longitudes de
onda. Debido a que cada elemento tiene una estructura electrdnica distinta, la longitud de onda de la luz
absorbida y emitida es una propiedad Unica de cada elemento individual (60,61,77-81).

El proceso previamente mencionado esta implicado en los campos de la espectroscopia atdmica ya que la
energia absorbida en el proceso de excitacion o la energia emitida en el proceso de decaimiento se mide
y se utiliza con fines analiticos. Asi mismo, si se mide la cantidad de luz absorbida, se puede realizar una
determinacion cuantitativa de la cantidad de elemento analitico presente, adicionalmente el uso de fuentes
de luz especiales y la seleccién de una longitud de onda especifica permiten la determinacién cuantitativa
de elementos individuales en presencia de otros (60,61,75,77,79-81).
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Por lo tanto, las técnicas de espectrofotometria de absorcién atomica (AAS) se basan en el hecho de que
un elemento absorbera la luz de una longitud de onda caracteristica, elevandola de un estado fundamental
a un estado excitado y la cantidad de energia absorbida sera proporcional al nimero de atomos del analito
en el paso de luz (60,61,75,77,79,82).

Para poder realizar las mediciones correspondientes se debe tener a los atomos libres (generar un vapor
atomico), por lo que es necesario aplicar suficiente energia térmica a la muestra para disociar los
compuestos quimicos (77,79). Dicho proceso es denominado atomizacion y se realiza mediante un
quemador que puede ser una flama o un horno de grafito, dando lugar a las principales variantes de la
técnica denominadas: Espectrofotometria de Absorcién Atomica por Horno de Grafito (GF-AAS) vy
Espectrofotometria de Absorcion Atomica por Flama (F-AAS) (79,82).

4.2. Instrumentacion

Todo espectrofotometro de absorcion consta de los siguientes componentes: la fuente de luz o lampara
que emita luz del elemento a determinar, existen dos tipos fundamentales: lamparas de catodo hueco (LCH)
y lamparas de descarga sin electrodos (EDL) (60,61,77,78,80-83). Dicha fuente de luz debe ser modulada
para proporcionar un medio de amplificar selectivamente la luz emitida por la ldmpara de la fuente, dicha
modulacién puede lograrse con un chopper giratorio situado entre la fuente y el quemador, o pulsando la
potencia de la fuente (77,78).

Asi mismo, cuenta con un sistema para generar atomos libres en el haz de luz, esto se consigue
generalmente introduciendo la muestra en el sistema de atomizaciéon o quemador que puede ser de flama
o en un horno calentado eléctricamente (horno de grafito) y alineado en la trayectoria dptica del
espectrofotémetro (60,61,77,78,80,81,83).

Esta investigacién esta enfocada en la técnica con horno de grafito debido a tres ventajas principales que
tiene sobre la técnica con flama: la primera es la alta sensibilidad, la segunda es que el volumen de muestra
a utilizar es reducido y la tercera es que tiene la capacidad de eliminar la matriz de la muestra antes de la
atomizacion, lo que permite el analisis de muestras que estan compuestas por matrices organicas
complejas (61,77,78,80-82,84,85). El horno de grafito estd formado por tres componentes principales: el
atomizador, la fuente de alimentacion y el programador. El atomizador se encuentra en el compartimento
de muestreo del espectrofotdmetro de absorcion atémica, donde se produce la atomizacion de la muestra
y la absorcién de la luz. La fuente de alimentacion controla la energia y los flujos de gas al atomizador bajo
la direccién del programador, que suele estar integrado en la fuente de
alimentaciéon o en el espectrofotémetro (77).Asi mismo, este horno de
grafito puede o no estar equipado con una plataforma L’vov.c hecha de
una pieza plana de grafito pirolitico que se coloca en el fondo del tubo de
grafito, dicha ayuda a eliminar algunas interferencias (77).

llustracion 1. Horno de grafito. Modificado de: Richard D. Beaty y cols 1993 (77).
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Finalmente, los equipos cuentan un monocromador para dispersar las distintas longitudes de onda de la
luz emitida por la fuente y aislar la linea de interés, que es lo que permite la determinacién de un elemento
determinado en presencia de otros. La longitud de onda de la luz aislada por el monocromador se dirige al
detector (60,61,78,81-83), que produce una corriente eléctrica que depende de la intensidad de la luz.

La corriente eléctrica del fotomultiplicador es amplificada y procesada por la electronica del instrumento
para producir una sefal que puede procesarse posteriormente para producir una lectura del instrumento

directamente en unidades de concentracion (77).

I Sistema de atomizacion
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Fuente de luz

Detector Lectura
Monocromador
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llustracion 2. Componentes de un Espectrofotometro de absorcion atémica Modificado de: Richard D. Beaty y cols
1993 (77).

4.4. Espectrofotometria de absorcién atdmica de Flama

En la Espectrofotometria de Absorcién Atémica por Flama (FAAS), una muestra liquida se convierte en
vapor en un nebulizador y se aspira la muestra en la camara del quemador, donde se mezcla con gases
combustibles y oxidantes que son los componentes de la flama. A medida que las gotas de muestra pasan
al calor de la flama se realiza la atomizacion. Estos d&tomos absorben cualitativamente la radiacion emitida
por la lampara que llega al monocromador, dénde se aisla la linea de interés. Esta sefal de radiacion
electromagnética llega a un detector o transductor y pasa a un amplificador y por ultimo a un sistema de
lectura (75,77,80,81,86).

Las dos llamas de premezcla que se utilizan principalmente para la absorcién atémica son el aire-acetileno
y el oxido nitroso-acetileno (80,81). La flama de aire-acetileno es satisfactoria para la mayoria de los
elementos determinados por absorcién atémica mientras que la flama de éxido nitroso-acetileno es eficaz
en el control de algunos tipos de interferencia (77).

5. Espectrofotometria de Absorcion Atémica por Horno de Grafito

En la espectrofotometria de absorcion atémica por horno de grafito (GF-AAS), también denominada
espectrofotometria de absorcion atémica por atomizacion electrotérmica (ET-AAS), el sistema para generar
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la atomizacién de la muestra es un tubo de grafito en el cual se inyecta el analito (normalmente 5-50
microlitros) a través de un orificio en el centro de la pared del tubo. El tubo se localiza entre dos contactos
eléctricos que se mantienen dentro de un modulo refrigerado por agua y que proporcionan la conexion
eléctrica, de tal manera que se lleve a cabo un programa de temperaturas: secado, incinerado o pil6lisis,
atomizacion y limpieza, hasta que el analito se haya atomizado y se registre la absorcién (61,77,80-82,86).
El grafito calentado esta protegido de la oxidacion del aire por las ventanas de cuarzo situadas en cada
extremo del moédulo y por dos corrientes de argdn. Un flujo de gas externo evita la entrada de aire del
exterior y permite que dentro del tubo se alcance la atomizacion de la muestra y una corriente interna,
controlable por separado, que purga el interior del tubo eliminando los vapores generados a partir de la
matriz de la muestra durante las dos primeras etapas de calentamiento. El flujo de gas interno se debe
reducir o interrumpir por completo durante la atomizacion, esto ayuda a maximizar el tiempo de
permanencia de la muestra en el tubo y a aumentar la sefal de medicién lo que permite bajar los limites
de deteccion al rango de partes por billén (ppb) (77,78,80,82,86). Debido a la alta sensibilidad de esta
técnica, es extremadamente susceptible a la contaminacion e interferencias, es por ello que puede
requerirse un cuidado adicional en el manejo, el analisis y las condiciones analiticas de la muestra (78,82).

5.1. Interferencias

La técnica de absorcion atomica con horno de grafito comenz6 como una técnica propensa a las
interferencias, sin embargo, esto no evité que fuera utilizado durante mucho tiempo y se plantearon
métodos que compensaran dichas interferencias. Posteriormente, con el avance de la tecnologia y la
comprension de la técnica se logré entender las causas de las interferencias y de esta manera se
desarrollaron nuevos instrumentos y procedimientos analiticos que las evitaran, por lo que hoy en dia puede
ser considerada como una técnica relativamente libre de interferencias. Las interferencias se pueden dividir
en dos categorias generales: espectrales y no espectrales (77).

5.1.1. Interferencias espectrales

Las interferencias espectrales son aquellas en las que la absorcién de luz medida es erroneamente alta
debido a la absorcién por una especie distinta del analito (77). La interferencia espectral mas importante
es la absorcion de fondo. Esta es una atenuacioén no especifica de la luz a la longitud de onda del analito,
ocasionada por componentes presentes en la matriz de la muestra. Estas bandas de absorcion se deben
normalmente a absorcién molecular o a dispersion de la luz causada por compuestos sin disociar de la
matriz en el camino 6ptico durante la atomizacién (82).

La técnica de correccion de fondo de fuente continua ayuda a medir y compensar automaticamente
cualquier componente de fondo que pueda estar presente en una medida de absorcion atomica. Esta
técnica tiene algunas limitaciones ya que requiere fuentes de luz continua adicional y electrénica, las
intensidades de las fuentes primaria y continua deben ser similares, se requiere una alineacion critica del
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continuo y las fuentes primarias para una correccion precisa y puede ser impreciso para la absorcion de
fondo estructurada (77,87,88).

