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1. RESUMEN

En el convenio de Minamata sobre el mercurio se reconoce que este es un producto
guimico de preocupacién mundial debido a su transporte a larga distancia en la atmdsfera,
su persistencia en el medio ambiente tras su introduccién antropdgena, su capacidad de
bioacumulacion en los ecosistemas y sus importantes efectos adversos para la salud
humana y el medio ambiente (Minamata. 2014). Tomando en cuenta la problematica
global de dicho elemento el laboratorio de Toxicologia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala monitorea valores de mercurio en muestras de orina a personas que lo
soliciten.

La validacién de un método es, bdsicamente, el proceso de definir los requerimientos
analiticos y confirmar que este tiene capacidades consistentes con el fin requerido. Es
decir, la validacién es la confirmacidn mediante examen y provisién de evidencias
objetivas de que se cumplen los requisitos particulares para un uso determinado.
Inherente al concepto de validacién se encuentra, por tanto, la necesidad de evaluar las
caracteristicas de funcionamiento del método, que comprenden la selectividad, los limites
de deteccidn y cuantificacién del método, el intervalo de trabajo, la sensibilidad analitica,
la veracidad, la precisién, la robustez y la incertidumbre de medida (INSHT. 1996). De
modo que el laboratorio del Departamento de Toxicologia de la Escuela de Quimica
Farmacéutica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala propuso la validacién del método de cuantificacion de mercurio en
orina por espectrofotometria de absorcién atémica con celda de vapor frio (FIAS);
evaluando los pardmetros de desempeiio analitico: linealidad, exactitud, precision,

repetibilidad, limite de deteccidn, limite de cuantificacion y el rango de trabajo.

La linealidad del método y la linealidad del sistema en el intervalo de concentraciones de
mercurio evaluadas, obtuvieron un valor del coeficiente de correlaciéon en la curva con
estdndares acuosos (r) de 0.99984 y el coeficiente de determinacién (r?) de 0.9968

mientras que los resultados de las muestras fortificadas con mercurio presentaron un



coeficiente de correlacidn (r) de 0.9999, un coeficiente de determinacidn (r?) de 0.99994
de manera que el andlisis de varianza indica que existe una relaciéon directamente
proporcional entre la respuesta del equipo y la concentracion de mercurio, con un nivel
de confianza del 95%.

En la determinacién de la exactitud del método, el porcentaje de recuperacion promedio
para las diferentes concentraciones evaluadas fue de 103.56%, estableciendo un rango en
valores que van desde 74.3% a 119.3%, observando el rango de valores que se obtuvo al
evaluar dicho pardmetro se obtiene la cercania entre el valor que es aceptado, establecido

por un estandar de referencia y el valor experimental.

Durante la evaluacién de la precisidn y la repetibilidad del método analitico se demuestra
qgue el método al ser efectuado por cualquier analista, cualquier dia y con cualquier
muestra, es un método preciso ya que posee un elevado grado de concordancia entre los
resultados generados. Los resultados al evaluar el perfil de precisién demostraron que los
coeficientes de variacion son vélidos debido a que son menores al 2%, lo que demuestra

la buena repetibilidad del método analitico.

Se determind que los resultados obtenidos por la metodologia analitica muestran alta
concordancia individual para concentraciones mayores al limite de deteccidn el cual fue
de 0.4144 pg/L, es decir que esta es la concentracion minima que el equipo puede detectar
pero no cuantificar a través de esta metodologia analitica. A partir del andlisis cuantitativo
se determiné el limite de cuantificacién obteniendo un valor de 1.3814 pg/L de mercurio
en orina, de este modo se sabe que a concentraciones que se encuentren menores al
limite establecido de cuantificaciéon no se puede asegurar resultados exactos y precisos. El
rango de concentracién en el cual las cuantificaciones analiticas se trabajaron fue de 0.743
ug/L como limite inferiory 13.45 pg/L como limite superior de mercurio en orina; tomando

en cuenta este amplio rango se generan resultados precisos, exactos y con linealidad.



La presente investigacion validé el método de determinacion de mercurio en orina
utilizando la técnica de espectrofotometria de absorcién atémica con celdas de vapor frio
(FIAS), y asegura que los resultados que esta metodologia genera, son resultados exactos,
precisos y sobretodo confiables, en el momento de determinar mercurio en intoxicaciones

o posibles intoxicaciones.