Existe otra técnica, que es la correccion de fondo de Zeeman, esta mide la sefal de la absorcién de fondo
a la longitud de onda exacta donde ocurre la sefal de la absorcion atémica. Corrigen absorciones de fondo
mayores y mas complicadas, y proveen resultados mas precisos y exactos. Se usa para todos los
elementos y todas las longitudes de onda. Las correcciones de fondo por Efecto Zeeman ofrecen ventajas
significativas con respecto de las correcciones por fuentes continuas (82).

5.1.2. Interferencias no espectrales

Las interferencias no espectrales afectan la formacion de atomos de analito, en esta se encuentran las
interferencias por matriz, quimicas y de ionizacion (77,87,89).

Las interferencias por matriz se dan en el proceso de nebulizacion, es el primer lugar en el proceso de
atomizacion. Si la muestra es mas viscosa o tiene caracteristicas de tensién superficial considerablemente
diferentes a las del estandar, la velocidad de absorcidn de la muestra o la eficiencia de nebulizaciéon pueden
ser diferentes entre la muestra y el estandar. Si las muestras y los estandares no se introducen en el
proceso a la misma velocidad, la cantidad de atomos en el haz de luz y, la absorbancia, no se
correlacionaran entre los dos (77,87). La técnica de adiccion de estandar permite trabajar en presencia de
una matriz de interferencia sin eliminar la interferencia en si misma y aun asi realizar una determinacion
precisa de la concentracion del analito. Consiste en agregar alicuotas de un estandar a porciones de la
muestra, lo que permite que cualquier interferencia presente en la muestra también afecte al estandar de
manera similar (88,90).

Las interferencias quimicas se dan en el proceso de atomizacion. En este paso, debe estar disponible
suficiente energia para disociar la forma molecular del analito para crear atomos libres. Si la muestra
contiene un componente que forma un compuesto térmicamente estable con el analito que no se
descompone completamente por la energia disponible, existira una interferencia quimica (88,90).

La interferencia por ionizacién ocurre cuando la temperatura del quemador tiene suficiente energia para
provocar la eliminacion de un electron del atomo, creando un ion. A medida que estos reordenamientos
electronicos agotan el numero de atomos en estado fundamental, se reduce la absorcién atémica. Estas
interferencias se pueden eliminar agregando a todas las soluciones estandar y a la muestra un exceso del
elemento que sea facilimente ionizable, por ejemplo: el sodio, potasio, litio o cesio, 0 mediante la
disminucién de temperatura (77,88).

5.2. Modificadores de matriz

Con la técnica GFAAS, es necesario el uso de un modificador de matriz para aumentar la estabilidad
térmica del cadmio en la etapa de pirdlisis, permitiendo un aumento de temperatura de varios cientos de

grados sin pérdidas de este elemento. Como consecuencia, se puede obtener una mejora en la separacion
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del cadmio del resto de elementos de la matriz, reduciendo las interferencias de la volatilizacion de estos
ultimos (90).

Se han considerado varios tipos de modificadores de matriz, Petit y Rucandio utilizaron como modificador
de matriz para la determinacién de cadmio en muestras de cenizas volantes de carbén, suelo y sedimentos
por GFASS, una mezcla del 2% de NHsH2PO4 més 0.4 % de Mg (N0s)2 en 0.5 mol L' HNOs,, empleando
una temperatura de pirolisis de 900°C y una temperatura de atomizacion de 1800°C. Esta matriz
proporcion6 una mayor sensibilidad y un comportamiento eficiente en las muestras (83). Onk, PerkinElmer
y Shelton utilizaron una mezcla de 0.1 % de NH4H2PO4 y 0.06 % de [Mg (NOs)2 . 6H20] pero en una solucion
de acido nitrico al 10%, con un temperatura de secado de 110 y 130 °C, 850°C de pirolisis, con una
atomizacion a 1650°C y una limpieza a 2600°C (91). Los autores Correia y Oliveira utilizaron una solucién
compuesta de 0.05 % (p/v) Pd (NOs)2 'y 0.03 % (p/v) de Mg (NOs)2, se utilizé una temperatura de secado
de 110 y 200 °C, la temperatura de pirolisis fue de 800°C, con una atomizacion de 1600°C y una limpieza
de 2100 °C (88,90,92) .

Jeng y Yang, para la determinacion de cadmio utilizaron 5 ul del modificador de matriz Pd (NO3)z2, utilizanron
una temperatura de secado de 70°C, 110, 400 y 400 °C durante la pirolisis, una etapa de atomizacién a
1800°C y una de limpieza a 2000°C(93). Por otra parte, Bruhn y Navarrete, sugieren que una solucién de
modificador de matriz al 2 % (v/v) en acido nitrico y 0.126 M de nitrato de amonio, 0.026 M de fosfato
monoamoénico (NHsH2PO4 ) y triton X-100 (0.02%) mejora significativamente la sensibilidad durante la
cuantificacién de cadmio, utilizando una rampa de temperatura de 110, 380, 800 y 2100 °C para la etapa
de secado, pirolisis, atomizacion y limpieza, respectivamente (94).

Los modificadores a base de fosfatos, generan estabilidad térmica, ya que se unen a los iones de cadmio
formando pirofosfatos y otras especies quimicas intermedias durante el pretratamiento térmico. Las
desventajas del fosfato son su accién corrosiva sobre el grafito, su alta volatilidad y la excesiva absorcién
de fondo debido a la generacién de especies absorbentes. Estos inconvenientes se pueden reducir usando
modificadores mixtos, por ejemplo: POs4 3= + Mg(NOQs)2 , debido a que el nitrato de magnesio facilita la
incineracién de compuestos organicos y persiste en el atomizador de grafito, reduciendo el contacto de
fosfato con la superficie del atomizador, lo cual disminuye su efecto corrosivo. Dentro de las sales de
fosfatos empleadas el fosfato monoamoénico tiene un efecto estabilizador mucho mayor que el acido
fosférico (88,90,93) .

Los modificadores mixtos son ventajosos en GFAAS porque a menudo exhiben efectos mas versétiles,
mayor eficiencia y una gama mas amplia de analitos y matrices, tienen efectos sinérgicos pronunciados y
moderan algunas propiedades negativas de los modificadores individuales (95).

5.3. Desarrollo del método

Como se menciond previamente, el principio del método consiste en dispensar un volumen conocido de

muestra en el horno, posteriormente la muestra se somete a un programa de temperaturas hasta el punto
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en que se produce la atomizacion y se realiza la medicion de la absorcién atémica(77,78,81,82). Los
parametros del método bajo el control del operador son: el tipo de lampara, ajustar el capilar del
automuestreador (96), el volumen de muestra introducido en el horno y los parametros de calentamiento
para cada etapa, en los que se incluyen (77,78,80):

o Temperatura: temperatura durante cada fase del programa de temperaturas (secado, pirdlisis,

atomizacion y limpieza).
+ Tiempo de rampa: tiempo requerido para el aumento de la temperatura.
¢ Tiempo de mantenimiento: tiempo que se mantendra la temperatura.

e Gas interno: tipo de gas y flujo.

5.3.1 Volumen de muestra

Un volumen mayor de solucion de muestra contiene mas analito dando lugar a una mayor sefal, sin
embargo, este parametro se puede ajustar de acuerdo con las caracteristicas de la muestra. Si el analito
se encuentra en concentraciones muy bajas o si se requiere mejorar los limites de deteccion, se puede
utilizar el maximo volumen o se pueden realizar inyecciones multiples con etapas de secado y pirdlisis entre
cada inyeccién para aumentar el tamano efectivo de la muestra. Por otro lado, para concentraciones mas
altas o sila disponibilidad de muestra es limitada se pueden utilizar volimenes de muestra mas pequefos.
De manera general, se plantea que un volumen de muestra conveniente para la mayoria de los andlisis es
de 20pL (77).

5.3.2 Periodo de Secado

El propédsito del periodo de secado es remover el solvente y los componentes volatiles de la muestra

(77,78,80-82,85) por lo que se debe establecer una temperatura que se encuentre por encima del punto
de ebullicién del disolvente, para las soluciones acuosas se utilizan temperaturas en torno a los 100 a
180°C (61,77,78,82) en una sola etapa, sin embargo, los componentes como los acidos requieren incluso
dos o tres secados para removerlos por completo(80). Un proceso de secado adecuado el solvente debe
desaparecer gradualmente sin que se produzca una ebulliciéon o salpicadura, ya que un secado incorrecto
daria lugar a una mala precisién analitica y promueve degradacién del tubo (77,80,97).

La "rampa" de temperatura proporciona un tiempo durante el cual se incrementa la temperatura. Los
tiempos de rampa mas largos proporcionan un aumento mas lento y "suave" del calentamiento y se utilizan
cuando la muestra debe ser atomizada desde la pared del tubo. Alcanzada la temperatura deseada, el
horno se mantiene a la temperatura de secado seleccionada hasta que este proceso se complete , dicho
tiempo de mantenimiento suele ser inferior a un minuto debido al volumen de muestra (77,80,97). Durante
el proceso de secado, el flujo de gas interno se deja normalmente en su valor maximo por defecto (250-
300 mL por minuto) para purgar el disolvente vaporizado del tubo (77).
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5.3.3 Periodo de Pirdlisis

El objetivo de la etapa de pirdlisis, denominada también etapa de incineracién o pretratamiento es eliminar

los componentes inorganicos y organicos de la muestra, dejando el analito en una matriz menos compleja
para su analisis (61,77,78,80-82,85). Durante la pirolisis se aumenta la temperatura lo mas alto posible
para volatilizar los componentes de la matriz sin causar la pérdida del analito, por lo que la temperatura
establecida dependera tanto del analito como de la matriz (77,80-82). En lo concerniente al gas interno
utilizado, puede ser ventajoso cambiar el gas interno, por ejemplo, a aire u oxigeno, durante la etapa de
pirdlisis para ayudar a la descomposicion de la muestra, mientras que el flujo de gas interno se deja de
nuevo a 250-300 mL por minuto (77).

5.3.4 Periodo de Atomizacién

El proposito de la atomizacién es producir un vapor atémico de los elementos del analito, permitiendo asi
medir la absorciéon atémica, por lo que es necesario elevar la temperatura de la muestra para disociar los
compuestos quimicos (61,77,78,80-82,85). Es de suma importancia establecer una temperatura de
atomizacion adecuada ya que si es excesivamente alta el tiempo de residencia del analito en el tubo
disminuira y se producira una pérdida de sensibilidad, asi mismo, el uso de temperaturas de atomizacion
excesivamente altas puede acortar la vida atil del tubo de grafito (77,80,97). Para esta etapa es
recomendable aumentar la temperatura lo mas rapidamente posible, por lo que los tiempos de rampa se
ajustan a valores minimos para proporcionar una mayor velocidad de calentamiento (77,78,80,97).
Finalmente es preferible reducir o interrumpir totalmente el flujo de gas interno durante la atomizacién ya
que esto aumenta el tiempo de residencia del analito en el horno, maximizando la sensibilidad y reduciendo
algunos efectos de interferencia (77,78,97). Al comienzo de esta etapa, se activa la funcién de "lectura" del
espectrometro para iniciar la medicion de la absorcion de la luz (61,77).

5.3.5 Periodo de Limpieza

Después de que se ha realizado la atomizacién se suele agregar una Ultima etapa de limpieza para quemar
cualquier residuo de muestra que pueda quedar en el horno y se realiza a temperaturas ain mas altas
(36,77,78,81,82,97). En algunos sistemas, se incluye automaticamente un paso de enfriamiento
preestablecido en cada ciclo del horno, y no es necesario programarlo por separado (77).

5.3.6 Gas interno a utilizar

El argén suele utilizarse como gas de purga para eliminar los componentes de la matriz) y como gas
protector (para proteger el tubo de grafito del aire ambiente. El uso de helio provoca una pérdida de
sensibilidad debido a una mayor velocidad de difusion. El nitrbgeno forma 6xidos de nitrégeno téxicos por
encima de los 2000°C, y también provoca pérdidas de sensibilidad para algunos elementos. Por lo tanto,
ambos gases no son una alternativa real (80).
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5.3.7. Diseno/optimizacién de un programa de temperatura

El disefio de un programa de temperatura es muy importante dado que la eficiencia del tratamiento térmico
de la muestra antes de la atomizacion puede favorecer o perjudicar la respuesta analitica del instrumento
(98). Para realizar el disefo de las temperaturas se debe realizar una revisién bibliografica previa con el
objetivo de recabar informacion de las diferentes temperaturas que se plantean para la mediciéon del metal
de interés. Una vez que se tiene dicha informacién se establece un rango de temperaturas para cada etapa
y se analiza un estandar para establecer la temperatura mas adecuada (96,98-104). Es importante
considerar que, si se va a utilizar un modificador de matriz, se debe realizar la optimizacion de las
temperaturas utilizando el modificador debido al efecto que puede generar en la temperatura (90). A
continuacion, se muestra una tabla de diferentes programas de temperatura y flujo de gas planteados para

la cuantificacién de cadmio por GF-AAS.

Tabla 2. Programas de temperatura y flujo de gas para cuantificacion de cadmio.
Etapa Temperaturas m:rll(te%;i);zizﬁto T,::‘::(g;e Flujo Referencia
Secado %0 Argon 0.2 L/min
120
Pirdlisis 650 - - Argén 0.2 L/min (104)
Atomizacion 1500 Argén 0 L/min
Limpieza 2300 Argén 0.2 L/min
Secado 90 50
Pirdlisis 450 20
N - - (103)
Atomizacion 2200 2
Limpieza 2240 2
Secado 130 10 25 N2 0.2 L/min
Pirdlisis 280 5 10 N2 0.2 L/min (102)
Atomizacion 1800 0 0.8 N2 0 L/min
Limpieza 2500 0 2 N2 0.1 L/min
50 15 3.3(°Cs™)
Secado 120 15 4.7 (°C s™) Argén 0.1 L/min
200 10 8 (°Cs™)
Pirdlisis 450 5 50 (°C s™) Arg6n 1.0 L/min (101)
Potencia
Atomizacion 1700 2 maxima Arg6n 0 L/min
aplicada

23



Revision: desarrollo y validacidn de los métodos analiticos empleados para la cuantificacién de cadmio.

Potencia
Limpieza 2500 2 maxima Argo6n 1.0 L/min
aplicada
110 10 5 Argén 0.25 L/min
Secado 200 5 5
Pirolisis 750 15 5 Argon0.25Lfmin | 10y
Atomizacion 1600 5 0 Argon 0 L/min
Limpieza 2100 3 1 el O Tl
90 20 10 (°C s™) ) _
Secado Argo6n 0.2 L/min
130 15 30 (°C s™)
Pirdlisis 400 20 150 (°C s™) Argo6n 0.2 L/min (99)
Atomizacion 1400 3 0 (°Cs™) Argén 0 L/min
Limpieza 2500 3 0 (°Cs™) Argo6n 0.2 L/min

Considerando la tabla anterior es posible realizar una propuesta de programa de temperaturas que
debera ser evaluada durante el desarrollo del método analitico.

Tabla 3. Propuesta de programa de temperatura y flujo de gas para cuantificacion de cadmio.
Etapa Temperatura | Tiempo de mantenimiento | Tiempo de rampa Flujo
Secado 90 30 15 Argén 0.2 L/min
Pirdlisis 700 20 10 Argén 0.2 L/min
Atomizacion 2100 5 0 Arg6n 0 L/min
Limpieza 2400 2 1 Argén 0.2 L/min

Sin embargo, una vez desarrollado el método no es posible emplearlo inmediatamente para la
determinacion del metal en cuestion, primero este debe ser evaluado y sometido a estudios de laboratorio
para asegurarse de que produce resultados validos y coherentes con el objetivo previsto, es decir, debe de
ser validado (78,105-108). Asi mismo, de acuerdo con la Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga
y el Delito, los métodos deben estar documentados y los analistas deberan recibir una capacitacion
adecuada y demostrar su competencia en su utilizacion antes de emplearlo (105).

6. Validacion del método

La validacion es un procedimiento para establecer, mediante estudios de laboratorio, pruebas
documentadas que demuestren cientificamente que un método analitico cumple con las caracteristicas de
desempefio adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas previstas (106—110).
Es decir, se realiza con la finalidad de demostrar empiricamente que es fiable y reproducible para producir
los resultados esperados. El proceso de validacion permite el conocimiento de las caracteristicas de
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funcionamiento del método y proporciona un alto grado de confianza en el mismo y en los resultados
obtenidos al aplicarlo (78).

6.1 Importancia de la validacion

Actualmente se llevan a cabo una gran cantidad de pruebas y mediciones en laboratorios con diversos
fines, entre los que destacan andlisis para la asistencia médica, controlar la calidad de agua potable y
alimentos, el analisis forense en las investigaciones criminales, entre otros, por lo que la mayor parte de
los aspectos de la sociedad se apoyan en el trabajo analitico. El costo para llevar a cabo dichas pruebas
es alto y pueden surgir costes adicionales considerando las decisiones tomadas a partir de los resultados
(78,111).

La importancia de las pruebas y mediciones antes mencionadas radica en que algunos ensayos pueden
derivar en indemnizaciones por reclamacién cuando se trata, por ejemplo, de los alimentos que son no
aptos para el consumo o aquellos ensayos que confirman la presencia de sustancias prohibidas que
pueden generar sanciones econémicas, asi mismo, las pruebas realizadas con fines de salud pueden tener
efectos negativos en la persona si se realiza un mal diagnostico, por lo que es importante hacer un analisis
correcto y ser capaz de demostrar que el resultado es fiables (78,111).

6.2 ;Cuando se debe realizar una validacién?