2. INTRODUCCION

El uso del mercurio a lo largo de la historia de la humanidad le otorga a este elemento
elevada importancia comercial, se presentan multiples y variadas aplicaciones como lo
son: la metalurgia de oro y plata, el uso en la fabricacién de amalgamas dentales
principalmente, productos farmacéuticos, plaguicidas, fungicidas, baterias, ademas de su
uso mas comun en la fabricacion de barémetros, termdémetros, mandémetros,
esfigmomandmetros, entre otros. Debido al amplio uso del mercurio en un gran nimero
de industrias, encontramos un incremento en el nimero de intoxicaciones por este
elemento tan peculiar.

El mercurio es un metal pesado y su presencia en el cuerpo humano resulta toxica a partir
de ciertos niveles criticos que dependen fundamentalmente, de un conocimiento de las
relaciones dosis-efecto y dosis-respuesta. Asimismo, depende del conocimiento de las
variaciones en la exposicidn, absorcidn, metabolizacidn y excrecidn en cualquier situacion
dada. Con respecto al modelo toxicocinético de eliminacién, la eliminacién del téxico se
realiza desde los compartimientos central, periférico y el cuarto compartimiento. El
compartimento central estd formado por todos los érganos, menos rifién e higado. El
compartimento periférico esta constituido por el rifiédn, que acumula Hg por mayor tiempo
y lo aclara muy lentamente. En este compartimento periférico se incluye los procesos de
filtracion glomerular, secrecién biliar y secrecién por la mucosa intestinal. El cuarto
compartimento es el depdsito per se y es el punto final antes de su excrecidn; lo integran

orina, heces, pelo y uiias (Ramirez, 2008).

El riesgo mayor para la salud humana derivado de la presencia del mercurio en la
naturaleza se centra en la exposicion ocupacional a este metal, y es alli donde el
diagndstico para la intoxicacion con este metal es vital para abordar su tratamiento y los
cuidados que se deben tener en el transcurso de la intoxicacién. El diagndstico diferencial
del hidrargirismo radica en la cuantificacidon del mercurio en muestras de orina no mayor
de 24 horas, de manera que los profesionales de la salud involucrados en los casos de

intoxicacidn deben actuar rapidamente para contrarrestar la toxicidad de este metal.



Para administrar un tratamiento adecuado dentro de las intoxicaciones con mercurio ya
sea aguda o crénica, hay que partir de la premisa, que un téxico como el mercurio, produce
lesiones irreversibles a nivel del sistema nervioso. Cualquier tratamiento que se
administre en un periodo florido de la intoxicacidn, tendrd pocas posibilidades de éxito.
Por tanto la actuacion correcta por parte de los profesionales y autoridades de la salud

debe tener un marcado caracter preventivo.

La cuantificacidn de mercurio en sangre y en muestras de orina son una de las principales
herramientas de diagndstico para las intoxicaciones que presenta la exposicion o ingesta
de mercurio. Por tal motivo los métodos por los cuales el mercurio se cuantifica deben
arrojar resultados confiables para las personas encargadas del diagndstico y tratamiento
de dicha intoxicacién y se pueda emitir un diagndstico certero. Dichos resultados por parte
del método de andlisis cuantitativo de mercurio, solo se pueden lograr si el método de
cuantificacidon se encuentra validado. La validacién de un método analitico no es méas que un
procedimiento para establecer pruebas documentadas que demuestren cientificamente
gue un método analitico tiene las caracteristicas de desempefio y que ademas son
adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas,
tomando en cuenta que la validacion genera confianza en el momento de obtener

resultados generados por algun instrumento analitico basado en un método de anilisis.

El laboratorio del Departamento de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala brinda el servicio de diagndstico
del hidrargirismo por medio del analisis de muestras de orina, utilizando el método de
espectrofotometria de absorcién atémica con celda de vapor frio (FIAS); se considera que
el método analitico mencionado anteriormente debe estar validado ya que es muy
importante, tomando en cuenta que evaluando los parametros de desempefo analitico:
linealidad, exactitud, precision, repetibilidad, limite de deteccién, limite de cuantificacién
y el rango, dentro de la validacién del método se lograran emitir resultados exactos y
precisos, que sean reproducibles para generar un alto grado de confianza en la

cuantificacion de mercurio.



3. ANTECEDENTES

3.1. Investigaciones previas

La cuantificacion de mercurio ya se ha realizado en varias ocasiones dentro de las
instalaciones del Laboratorio del Departamento de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, asi como como en el
pais, de manera que se ha utilizado la espectrofotometria de absorcién atémica con celda
de vapor frio (FIAS), siendo un método valido para la cuantificacién de dicho elemento. En
el ambito internacional también ha generado un gran nimero de métodos y variaciones
de los métodos relacionados en la determinacién de mercurio, y la forma de llevar a cabo

los ensayos.

Bolafios, Y., et. Al. En 2016 validaron el método de determinacién de mercurio en muestras
de sedimentos y tejidos bioldgicos, en el cual utilizaron un Analizador Directo de Mercurio
(DMA-80), obteniendo resultados estadisticamente coherentes en su validacién. (Bolafios,

2016).

Castillo, J.C., et. al. En el 2012 determinaron y cuantificaron el mercurio en termoformados

y peliculas flexibles biodegradables elaboradas a partir de yuca (Manihot esculenta Crantz)

por espectrometria de absorcion atémica, realizando la estandarizaciéon del método, para

obtener resultados precisos y confiables. (Castillo, 2012).

En Ecuador en el afio 2011, Alarcén, C.F, valido el método analitico para la determinacién
de mercurio en muestras de agua natural, residual y de consumo por medio de
espectroscopia de absorcién atdmica con técnica de vapor frio (FIAS), haciendo énfasis en
gue la validacion del método antes mencionado posee alto valor en la cuantificacion de

mercurio (Alarcén, 2011).

En la tesis de Maestro en Biociencias presentada por Hurtado, R.G., en el 2010, se
determiné los niveles de mercurio en el higado y el musculo de tiburones provenientes de
las pesquerias de Sonora y Sinaloa, México. Utilizando el Método FIAS para la

cuantificacién de metal (Hurtado, 2010).



Rouanet, A.V., en el 2007 determind y cuantificé el mercurio en tejido muscular de

Cichlasoma _managuense del lago de Amatitldan, por espectrofotometria de absorcién

atdmica con vapor frio (Rouanet, 2007).

Escriba, C.M., Soto, M., Garcia, J.A, en el afio 2007 realizaron la cuantificacién de mercurio
(Hg), por la técnica de espectrofotometria de absorcién atémica con celda de vapor frio
(FIAS), en muestras de carne de tiburdn provenientes de las costas del Atlantico y Pacifico

de la republica de Guatemala (Escribd, 2007).

La experiencia que se presenta en el Laboratorio del Departamento de Toxicologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala
con relacién a la determinacién de mercurio es muy amplia, como en el 2006, cuando
Carrillo, R., estudio la exposicion ocupacional al mercurio en estudiantes de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, siendo este un estudio basal

(Carillo, 2006).

Los niveles de concentracidon de mercurio se han obtenido utilizando espectrofotometria
de absorcidén atdmica con técnica de vapor frio en distintos tipos de matriz. Por ejemplo,
se ha realizado la evaluacidn de los aspectos basicos del sistema de calidad implantado en
el laboratorio de riesgos quimicos del Instituto Nacional de Salud de los Trabajadores

(INSAT) de la Habana - Cuba en el afio 2005 (Novas et al, 2006).

Palma, O.A, en el 2005 determina la concentracion mercurial en orina de odontélogos
profesionales de la Ciudad de Guatemala y la relacién con el cumplimiento de medidas de

proteccion para evitar la contaminacidon mercurial (Palma, 2005).

En Alemania se realizé un estudio para poder cuantificar los niveles de mercurio en nifios,
realizado en muestras de orina, cabello, utilizando diferentes técnicas analiticas entre ellas
la espectroscopia de absorcién atdmica acoplada al sistema FIAS, todo esto llevado a cabo

por Pesch, A, et. al. en el afio 2002 (Pesch, 2002).



4. JUSTIFICACION

Debido a los altos niveles de contaminacién quimica que se encuentran tanto en el medio
ambiente como en las industrias en la actualidad, es importante que las técnicas aplicadas
en el diagndstico de intoxicaciones por mercurio sean veraces y que los resultados
obtenidos a través de estas técnicas confirmen la sintomatologia de la intoxicacion.
Tomando un enfoque en la vigilancia de los niveles de mercurio dentro del area

ocupacional y en la poblacién en general.

Los ultimos avances desarrollados en la quimica analitica aportan un gran ndmero de
analisis especificos, los cuales son utilizados por la Toxicologia para la deteccion y
cuantificacién de un amplio nimero de elementos quimicos en medios bioldgicos. Los
analisis toxicoldgicos en Guatemala ayudan a generar un diagndstico diferencial, con lo
cual los profesionales de salud pueden abordar las intoxicaciones con un alto grado de

confianza y también pueden emitir un tratamiento adecuado en contra de ellas.