Se indica en el apartado 5.4.5.2 de la Norma ISO/IEC 17025 que el laboratorio debe validar los métodos
no normalizados, los métodos que disefia o desarrolla el usuario, los métodos normalizados usados fuera
de su @mbito de aplicacién, asi como las ampliaciones y modificaciones de los métodos normalizados, para
confirmar que los métodos son aptos para el fin previsto. La validacion debe ser tan amplia como sea
necesario para satisfacer las necesidades del tipo de aplicacion o del campo de aplicaciéon dados. El
laboratorio debe registrar los resultados obtenidos, el procedimiento utilizado para la validacion y una
declaracion sobre la aptitud del método para el uso previsto (112).

6.3. Caracteristicas de desempefio del método

De acuerdo con la ICH Q2(R1) de Validacion de procedimientos analiticos, el procedimiento de validacién
va dirigido a los cuatro tipos mas comunes de procedimientos analiticos (113):

e Pruebas de identificacién: tienen por objeto garantizar la identidad de un analito en una muestra.
Esto se consigue normalmente mediante la comparaciéon de una propiedad de la muestra con la
de un estandar de referencia.

e Pruebas cuantitativas y limite de contenido de impurezas: cualquiera de las dos pruebas pretende
reflejar con exactitud las caracteristicas de pureza de la muestra. Para una prueba cuantitativa se
requieren diferentes caracteristicas de validacién que para una prueba de limite.

e Pruebas cuantitativas del principio activo en muestras de sustancia o producto farmacéutico o de
otro(s) componente(s) seleccionado(s) en el producto farmacéutico: el ensayo representa una

medicion cuantitativa del componente o componentes principales de la sustancia farmacologica.
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En el caso del producto farmacéutico, se aplican también caracteristicas de validacion similares
cuando se ensaya el componente 0 componentes activos u otros seleccionados. Las mismas
caracteristicas de validacién pueden aplicarse también a los ensayos asociados con otros

procedimientos analiticos (por ejemplo, la disolucion).

Esta clasificacién es similar a la planteada en la Guia de Validacion de Métodos Analiticos editada por del

Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biologos de México, la Guia de Laboratorio para Validacién

de Métodos y Temas Relacionados de Espafa y la Guia Para La Validacién De Métodos Analiticos Y

Bioanaliticos de Brasil en las que se mencionan los siguientes (108,111,114):

Métodos para identificar el analito.

Métodos para cuantificar las impurezas.

Métodos para determinar el limite de impurezas.

Métodos para cuantificar el analito.

Y en el caso de la guia brasilefia plantea también las pruebas de rendimiento, como por ejemplo

de disolucion y liberacién de principio activo.

El objetivo del procedimiento analitico debe entenderse claramente, ya que esto regira las caracteristicas

de validacion que deben evaluarse como se muestra en la siguiente tabla obtenida de la Guia de Validacion

de Métodos Analiticos editada por del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biélogos de México

(108):
| PRUEBAS DE IMPUREZAS

PARAMETRO DE CONTENIDO/ | CONTENIDO/ LIMITE IDENTIFICACION
DESEMPERNO POTENCIA / VALORACION

VALORACION
PRECISION/ ADECUARILIDAD si si i *
DEL SISTEMA
LINEALIDAD DEL SISTEMA si si NO NO
ESPECIFICIDAD’ si sl SI 5]
EXACTITUD Y REPETIBILIDAD si sl NO NO
LINEALIDAD DEL METODO si sl NO NO
PRESICION DEL METODO O S si NO NO
PRECISION INTERMEDIA?
ESTABILIDAD ANALITICA® * * NO NO
DE LA MUESTRA
LIMITE DE DETECCION NO NO SI NO
LIMITE DE CUANTIFIC ACION NO S NO NO
ROBUSTEZ * * * NO
TOLERANCIA * * * NO

*Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.
Cada Guia de Validacion cuenta con una tabla similar donde se establecen las caracteristicas de

desempefio a evaluar dependiendo del tipo de método del que se trate. A continuacién, se enumeran las

caracteristicas tipicas de validacién que deben tenerse en cuenta.
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6.3.1. Exactitud

La exactitud es el grado de concordancia entre el resultado de un ensayo y el valor de referencia. Este se
evalla mediante el porcentaje de recobro considerando los resultados del analisis de las muestras y mide
el sesgo del método (58,108).

6.3.2. Precision

La precisién es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento
se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea del producto o de una sustancia
de referencia. Generalmente se expresa como la desviacion estdandar o como el coeficiente de variacién
(desviacion estandar relativa). La precision podra establecerse en términos de repetibilidad vy
reproducibilidad (58,105,108).

6.3.2.1. Repetibilidad

Refleja la precision de un método, cuando se desarrolla bajo las mismas condiciones, utilizando la misma

muestra, analizada por el mismo analista, en el mismo laboratorio, con los mismos equipos y reactivos y
durante una misma sesion de trabajo en un periodo corto. Se determina a partir de los resultado obtenidos
de la exactitud (porcentaje de recobro) y la linealidad del método (porcentaje de recobro) y de la relacion
de la concentracién adicionada contra la concentracion recuperada (58,115).

6.3.2.2. Precision intermedia

La reproducibilidad intralaboratorio (precision intermedia) expresa la variacion dentro de un mismo
laboratorio, cuando el método analitico se aplica en diferentes dias (minimo dos) y con diferentes analistas
(condiciones de precision intermedia). Se evalla por medio del coeficiente de variacion de todos los
resultados analiticos, el cual debe de cumplir con el criterio de aceptacion establecido (58).

6.3.3. Especificidad (Selectividad)

Este parametro se relaciona con el grado en que otras sustancias interfieren en la identificacion y, si

procede, en la cuantificacion de los analitos de interés. Mide la capacidad del método para
identificar/cuantificar los analitos en presencia de otras sustancias, endégenas o exégenas, en una muestra
de la matriz en las condiciones exigidas por el método (98),

Aunque la especificidad y la selectividad se consideran términos equivalente, algunos autores los
diferencian, considerando la selectividad como la capacidad de detectar simultanea o separadamente
sustancias quimicas diferentes presentes en una misma muestra y a la especificidad como la capacidad
de detectar el analito sin interferencias de otro compuesto (115).

Autoridades internacionales acreditadas (IUPAC, AOAC-I) han preferido el término “selectividad”,
reservando ‘“especificidad” para aquellos procedimientos que son completamente selectivos. La
demostracion de la especificidad, en el caso de ensayo, requiere que se pueda demostrar que el
procedimiento no se ve afectado por la presencia de impurezas o excipientes. En la practica, esto se puede
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hacer agregando productos con niveles apropiados de impurezas o excipientes y demostrando que el
resultado del ensayo no se ve afectado por la presencia de estos materiales extrafios (116).

6.3.4. Limite de deteccion

El limite de deteccién (LD) es la cantidad minima de analito en una muestra que puede ser detectada, pero
no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operaciéon establecidas. Esta solo indica que la
cantidad del analito es superior o inferior a la concentracion establecida. Se expresa generalmente como
la concentracion indicada en el método analitico (ppm, ppb, mg/g). El LD es un parametro sensible
pudiendo ser afectado por cambios menores del sistema analitico como por ejemplo la temperatura, pureza
de reactivos, o que el equipo no esté debidamente calibrado. Este limite se puede determinar por métodos
instrumentales o no instrumentales (58,108,117).

En los métodos instrumentales, se puede emplear el procedimiento basando en “la sefial-ruido” o el de
linealidad. En el primero, se evalla obteniendo las respuestas analiticas de muestras de concentraciones
conocidas del analito y “por el establecimiento de la respuesta analitica a una concentracién cero del analito
(blanco o matriz analitica sin analito) a la que comunmente se la llama “sefial-ruido”.

En la linealidad, es necesario generar una relacion de concentracion vs respuesta analitica, con al menos
tres niveles de concentraciones por triplicado, lo que permitira determinar la linealidad, estimar la pendiente
y una medida de error de la respuesta, como es la desviacion estandar de la regresién o de la ordena al
origen. En los métodos no instrumentales se puede determinar empleando el procedimiento de linealidad,
mencionado en el método instrumental (58).

6.3.5. Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LC), es la concentracion minima del analito, que puede ser determinada con
precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de operacion establecidas. Se puede determinar por
métodos instrumentales o no instrumentales (58,105).

En los métodos instrumentales se puede determinar empleando el procedimiento de la sefial- ruido o la
linealidad, mencionados en el punto anterior. Y para los métodos no instrumentales es necesario generar
una relacion concentracion adicionada vs respuesta analitica, con al menos tres niveles de concentracion
por triplicado, lo que permitird investigar la linealidad, estimar la pendiente y una media del error de la
respuesta analitica, como es la desviacion estandar de la regresion o de la ordena al origen(58).