La presente investigacion validé el método de determinacién de mercurio en orina,
utilizando la técnica de espectrofotometria de absorcién atémica con celdas de vapor frio
(FIAS), en donde se asegura que los resultados que esta metodologia genera, son exactos,
precisos y sobretodo confiables, en el momento de determinar mercurio en intoxicaciones

agudas o crénicas.



5. OBIJETIVOS
5.1. Objetivo General
Validar el método de cuantificacion de mercurio en orina por

espectrofotometria de absorcién atdmica con celdas de vapor frio (FIAS).

5.2. Objetivos Especificos
5.2.1. Corroborar que el método analitico utilizado para la cuantificacién de
mercurio en orina proporciona datos confiables.
5.2.2. Demostrar la linealidad del método de cuantificacion de mercurio.
5.2.3. Demostrar la exactitud del método de cuantificacién del mercurio.
5.2.4. Demostrar la precisidon del método de cuantificaciéon de mercurio.
5.2.5. Evaluar la repetibilidad del método.
5.2.6. Determinar los limites de deteccidn y los limites de cuantificacion para el

método evaluado.
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6. HIPOTESIS

El método de cuantificacion de mercurio en orina por espectroscopia de absorcién
atdmica con celdas de vapor frio (FIAS) utilizado en el laboratorio del Departamento
de Toxicologia de la Escuela de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, cumple con los
pardmetros de desempefio analitico: linealidad, exactitud, precision, repetibilidad,

limite de deteccion, limite de cuantificacion y el rango.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1. MATERIALES

7.1.1. Universo
Metodologias utilizadas para la determinacién y cuantificacion de mercurio por

espectrofotometria de absorcién atémica con celdas de vapor frio (FIAS).

7.1.2. Muestra
Muestras de orina con diferente concentracion de estandar de mercurio
preparadas en el Laboratorio del Departamento de Toxicologia de la Universidad

de San Carlos de Guatemala.

7.1.3. Recursos
7.1.3.1. Recursos Humanos
7.1.3.1.1. Investigador: Br. Victor Hugo Soto Gramajo
7.1.3.1.2. Asesora: MSc. Carolina Guzman Quilo.

7.1.3.1.3. Revisora: MA. Aylin Santizo Juarez

7.1.3.2. Recursos Institucionales
—  Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.
—  Departamento de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia en la Universidad de San Carlos de
Guatemala.
—  Laboratorio del Departamento de Toxicologia de la Universidad

de San Carlos de Guatemala.
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7.1.4. Equipo e instrumentos
Espectrofotometro de absorcién atémica marca Perkin Elmer, Modelo A- Analyst
700.
Automuestreador Perkin Elmer, Modelo S10.
Sistema de inyeccidn en flujo —FIAS- Perkin ElImer, Modelo 100.
Ldmpara de mercurio.

Refrigeradora

7.1.5. Material y Cristaleria

Recipientes PET (Polietileno Tereftalato)

—  Baldén volumétrico de 10y 100 mL

—  Pipetas de vidrio graduadas de 10 mL

—  Pipetas de émbolo

—  Puntas para pipetas de émbolo

—  Frascos de reaccién de polipropileno con forma cénica interna especial
—  Guantes de latex.

—  Campana de extraccion.

7.1.6. Reactivos y Materias Primas
—  Agua destilada
—  Acido Clorhidrico
—  Acido Sulfurico
—  Acido Nitrico
—  Cloruro de Estafio
—  Peroxodisulfato
—  Permanganato de Potasio
—  Octanol
—  Estdndar de mercurio

—  Gases: Acetileno y Aire comprimido
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7.1.7. Papeleria y equipo

—  Computadora

—  Memoria USB

—  Hojas de papel

— Impresora

— Tinta

—  Fotocopias

—  Folder con gancho
—  Teléfono

—  Gasolina

7.2. METODOS

7.2.1. Preparacion de la muestra:
Se necesita orina de 24 horas, la que debe almacenarse en un recipiente PET.
Al ingresar al laboratorio INMEDIATAMENTE deben tomarse en recipientes
del mismo tipo 50 mL de orina a los que se agregan 0.05 g de peroxodisulfato
como preservante del metal. Almacenar en refrigeradora (si no se realiza

pronto el analisis, congelar).

7.2.2. Preparacion de disoluciones reactivas
7.2.2.1. Disolucién estandar intermedia de mercurio 100 mg/L (1 ng/uL):
Medir 1 mL de la disolucién stock comercial de mercurio y transferir a

un balén volumétrico de 10 mL. Aforar con la mezcla de acidos

7.2.2.2. Disolucién estandar de trabajo de mercurio 1 mg/L (1 ug/mL 6 1
ng/uL):
De la disolucién anterior, tomar 0.1 mL y transferir a un baldn

volumeétrico de 10 mL. Llevara volumen con mezcla de acidos.
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7.2.2.3. Permanganato de potasio al 5 %:
Pesar 5 g de permanganato de potasio, transferir a un balén volumétrico
de 100 mLy aforar a 100 mL con agua.

7.2.2.4. Acido sulfurico y acido nitrico al 1.5 % v/v:

Medir 1.5 mL de acido nitrico y 1.5 mL de acido sulfurico y trasferir a un

balén volumétrico de 100 mL. Llevar a volumen con agua
destilada.
7.2.2.5. Cloruro de estafio al 5% p/v en acido clorhidrico al 10 % v/v:

Preparar con la cantidad de HCl en total, se pesa la cantidad de Cloruro

de Estano, se agrega el

transparente, dejar enfriar y llevar a volumen.

7.2.3. Procedimiento

acido y se calienta hasta que se disuelva y esté

7.2.3.1. En copas PET selladas e identificadas, agregar:
Estandar Estandar | Estandar | Muestra Muestra Blanco
1pug/L 2 ug/L 3 ug/L control
Orina de 24 horas -- -- -- 5mL 5mL --
Agua destilada 5mL 5mL 5mL -- 4.5 mL 5mL
Mezcla de acido 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL
sulfarico y acido nitrico
al 1.5% v/v
Disolucidon estandar de
trabajo de Mercuriol 10 uL 20pL 40 pL -- 20 uL --
mg/L (1 pg/mL en
mezcla de acidos)
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Agitar. El octanol y el permanganato de potasio, se agregan a cada copa, segundos antes de

ensamblarla al dispositivo generador de hidruros-vapor frio.

Octanol 1 gota

1 gota

1 gota

1 gota

1 gota

1 gota

Permanganato de | 3-6 gotas

potasio al 5% p/v

3-6 gotas

3-6 gotas

3-6 gotas

3-6 gotas

2 gotas

7.2.4. Calculos

7.2.4.1. Muestra: El resultado de las lecturas de las muestras se multiplica

por dos.

7.2.4.2. Muestra Contaminada para calcular porcentaje de recuperacion:

Lectura muestra contaminada - lectura ppm muestra tal cual/0.5x100= % de

Recuperacion.

7.2.5. Resultado: Se expresan en pg %.

7.2.6. Parametros analiticos recomendados para la lectura de mercurio con

Cloruro de Estaiio en el Equipo FIAS 100.

PARAMETROS:

Técnica: Absorcion atdmica AA

Longitud de Onda: 253.7 nm

Tiempo de Integracion: 20 segundos

Proceso de datos: 19 puntos

Temperatura de la celda: 100°C.




16

7.3. DISENO DE LA INVESTIGACION

7.3.1. Linealidad:

Se determina a partir de la relacién lineal entre la sefial del equipo y la
concentracion de mercurio encontrada, mediante la evaluacion de 7 estandares
realizando tres réplicas por cada uno de ellos. Los datos se someten a un anlisis
regresion lineal el cual se evallia por medio del coeficiente de determinacién r?y
analisis de varianza. (Departament of Health and Human Services, Food and Drug
Administration, Center for Drug Evaluation and Research and Center for
Veterinary Medicine, 2001). Ademas se grafican los residuales de la regresion para
observar si existe la posibilidad de encontrar sesgo y si los datos poseen una

distribucién normal.

7.3.2. Exactitud:

Se calcula mediante el porcentaje de recuperacion obtenido a partir de muestras
a 7 concentraciones diferentes y 3 réplicas de cada una, aplicando la siguiente
férmula: Cantidad encontrada (pug/dL) * (100%) / Cantidad original (ng/dL) = %
de recuperacion

Se evalla mediante la prueba de hipdtesis de la siguiente forma, aplicando a este
analisis la Prueba de T de Student para una muestra, de dos colas con un nivel de
confianza del 95%.

Ho: p= 100% (de recuperacion)

Ha: p # 100% (de recuperacion)

También se calculan los intervalos de confianza del 95% de la media del

porcentaje de recuperacion.

7.3.3. Repetibilidad:
Se evalla utilizando una sola muestra contaminada, evaludndola mediante 10

réplicas de la misma, bajo las mismas condiciones, sometiendo los resultados al
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calculo de media, desviacion estandar y coeficiente de variacidén el cual debe
corresponder a un valor < 5.0% (American Public Health Association, American

Waterworks Association, Water Environment Federation, 1998).