6.3.6. Linealidad

La linealidad es la capacidad de un método de andlisis, dentro de un determinado intervalo, de dar una

respuesta o resultados instrumentales que sean directamente proporcionales a la concentracién del analito
(sin sesgo) que se habra de determinar en la muestra de laboratorio. El intervalo esta comprendido entre
las concentraciones superior e inferior del analito (incluyendo dichas concentraciones) y para el que se ha
demostrado que el analito es cuantificado con un nivel satisfactorio de precision, exactitud y linealidad,
cuando se aplica el método analitico (58,108).
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6.3.7. Otros parametros a evaluar

Asi mismo, existen otros parametros o caracteristicas a evaluar como la estabilidad de la muestra que se
evalla exponiendo el analito a condiciones de degradacion forzada, por otro lado, si el analito se encuentra
en matrices complejas se suelen utilizar modificadores de matriz por lo que también se debe considerar su
efecto dentro del proceso de validacién. Finalmente, también debe considerarse la estabilidad de la
solucion de referencia y de las muestras a utilizar (118).

Cada guia de validacion cuenta con criterios de aceptacion y métodos distintos para realizar la evaluacion
de las caracteristicas de desempefio, a continuacién, se muestra una tabla dénde se comparan los métodos
y criterios de las distintas guias de validacion y en el apartado nimero 7 se planted una propuesta de

protocolo de validacion dénde se aplica cada caracteristica de desempefio:
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Tabla 4. Métodos y criterios de aceptacion para evaluar las caracteristicas de desempeino de un método.

Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (FEUM)

Guia de Validacion de Métodos Analiticos
Editada por el Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos de México.

Exactitud

¢ Como se
determina
2

Puede determinarse por la aplicacién del
método analitico, a placebos o muestras
adicionadas  preparados de  manera
independiente, al menos por sextuplicado,
obtenidas de acuerdo con un procedimiento
especifico. Dichas muestras deben contener
todos los componentes del producto y
ademas se debe adicionar la concentracién
del analito que represente el 100%.

Se preparan 6 muestras adicionadas del analito
hasta completar el 100% de este en la muestra
(por ejemplo: 15, 30, 45, 60, 75, 100%) y con el
método se determina el contenido del analito. El
mismo analista analizara las muestras
adicionadas usando como referencia la sustancia
empleada en la adicion de la muestra.
Determinar la cantidad recuperada del analito y
el porcentaje de recobro.

¢Como se
evalua?

Se evallia mediante el porcentaje de recobro
(cociente porcentual de la concentracion
recuperada entre la concentracion
adicionada).

Se determina mediante el coeficiente de
variacion y el intervalo de confianza del
porcentaje de recobro.

Criterios
de
aceptacion

Un método estadistico que demuestre que la
magnitud del sesgo es cero, indica que el
método es exacto.

El intervalo de confianza debe de incluir el 100%
6 que el promedio aritmético del % de recobro se
incluya en el intervalo:

98-102% si el método es cromatografico o
volumétrico

97-103% si el método es quimico o
espectrofotométrico

95-105% si el método es microbioldgico.

El CV: no debe de ser mayor de 2% si es método
es cromatogréfico o volumétrico, no mayor del
3% si es quimico o espectrofotométrico y no
mayor del 5% si es microbiolégico
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A partir de una sustancia de referencia, el analista debe preparar por lo menos seis soluciones
que representen el 100 % de la cantidad o concentracién del analito en la muestra, ya sea, por

coeficiente de variacidon del porcentaje de
recobro del analito, y con el coeficiente de
variacion de la relacion concentracion
recuperada contra concentracién adicionada.

(égt?arnc:i:g dilucién o por pesadas independientes y medir la respuesta dentro de una misma corrida analitica.
?
; COMO se Calcular el coeficiente de variacion de la respuesta analitica.
Precisiéon | ¢ .
ecisio evalua?
Este valor debe cumplir con un criterio | El coeficiente de variacion (CV) para métodos
Criterios previamente establecido en funcién de la | fisico-quimicos debe de ser < 1.5% y para
de naturaleza de la respuesta analitica. métodos biolégicos < 3%.
aceptacion
La repetibilidad se determina a partir de los
resultados obtenidos de la exactitud
; COmMo se (porcentaje de recobro) y de la linealidad del
getermina método (porcentaje de recobro) y de la
5 relacion de la concentracién adicionada
) contra la concentracién recuperada.
La repetibilidad se evalla en conjunto con la
Repetibili L& repetibilidad se evalia exactitud del método y mediante la misma -
dad a) E?] ol caso de la exactitud: Con el metodologia. Se evalla de la misma manera y ‘
. e o con los mismos criterios de aceptacion.
coeficiente de variacion del porcentaje de (
. recobro del analito. |
;,Com : :
og\?alt':)age b) En el caso de la linealidad: Con el
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La magnitud de Ila
satisfacer el

repetibilidad debe
criterio de  aceptacion

Cnt::os establecido, en funcién de la aplicacién
‘. analitica del método, de la naturaleza del
aceptacion | _. " .
sistema y de la complejidad del método, entre
otras.
Se determina por el andlisis de por lo menos | Analizar por triplicado una muestra homogénea | |
tres alicuotas, tomadas de una muestra | del producto que tenga un nivel cercano o igual | |
homogénea, para ser analizada en diferentes | al 100% (para contenido/potencia/valoracion) o | «
dias (minimo dos) por diferentes analistas | una muestra cuyo contenido este incluido en el |
£ Cémo se (minimo dos). int,ervalo Iineal_de concentracion de’Iinea_lIidad de |
determina método (para |mp_urezas)_ en dos dias diferentes |
P y por dos analistas diferentes. Reportar el | |
) contenido/potencia/valoracién del analito de | |
Precision todas las muestras. (
intermedi :
a [
¢Como se | Se evalla el coeficiente de variacion. |
evalua? (
Debe cumplir con el criterio de aceptacion 1
Criterios establecido. El coeficie,nFe de variaciQn _(CV) para métodos | |
de cromatograficos y vqlumetrlcos de,be_ de ser <
aceptacion 2%, para métodos quimicos o}
espectrofotométricos < %3 y para métodos
biologicos < 5%
Se debe determinar, la respuesta a | Establecer las posibles sustancias interferentes y
¢{Coémo se | componentes como: aditivos, sustancias | adicionar cantidades conocidas de éstas, solas o
determina | auxiliares, sustancias relacionadas | combinadas a la muestra y evaluar su respuesta
Especific ? estructuralmente al analito, etc. bajo las mismas condiciones de analisis.
idad
A Se evallia determinando si la respuesta del método solo se debe al analito.
¢, Como se
evalua?
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Criterios | La respuesta del método solo se debera al analito.
de
aceptacion
. Es posible determinar el limite de deteccion (LD)
En los métodos instrumentales, se puede | mediante diferentes metodologias:
emplear el procedimiento basando en “la | LD con base en sefal de Ruido.
. sefal-ruido” o el de linealidad. En el primero, | LD con base en curva de calibracién y desviacion
¢Como se | 5o evala obteniendo las respuestas | estandar de los blancos.
determina | analiticas de muestras de concentraciones | LD con base en la curva de calibracion y la
" conocidas del analito y por el establecimiento | desviacion estandar de regresion
: de la respuesta analitica a una concentracion | LD con base en la curva de calibracion y la
cero del analito (blanco o matriz analitica sin | desviacion estandar de la ordenada al origen
analito) a la que comunmente se la llama
“sefal-ruido”.
En la linealidad, es necesario generar una
relacion de concentraciéon vs respuesta | Cada metodologia plantea diferentes formas y
analitica, con al menos tres niveles de | criterios para evaluar el limite de deteccion.
concentraciones por triplicado, lo que
Limite de permitird determinar la linealidad, estimar la
deteccio pendiente (b) y una medida de error de la
n ¢ Como se | respuesta (S,), como es la desviacion
| estandar de la regresion (S_y ) o de la ordena
evalua? X
al origen (Sg).
Se emplea la formula LD = %(s")
En los métodos no instrumentales se puede
determinar empleando el procedimiento de
linealidad, mencionado en el método
instrumental. El criterio de aceptacion de LD con base en sefial
Criterios Ruido, debe ser menor a la especificacion de la
prueba de impurezas limite.
de Y el criterio de aceptacién de LD en base en
aceptacion curva de calibracion y desviacion estandar o

desviacion estandar de regresion o desviacion
estandar de la ordenada al origen, el coeficiente
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de determinacién (r?) = 0.98, intervalo de
confianza de la pendiente (IC(5;1)) no debe de
incluir el cero y debe ser menor a la
especificacion de la prueba de impurezas limite.
El limite de cuantificacion (LC), es la | LC con base en sefial de Ruido.
concentracién minima del analito, que puede | LC con base en curva de calibracion y desviacion
ser determinada con precisién y exactitud | estandar de los blancos.
¢Cémo se aceptables, bajo las condiciones de operacion | LC con base en la curva de calibracion y la
determina | establecidas. desviacion estandar de regresion
2 Se puede determinar por métodos | LC con base en la curva de calibracion y la
instrumentales o no instrumentales. desviacion estandar de la ordenada al origen
En los métodos instrumentales se emplea el
procedimiento de la sefal- ruido o la
linealidad, mencionados en el punto anterior.
Pero se utiliza la siguiente ecuacion:
LC = 10(S,)
¢Como se | Y para los métodos no instrumentales es
Limite de evalua? ne_ce_;sario generar una relacién qqncentracién
cuantific adicionada Vs respuesta analitica, ~con al
acién menos tres niveles de concentracion por
triplicado, lo que permitira investigar la
linealidad, estimar la pendiente y una media
del error de la respuesta analitica, como es la o y .
desviacién estandar de la regresion o de la El criterio de aceptacion para LC, es el mismo
ordenada al origen. que el de LD.
Criterios
de
aceptacion
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Linealida
d del
sistema

¢, Como se
determina
2

Se debe investigar la relacion concentracion-
respuesta en un intervalo que incluya al
menos 5 niveles, por triplicado, de la
concentraciéon del analito. El intervalo debe
incluir las concentraciones esperadas del
analito segun la aplicacion analitica del
método.