7.3.4. Perfil de precision:

A partir de las muestras contaminadas con mercurio con 3 réplicas cada una, se
calcula el coeficiente de variacién para cada una de las concentraciones
evaluadas. De tal forma se toman tres puntos por debajo del valor normal y otros
tres puntos por encima del valor normal, de manera que se utilizan
concentraciones con valores de 1, 2, 4, pug/L, un valor normal de 5 pg/L, ademas

de concentraciones con valores de 8, 10y 12 pg/L.

7.3.5. Limite de deteccion:
Se determina a partir de la menor concentracion de mercurio que puede
detectarse pero no necesariamente cuantificarse mediante la siguiente férmula:

30

Xi0p =
LOD S

Donde:
o = desviacion estandar de la respuesta del blanco
S = La pendiente de la curva de calibracién (Holcombe, H., Teddington, L.G, 1998.)

(Argentina. Organismo Argentino de Acreditacion OAA, 2008).

7.3.6. Limite de cuantificacion:
Se calcula a partir del valor menor del analito en la muestra, que puede ser

determinado con aceptable precision y exactitud. Aplicando la siguiente formula:

100

X100 =
LoOQ S

Donde:
o = desviacion estandar de la respuesta del blanco

S = La pendiente de la curva de calibracién



18

Criterio de precision de un CV=10% en el limite de cuantificacion. (Argentina.

Organismo Argentino de Acreditacién OAA., 2008).

7.3.7. Rango
Se determina a partir de la mayor a la menor concentracién de mercurio que
el equipo pudo detectar (Argentina. Organismo Argentino de Acreditacion

OAA., 2008).
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8. RESULTADOS
8.1. LINEALIDAD

Para la determinacién de la linealidad del método, se realizé una curva de calibracion
mediante la evaluacién de 7 estandares acuosos de mercurio a concentraciones 1, 2,
4,6, 8, 10, 12 ug/L, realizando tres réplicas por cada uno de ellos (Tabla 1), tomando
en cuenta que se determind la relacién lineal entre la sefial del equipo (Absorbancia)
y la concentracion de mercurio encontrada. Luego los datos al ser sometidos al analisis
de regresion lineal (Grafica 1), se obtuvo un coeficiente de correlacion (r) de 0.99984
y un coeficiente de determinacion (r?) de 0.9968 (Tabla 2). El anélisis de varianza
determind un valor de p menor a 0.05 (Tabla 3). Ademas se graficaron los residuales
de la regresidn para observar si existe la posibilidad de encontrar sesgo v si los datos

poseen una distribucién normal (Grafica 2).

Tabla 1. Valores de concentracion y absorbancia de los estandares acuosos

utilizados en la regresion lineal.

No. Concentracion Sefial (ABS) Promedio Promedio SD C.V¥%
sefial (ABS) Concentracion pg/L
1| blanco -0.001
2| blanco -0.001 -0.00133333 0.225
3| blanco -0.002 GE-04 -43.3
1|1 pg/L 0.005
2|1 pg/L 0.003 000466667 1.2759
3|1 pg/L 0.006 0.002 32735
1|2 pg/L 0.006
2|2 pg/L 0.007 000733333 1.885
3|2 pg/L 0.009 0.002 20.83
1] 4 pg/L 0.02
2|4 pg/L 0.008 0.01533333 3.561
3| 4 pg/fL 0.018 0.006 41.929
1|6 pg/L 0.028
2|6 pg/L 0.026 0.02633333 5.923
3|6 pg/L 0.025 0.002 5.8007
1|8 pg/L 0.034
2|8 pg/L 0.035 0.03433333 7.686
3|8 pg/L 0.034 GE-04 1.6816
1|10 pglL 0.04&
2|10 pg/L 0.046 004633333 10271
3|10 pg/L 0.047 GE-04 1.2461
1(12 pg/f 0.056
2] 12 pgL 0.054 0.055 12.169
3|12 pg/ 0.055 0.001 18182

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia.
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Tabla 2. Resultados estadisticos de la regresidn lineal en estandares acuosos

Datos Regresion lineal
Coeficiente de Correlacion 0.99984
R-cuadrada 99.968 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) 99.9627 porciento
Error estandar del est. 0.000395572
Error absoluto medio 0.000265208
Estadistico Durbin-Watson 1.40202 (P=0.0673)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 -0.048969

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en STATGRAPHICS centurién XVI.

Tabla 3. Analisis de varianza de la regresidn lineal de la recta de calibracién y sus

residuos.
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Modelo 0.00293751 1 0.00293751 18772.72 0.0000
Residuo 9.38864E-7 6 1.56477E-7
Total (Corr.) |0.00293844 7

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en STATGRAPHICS centurién XVI.

Grafica 1. Curva de regresion lineal con estandares acuosos

CURVA DE CALIBRACION CON ESTANDARES ACUOSOS
Absorbancia = -0.00161487 + 0.00467264*Concentracion pg/L

0.08
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-
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en STATGRAPHICS centurién XVI.



21

Grafica 2. Residuales tipificados de la recta de calibracion con estandares acuosos.
Absorbancia = -0.00161487 + 0.00467264*Concentracion pg/L
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en STATGRAPHICS centurién XVI.

A continuacidon se evaluaron muestras, con distintas concentraciones de mercurio en
orina; tomando en cuenta que el valor normal de mercurio en orina es 5 pg/L, se realizaron
determinaciones de tres niveles por debajo y tres por arriba de lo normal con tres réplicas

de cada nivel a distintas concentraciones 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 pg/L (Tabla 1) (ver Anexo 1).

Los resultados de las muestras fortificadas fueron corregidos previamente por la recta de
calibracion con estandares acuosos. Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de
regresion lineal (Grafica 3) obteniendo un coeficiente de correlacién (r) de 0.9999, un
coeficiente de determinacion (r?) de 0.99994, una pendiente (m) = 0.00613708 y un
intercepto (B) de 0.00463515 (Tabla 4), con un valor de p menor a 0.05 segun el analisis
de varianza de un solo factor (Tabla 5). Ademads se graficaron los residuales de la regresion
para observar si existe la posibilidad de encontrar sesgo y si los datos poseen una

distribucién normal (Gréfica 4).
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Tabla 4. Resultados estadisticos de la curva de calibracion en muestras de orina
fortificadas

Datos Regresion lineal
Coeficiente de Correlacion 0.999972
R-cuadrada 99.9943 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) 99.9934 porciento
Error estandar del est. 0.000185076
Error absoluto medio 0.000142117
Estadistico Durbin-Watson 2.55038 (P=0.6447)
Autocorrelacién de residuos en retraso 1 -0.341798

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en STATGRAPHICS centurién XVI.

Tabla 5. Andlisis de varianza de la regresion lineal de la recta de calibracién y sus
residuos en orina fortificada.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Modelo 0.00363374 1 0.00363374 106084.87 |0.0024
Residuo 2.05519E-7 6 3.42531E-8

Total (Corr.) {0.00363394 7

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en STATGRAPHICS centurién XVI.



23

Grafica 3. Curva de regresion lineal en muestras de orina fortificadas
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en STATGRAPHICS centurién XVI.

Grafica 4. Grafica de residuales tipificados de la recta de calibraciéon en muestras de
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en STATGRAPHICS centurién XVI.
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8.2. EXACTITUD
Para evaluar la exactitud del método se calculd el porcentaje de recuperacidon de cada
repeticion obteniéndose un rango de 74.3% a 119.3% (Tabla 6), con una media para todos
los niveles de concentraciones de 103.56%. Se obtuvieron desviaciones estandar de 0.09
a 0.38 y coeficientes de variacién en un rango de 0.72% a 30.73% (Tabla 2) (ver Anexo 1).
También se pudo determinar la exactitud del método en términos de veracidad a través

del sesgo estandarizado con un valor de 0.335058 (Tabla 6).

Ademas se evalué mediante la prueba de hipétesis de la siguiente forma, aplicando a este
analisis la Prueba de T de Student para una muestra, de dos colas con un nivel de confianza
del 95% (Tabla 7). También se obtuvieron los intervalos de confianza al 95% (inferior y
superior) para cada uno de los porcentajes de recuperacion obtenidos segln los distintos

niveles de concentracion (Tabla 7).

Se aplicé ademas un analisis de varianza a fin de comprobar que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre el porcentaje de recuperaciéon de mercurio a distintas
concentraciones y su variacidn entre grupos, encontrandose un valor de p = 0.2392 (Tabla

8).