El analista debe preparar por lo menos por
triplicado 5 niveles de concentracién (intervalo)
de la solucion de referencia. La concentracion
central debe ser igual a la que se prepara la
solucion de referencia en el método o la que
represente el 100% en la muestra procesada
para su medicion. Medir la respuesta analitica
bajo las mismas condiciones de medicion,
reportar la relacion concentracion vs respuesta
analitica. Calcular b1, bo, r?, IC(B1).

b1: pendiente

bo: ordenada al origen

r2: coeficiente de determinacion

-
) (S Pl ) (5]

IC(B1): intervalo de confianza de la pendiente
IC(B1) = b1 £ t0.975.0-25b1

Skl = S\' Ix —I{FE
n

2x2—

G \/Z}’z—blzw—b{y

n—2
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*to.975, N-2 = Referirse al anexo 19 de la guia para
determinar el valor de la t de Student.

¢Como se
evalua?

Estimar los parametros del modelo basado en
métodos estadisticos (minimos cuadrados,
maxima verosimilitud, etc.).

Se evalla obteniendo el coeficiente de
determinacion y el intervalo de confianza de la
pendiente de la grafica que relaciona la
concentracion vs respuesta analitica.

Criterios
de
aceptacion

Deben establecerse criterios de aceptacion
para definir la calidad de ajuste al modelo, que
como minimo consideren un efecto
significativo del modelo, una magnitud minima
del coeficiente de determinacién o una prueba
estadistica de falta de ajuste

El coeficiente de determinacion (r?) = 0.98,

intervalo de confianza de la pendiente (IC(S;)) no
debe de incluir el cero.

Linealida
d del
método

¢&Como se
determina
2

Se realiza por lo menos a tres niveles de
concentracion del analito por triplicado.
Inicialmente es recomendable hacer una
grafica con los resultados obtenidos de la
concentracién adicionada  contra la
concentracion recuperada del analito y por
medio de su examen visual, determinar una
posible relacién lineal

Con el método se determina el contenido del
analito y se preparan 3 muestras adicionadas del
analito hasta completar el 100% de éste en la
muestra. Seleccionar dos niveles superior e
inferior de la cantidad del analito y preparar la
muestra adicionada por triplicado a cada nivel
manteniendo constante la cantidad de muestra
en los tres niveles Las muestras adicionadas se
analizan usando como referencia la sustancia
empleada en la adicibn de la muestra.
Determinar la cantidad recuperada del analito.
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¢Como se
evalua?

Calculando el coeficiente de determinacién
(r?), desviacién estandar de la regresion (Sy)
X

y el coeficiente de variacion de regresion
(CVy)
X

Se evalla con el (IC(8;1)) v (IC(By). Se debe
calcular by, bo, 12, (IC(B;), (IC(Bg) y CVyix
Calcular el porcentaje de recobro de cada
muestra adicionada y calcular la media aritmética
(y), la desviacion estandar (S), el coeficiente de
variacion (CV) y el intervalo de confianza de la
media(IC(p)) del porcentaje de recobro.

(IC(B,): intervalo de confianza para la ordenada
al origen.

IC(Bo) = bo % 19,975 528pe

1 (x]Z

.';}‘.rlu.l - I.Sjl' x [=—+ —_—

] X
50 2P
n
>
X=——-
n

CVyix: coeficiente de variacion de regresion.

Sy
CV}’.-“’X = Y7 X 100

y

DY

y
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(IC(p): intervalo de confianza de la media

S
IC =v+10975n-1——
(K)=y I

Criterios
de
aceptacion

Se debe de cumplir el criterio establecido en
funcion con el coeficiente.

1. Cantidad adicionada vs cantidad recuperada:
r’>0.98

El IC(B1) debe incluir la unidad

El IC(B0) debe incluir el cero

El CVy/x del porcentaje de recobro:

No mayor de 3% en método quimico o
espectrofotomeétrico

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

2. Porcentaje de recobro: El IC(u) debe incluir el
100% o el promedio aritmético del % de recobro
se incluya en el intervalo:

97-103% método quimico o espectrofotométrico

CV del porcentaje de recobro:
No mayor de 3% en método quimico o
espectrofotométrico

Robustez

¢&Como se
determina
2

Se deben establecer aquellos factores
instrumentales (temperatura de la columna,
presion en la columna, velocidad de flujo, etc.)
y/o factores no instrumentales (pH de fases,
volumenes de solventes organicos)

Establecer los  factores instrumentales
(temperatura y 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.

Reportar el contenido del analito en la muestra
de condiciones normal y distintas, expresadas
como %.
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Calcular la media aritmética de los tres
niveles (inferior, normal y superior) y la
diferencia absoluta porcentual de la media

Se evalua calculando Y0, y1, [dil.
y0: media aritmética de la condicién de operacion
y1: Media aritmética del andlisis de cada

¢ Como se aritmética de los niveles superior e inferior, | condicidn de operacion diferente a la condicion
evalia? comparada con el nivel normal; estos valores | normal
no deben exceder el criterio establecido. |di|: Diferencia absoluta de la media
aritmética de cada condicién respecto de la
media aritmética de la condicion normal.
Criterios Se d_gbe de cumpli_r _eI criterio establecido en |di|. < 3%, para métodos quimicos o
de funcién con el coeficiente. espectrofotométricos.
‘. No mayor a una magnitud preestablecida acore a
aceptacion LY .
la especificacién del analito en la muestra
Se deben establecer aquellos factores ajenos | Establecer los factores ajenos al equipo
al método como: diferentes equipos, lotes de | (diferentes equipos, lotes de reactivos) que se
reactivos, columnas, etc., que se puedan | presentan al reproducir el método en otras
¢ Como se | presentar al reproducir el método en otras | condiciones de uso. Fijar 2 condiciones de uso y
determina | condiciones. Fijar por lo menos dos | analizar la muestra por ftriplicado a cada
? condiciones y analizar una misma muestra | condicion. Reportar el contenido del analito en
por lo menos por triplicado a cada condicion. | todas las muestras
Toleranci Reportar los resultados de las muestras de las
a condiciones investigadas.
Calcular la media aritmética, desviacion | Calcular Y, S y Cv del
¢Como se | estandar (S) y coeficiente de variacién (CV) | contenido/potencia/valoracién.
evalia? | de todos los resultados de todas las
condiciones investigadas.
Criterios | Se debe de cumplir el criterio establecido en | CV < 3% para métodos quimicos o
de funcién con el coeficiente. espectrofotomeétricos
aceptacion
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6.3.9. Revalidacién de métodos

Si se realizan cambios importantes, se necesitara una validacién completa. Si un método se modifica
o se aplica en una situaciéon nueva (por ejemplo, una muestra de matriz nueva) se necesitara una
revalidacién o una verificacion, la revalidacion puede ser necesaria en las siguientes circunstancias
(105,107,110):

e cambios en la sintesis de la sustancia farmacéutica

e cambios en la composicién del producto terminado

e cambios en el procedimiento analitico
El grado de revalidacion necesario depende de la naturaleza de los cambios. Algunos otros cambios
pueden requerir también una validacion. La NOM-059-SSA1-2006 establece que una vez que se ha
logrado el estado -calificado/validado debe mantenerse a través de monitoreo de rutina,
mantenimiento, procedimientos y programas de calibracion, por lo que se debe efectuar una revisién
periodica de las instalaciones, sistemas y equipos y cuando un cambio afecte la calidad o
caracteristicas del producto, o sus componentes y/o proceso, debe llevarse a cabo una nueva

calificacién y/o validacion (119).
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7. Propuesta de protocolo de validacion

7.1 Resumen

El método para la cuantificacién de cadmio no es un método compendial, por lo que se requiere optimizar el
método y realizar la validacion del mismo. La validacién del sistema para el método de cuantificacién de cobre
considerara los parametros de: linealidad (sistema), precision (sistema, y precisién 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 Bibélogos de México, Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP), la Conferencia
internacional sobre armonizacion Q2-R1 (ICH: International Conference on Harmonisation), Reglamento
Técnico de Centroamérica (RTCA) 11.03.39:06 y de la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
Resolucion —RE N° 899, de mayo 29, 2003.
La validaciéon exitosa del método se demostrara mediante el cumplimiento de los criterios de aceptacién
establecidos, por lo que los resultados deben ser reproducibles y confiables para la cuantificacién de cadmio.
7.2. Objetivo
Demostrar que el método de cuantificacién de cadmio (Cd) en muestras biol6gicas por espectrofotometria de
absorcién atémica es adecuado y confiable bajo condiciones especificas, a través de evidencia documentada
generada de la evaluacion de datos experimentales
7.3. Alcance
Para fines de este protocolo s6lo considerara la validacion del método para la cuantificacién de Cd en muestras
biolégicas. Considerando como muestras biolégicas: plasma.
7.4. Responsabilidades
e Esresponsabilidad del Jefe del laboratorio proveer insumos, supervisar que el presente protocolo sea
cumplido, asi como revisar y autorizar el reporte de validacion.
e Es responsabilidad de los asesores revisar y autorizar el presente protocolo, asi como el reporte de
validacion.
e Es responsabilidad del analista ejecutar las pruebas de validacién y realizar la evaluacién de los
resultados cumpliendo lo descrito en este protocolo. Debera generar el reporte de validacion.

Elaboroé Reviso Autorizo
Elisa Deyaneira Valdez Mejia Dr. Sergio Montes Lépez Dr. Luis Camilo Rios Castarieda
Analista Investigador de Ciencias Médicas Jefe de Laboratorio Neuroquimica
APROBACION DE PROTOCOLO DE VALIDACION
7.5 indice
Definiciones 42
Materiales 42
Parametros de validacion 42
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Selectividad 43
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Control de cambios 47
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Referencias

47

7.6. Definiciones.

7.6.1. Linealidad: capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para obtener resultados
que sean directamente proporcionales a la concentracién del compuesto en la muestra
7.6.2. Selectividad: capacidad de un método analitico para diferenciar y cuantificar el analito en
presencia de otros componentes en la muestra.
7.6.3. Matriz biolégica: material de origen biolégico en el cual se encuentra la sustancia de interés
7.6.4. Precision: 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
7.6.5. Exactitud: concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia
7.6.6. |d|: Diferencia absoluta
7.6.7. NA: No aplica
7.6.8. r: Coeficiente de correlacién
7.6.9. r2: Coeficiente de determinacién
7.6.10. %RSD: Porcentaje de la desviacion estandar relativa (por sus siglas en inglés)
7.6.11. Valor P: Medida de significacién estadistica
7.6.12. ppm: Partes por millén
7.6.13. ppb: Partes por billén
7.7. Materiales
7.7.1. Se empleara como sustancia de referencia (para adicion de estandar) de cadmio una solucién
de calibracion grado puro para espectroscopia de absorcion atémica certificada (Perkin Elmer).
7.7.2. Todos los instrumentos y equipos serdn documentados en el reporte de validacién.
7.8. Parametros de validacion
7.8.1. Linealidad del sistema (con estandar)
7.8.1.1. Procedimiento

Solucion Stock de de Cadmio 40ug/L o 40ppb: Transferir 40 uL de solucién estandar de
referencia de cadmio (10,000 ppm) a un matraz volumétrico de 10 mL que contenga 5 mL de
HNO3 5%, mezclar y llevar a volumen con el mismo disolvente.

Solucion de Trabajo de Cadmio 0.2ppm: se transferiran 50 pL de la solucién Stock a un
matraz volumétrico de 10 mL y se llevara a volumen con &cido nitrico al 5%.

Solucion de Curva de Cadmio: se realizaran 5 soluciones distintas para cada concentracion
de la curva, para las cuales se tomaran alicuotas de 25, 50, 100, 200, 300 pL de la solucién
de trabajo y se transferiran a un matraz volumétrico de 10 mL y se llevara a volumen con
acido nitrico al 0.2%.

Modificador de matriz: transferir 0.1g de (NH4)2HPOy4, 0.25mL de Tritén x-100 y 0.1mL de
HNOg3 en un tubo Falcon y mezclar adecuadamente.

Se evaluara por triplicado cinco niveles de concentraciéon conocida: 0.5, 1, 2, 4 y 6 ppb. De
las soluciones de curva se transferiran alicuotas de 200 pyL de cada una y 800 pL del
modificador como se indica en la tabla 1.

Tabla 1. Linealidad del sistema

Répli Nivel | Alicuotadela | Volumen | Concentracié | Alicuotade | Alicuota de
cas (%) solucion de total ndela la solucion | Modificado
trabajo de (mL) solucion de de curva r de Matriz
Cadmio (pL) curva(ppb) (pL) (uL)
12.5% 25 0.5
25% 50 1
3 50% 100 10 2 200 800
12 100% 200 4
3 150% 300 6
Puntos control
3 80% 160 3.2
3 [ 120% 240 10 4.8 200 800
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7.8.1.2.

7.8.1.3.

7.8.1.4.

7.8.2.1.
7.8.2.1.1.

7.8.2.1.2.

7.8.2.1.3.

7.8.2.2.
7.8.2.2.1.

Condiciones de trabajo

Analizar a una longitud de onda de 228.8 nm y programar la siguiente rampa de temperatura

en el equipo de absorcién atomica.

Temperatura °C Tiempo de rampa (s) Tiempo de mantenimiento (s)
90 15 30
700 10 20
2100 0 5
2400 1 2

Reportar el valor de la pendiente, intercepto, r, 2, el valor P y representar graficamente la
relacion de la respuesta obtenida frente a la concentracién real en ppb, para cada linealidad

por separado. La concentracién real es la corregida con la potencia del estandar

Criterios de aceptacion

El coeficiente de correlacién para la relacion de la respuesta frente a la concentracion en ppb
debe ser r = 0.99; el intervalo de confianza para la pendiente ( IC(;)) no debe incluir el cero;

el intérvalo de confianza del intercepto = Debe incluir el cero.

Resumen de resultados de prueba de linealidad del sistema’
Coeficiente de correlacion (r): e Cumplio

e No cumplié
Intervalo de confianza para la pendiente ( IC(f5,)): e Cumplio

e No cumplié
Intérvalo de confianza del intercepto: e Cumplio

e No cumplié

Ver reporte de resultados para informacidon mas completa.

7.8.2. Especificidad

Selectividad
Procedimiento

Analizar de manera independiente una preparacién del estandar de trabajo, del disolvente
y el modificador de matriz verificando que la respuesta corresponda Gnicamente al analito.

Solucion Stock de de Cadmio 40ug/L o 40ppb: Transferir 40 pL de solucién estandar
de referencia de cadmio (10,000 ppm) a un matraz volumétrico de 10 mL que contenga 5
mL de HNO3 5%, mezclar y llevar a volumen con el mismo disolvente.

Solucion de Trabajo de Cadmio 0.2ppm: se transferiran 50 pL de la solucién Stock a
un matraz volumétrico de 10 mL y se llevara a volumen con &cido nitrico al 5%.
Solucion de Curva de Cadmio: se realizaran 5 soluciones distintas para cada
concentracion de la curva, para las cuales se tomaran alicuotas de 25, 50, 100, 200, 300
pL de la solucién de trabajo y se transferiran a un matraz volumétrico de 10 mL y se
llevara a volumen con acido nitrico al 0.2%.

Modificador de matriz: transferir 0.1g de (NH4)2HPOs, 0.25mL de Triton x-100 y 0.1mL
de HNOs en un tubo Falcon y mezclar adecuadamente.

Analizar de acuerdo a lo establecido en el punto 7.8.1.2.

Criterios de aceptacion
La respuesta del método solo se deberd a cadmio. El blanco no muestra sefal al
realizarse la correccidn con el blanco de la curva de calibracién.

Efecto de la matriz biologica

Procedimiento
Para realizar la validacion del método empleado para la cuantificaciéon de cadmio en
muestras bioldgicas se debe emplear el método de adicion de estandar.
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7.8.2.2.2.

7.8.2.2.3.

7.8.2.2.4.

7.8.2.3.

7.8.2.3.1.

7.8.2.3.2.

7.8.2.3.3.

7.8.2.3.4.

Plasma

Digestion de la muestra: Centrifugar las muestras de sangre a 3000 rpm durante 5
minutos y transferir el plasma a un tubo de ensayo. Agregar 1 mL de HNO 3 concentrado
y 640 pL, 800 pL o 960 pL de solucion que contenga 10 ppm de cadmio a muestras
independientes. Colocar en bafo de agua a 60°C durante 30 minutos. Transferir a un
matraz de 10 mL y aforar con agua desionizada.

Tomar una alicuota de 50 pL y colocar en un matraz volumétrico de 10 mL y llevar a
volumen con HNO 3 al 2%, realizar por triplicado. La concentracion adicionada de cobre
para cada muestra es 3.2 ppb, 4 ppb y 4.8 ppb respectivamente.

Blanco

Se empleara como blanco plasma, al cual no se le haya adicionado solucién estandar y
se haya dado el mismo tratamiento que a las muestras. Realizar por triplicado.

Para estimar el % de recobro de las muestras debera restar la cantidad de cobre obtenida
en el blanco.

Criterios de aceptacion

No interfiere en la cuantificacion de cadmio

Indicativo de estabilidad

El estandar sera expuesto a condiciones de degradacion forzada: hidrélisis acida, hidrélisis
béasica, oxidacion, degradacion térmica y luminica. Los resultados de las degradaciones
forzadas seran comparados contra las soluciones de las mismas caracteristicas que no
hayan sido sometidas a condiciones de degradacién forzada (solucién control), para obtener
la relacion de degradacion (estandar y muestra) o establecer el cambio de la sefal (placebo).
Preparar las siguientes soluciones como se indican a continuacion:

Preparacion de las soluciones control: Las soluciones del estandar se prepararan de
acuerdo a lo descrito en la seccién 7.8.2.1. Selectividad.

Hidrdlisis acida:

Estandar de cadmio:

Transferir 10 pL de solucién stock de cadmio (100 ppm) a un matraz volumétrico de 10
mL que contenga 5 mL de HNO3 0.2%, y adicionar 1 mL de HCI 1N y sonicar durante 30
minutos. Enfriar a temperatura ambiente, neutralizar adicionando 1 mL de NaOH 1N,
mezclar y llevar a volumen con HNO3 2%. Transferir una alicuota de 50 pL de la solucion
anterior y diluir a 10 mL con HNO3 0.2%.

Hidrdlisis basica

Estandar cadmio:

Transferir 10 pL de solucion stock de cadmio (100 ppm) a un matraz volumétrico de 10
mL que contenga 5 mL de HNO3 0.2%, y adicionar 1 mL de NaOH 1N y sonicar durante
30 minutos. Enfriar a temperatura ambiente, neutralizar adicionando 1 mL de HCI 1N,
mezclar y llevar a volumen con HNOz 0.2%. Transferir una alicuota de 50 uL de la solucion
anterior, diluir a 10 mL con HNO3 0.2% y mezclar.

Estrés oxidante

Estandar de cadmio

Transferir 10 pL de solucion stock de cadmio (100 ppm) a un matraz volumétrico de 10
mL que contenga 5 mL de HNO3 0.2%, y adicionar 1 mL de H20» 30% y sonicar durante
30 minutos. Enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con HNO3 0.2%. Transferir
una alicuota de 50 pL de la solucién anterior y diluir a 10 mL con HNO3 0.2%.

Degradacion luminica
Estandar de cadmio
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Transferir una alicuota de 10 pL de la solucion stock de cadmio. Dejar expuesto a la luz
blanca durante 24 horas.
Analizar de acuerdo a lo establecido en el punto 7.8.1 Linealidad del sistema.

7.8.2.3.5. Criterio de aceptacion
Indicativo de estabilidad: NA
Resumen de resultados de prueba de Especificidad'

Especificidad e Cumplié
e No cumplié

Cambio de senal (blanco)
Recobro en plasma (%)
Recobro hidrélisis acida (%)
Recobro hidrélisis basica (%)
Recobro estrés oxidante (%)
Recobro degradacién luminica

Wer reporte de resultados para informacion mas completa.

7.8.3. Precision del sistema
Determinar este parametro utilizando las seis preparaciones correspondientes al nivel del 100% de la
linealidad del sistema, realizar el célculo del %RSD para cadmio.

7.8.4. Precision intermedia

La precision intermedia sera realizada por dos analistas, quienes prepararan de manera independiente

la curva de calibracioén y soluciones.

7.8.4.1. Procedimiento
Se realizard un andlisis con 6 determinaciones por dia, en dos dias diferentes, siguiendo la
preparacion del estandar a una concentracién nominal del 100% como se indica en el
apartado 7.8.1. Linealidad del sistema de este protocolo. Programar el equipo para que cada
lectura se realice por triplicado.

7.8.4.2. Calcular el promedio del contenido en (%), desviacién estandar, el %RSD para cadmio por
cada analista, el promedio general (%), el %RSD general y el coeficiente de variacion (CV).

7.8.4.3. Criterios de aceptacion
Precisién del sistema: %RSD debe ser < 5.0 para % de contenido de cadmio.
Precision intermedia: %RSD de cada analista y el %RSD general, no debe ser mayor a 5.0
% para el % de contenido de cadmio.
Coeficiente de variacion (CV): Menor o igual al 2%

Resumen de resultados de prueba de Precision’

Precisién del sistema. e Cumplio
%RSD: e No cumplié

Precision intermedia. Analista 1

Promedio (%):

%RSD:

Promedio general:

CV:

Precision intermedia. Analista 2

Promedio (%):

%RSD:

Promedio general:

CV:

Wer reporte de resultados para informacion mas completa.
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7.8.5. Exactitud

Determinar este parametro con los resultados obtenidos de la linealidad, calcular el porcentaje de recobro
siguiendo para cada uno de los niveles con la siguiente férmula:

mg de cobre recuperados

%Recobro= x 100

7.8.5.1.

mg de cobre adicionados

Criterio de aceptacion

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

Resumen de resultados de prueba de Exactitud’

Exactitud e Cumplio
e No cumplié

Recobro (%):

Recobro general (%):

%RSD:

Coeficiente de variacién de porcentaje de
recobro (CV):

7.8.6. Robustez
7.8.6.1.

7.8.6.2.

7.8.6.3.

7.8.6.4.

"Wer reporte de resultados para informacion mas completa.

Estabilidad de la solucion y muestra biologica

En esta prueba se analizaran 2 muestras (plasma) y 2 estandares, con la siguiente variacién
en la preparacion:

Solucion Stock de de Cadmio 100ug/L o 100ppb: Transferir 100 pL de solucién estandar
de referencia de cadmio (10,000 ppm) a un matraz volumétrico de 10 mL que contenga 5 mL
de HNO3 0.2%, mezclar y llevar a volumen con el mismo disolvente.

Solucion de Trabajo de Cadmio: se realizaran 5 soluciones de trabajo, una por cada
concentracién, para las cuales se tomaran alicuotas de 25, 50, 100, 200 y 300uL, se
transferira a un matraz volumétrico de 10 mL y se llevara a volumen con &cido nitrico al 0.2%.

Procedimiento
Al finalizar la preparacion de las soluciones, los estandares y las muestras seran divididos en
matraces de 10 mL. Posteriormente, almacenar a temperatura ambiente y refrigeracion (4-
5°C). Se analizaran al tiempo inicial (matraz 1) y a las 48 horas (matraz 2). Programar el
equipo para que cada lectura se realice por triplicado.

Preparacion de la muestra bioldgica

Ciclos de almacenamiento:

Una vez extraida la muestra de sangre almacenar a -70°C.

Realizar el analisis y la digestion como se indica en el punto 7.8.2.2.2. (adicionar 4 ppb de
cadmio) 24 h y 48 después de su almacenamiento (1 muestra de sangre por dia).
Comparar los resultados con los obtenidos en los obtenidos en el punto 7.8.2.2.2.
Criterio de aceptacion: NA

Resumen de resultados de prueba de Robustez’

Estabilidad de la Temperatura ambiente |d| 24 horas:
solucion Temperatura refrigeracion |d| 24 horas:
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Tiempo de 24 horas, % recobro:
congelacion 48 horas, % recobro:

7.9. Control de cambios

Numero de cambio Realizé Descripcion del cambio

12 Edicién Tu nombre Emision original

7.10. Referencias
7.10.1. Guia de validacion de métodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos de México.
7.10.2. Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria Resolucion (ANVISA)
7.10.3. International conference on hamonization validation of analytic procedures (ICH Q2-R)
7.10.4. Turcios, J. (2010). Determinacion cuantitativa de arsénico, cobre, plomo y cadmio en
(brasica oleracea) bréocoli que se cultiva en la parcela San José, Tecpan municipio

de Chimaltenango. Disponible en: https://biblioteca-
farmacia.usac.edu.gt/TesissMAGEC40.pdf
7.10.5. Robledo,L . Castario, A. (2012). Validacién de la metodologia para el analisis de los

metales cadmio y plomo en agua tratada por absorciéon atémica con horno de grafito
en el laboratorio de andlisis de aguas y alimentos de la universidad tecnoldgica de
Pereira. Disponible en:
http://repositorio.utp.edu.co/dspace/bitstream/handle/11059/3145/5430858R666. pdf
?sequence=1&isAllowed=y

Conclusiones

Debido a que el cadmio se encuentra ampliamente distribuido en el ambiente y los efectos
a la salud pueden llegar a ser muy graves, es de suma importancia desarrollar métodos
adecuados para la cuantificacién de cadmio con el objetivo de monitorear su presencia y
evitar dafos a la poblacion. Para realizar el desarrollo de estos métodos es necesario elegir
aquel que mejor se adapte a las necesidades del estudio a realizar y los recursos con los
que se cuente y una vez elegido se debe conocer cada parametro a controlar dentro del
método para sacar el mejor provecho a cada técnica, posteriormente, ya que se ha
desarrollado el método se debe realizar la validacién correspondiente para asegurar que
tanto el método como los resultados obtenidos son fiables.
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