Tabla 6. Resumen Estadistico para % de recuperacion

Recuento 21
Promedio 103.558
Desviacion Estandar 15.4375
Coeficiente de Variacion 14.907%
Minimo 74.3
Maximo 119.3
Rango 65.0
Sesgo Estandarizado 0.335058
Curtosis Estandarizada 0.798033

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en STATGRAPHICS centuriéon XVI.
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Tabla 7. Intervalos de Confianza al 95% para el porcentaje de recuperacion
Intervalos de confianza del 95.0% para la media: 103.558 +/- 7.02706 [96.531, 110.585]

Intervalos de confianza del 95.0% para la desviacion estandar: [11.8106, 22.2928]

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Andlisis de datos en STATGRAPHICS centurién XVI.

Tabla 8. Analisis de varianza para contrastar el porcentaje de recuperacion a
diferentes niveles de concentracion.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos |1888.04 6 [314.673 1.53 0.2392
Intra grupos |2878.26 14 (205.59
Total (Corr.) |4766.3 20

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en STATGRAPHICS centurién XVI.

8.3. REPETIBILIDAD Y PRECISION

Se representé la dispersion de los datos en una serie de repeticiones, la cual fue evaluada
por el desempefio analitico repetibilidad. Se realizaron 10 repeticiones bajo las mismas
condiciones; analista, equipo, realizando los andlisis durante un corto periodo de tiempo,
utilizando un estandar con una concentracién de 4ug/L, la cual es menor al valor teédrico
de mercurio en orina (5ug/L), con la finalidad de determinar la precisién con valores
menores al parametro establecido por el laboratorio (Tabla 9).

Tabla 9. Evaluacion de la repetibilidad del método analitico para el STD (4 ug/L)

Repeticion Concentracién Absorbancia
(Mx + STD 4ug/L)
1 3.872 0.024
2 3.567 0.023
3 3.927 0.024
4 3.668 0.023
5 3.54 0.023
6 3.289 0.021
7 3.264 0.021
8 3.25 0.021
9 3.369 0.022
10 3.665 0.023
X 3.5411 0.0225
SD 0.246133862 0.001178511
cv 6.95% 5.24%

* SD = Desviacion estandar. CV% = Coeficiente de variacién
Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia.
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Para evaluar el perfil de precision se determinaron los parametros de calidad como la
desviacién estandar en un rango de 0.09 a 0.38 y para el coeficiente de variaciéon un rango
de 0.72% a 30.73%, tomando en cuenta para ambos casos todas las concentraciones

(Tabla 3) (ver Anexo 1).

8.4. LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION
El limite de deteccién se define como aquella concentracidon que proporciona una sefial

instrumental significativamente diferente de la sefial de una muestra en blanco, o la sefial
de fondo. El valor obtenido para el limite de deteccidon es de 0.41444 ug/L en el método y
segun el equipo instrumental utilizado. En la Tabla 10 se tabularon los valores del blanco

de trabajo utilizados para los cdlculos de dicho pardmetro.

Seguidamente se determiné el limite de cuantificacion el cual es el limite de concentracion
mas bajo para mediciones cuantitativamente precisas. El limite de cuantificacién

experimental es de 1.3814 pg/L de mercurio en orina (Tabla 11).

Tabla 10. Valores de las absorbancias de 10 réplicas de un blanco de calibracidn.

Absorbancia
del Blanco
0.001

0.002
0.002

0.002
0.002

0.001
0.001
0.001
0.003

0.002

0.0017 Promedio
0.000640312 SD
Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia
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Tabla 11. Limite de deteccidn y Limite de cuantificacidon para la determinacién de
mercurio en orina por AA.

Limite de deteccién 0.4144 ug/L

Limite de cuantificacién 1.3814 pg/L
Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia

8.5. RANGO

El rango de concentracién sobre el cual las mediciones analiticas se trabajaron fue de
0.743 pg/L como limite inferior y 13.45 pg/L como limite superior de mercurio en orina.
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9. DISCUSION

La validacién apropiada de métodos analiticos se ha convertido en una parte esencial en
el desarrollo y caracterizacidén de un sin numero de moléculas. La validacién de un método
analitico consiste en utilizar un disefio experimental para demostrar que el método puede
generar resultados precisos dentro del alcance de uso previsto. Comprender la aplicacion
y las limitaciones del método en proceso de validacién permite una evaluacion precisa de
la informacidon generada. Por lo tanto si un método analitico no ha sido validado los datos

proporcionados por tal método no son fiables.

La toxicologia tiene como premisa que “la toxicidad depende de la dosis”, Paracelso
(1493-1541). Esto quiere decir que todas las relaciones dosis-respuesta requieren del
analisis de su concentracién. La quimica analitica desempefia un papel importante en la
investigacion toxicoldgica, de tal modo que la determinacién de mercurio en orina
utilizando la técnica de espectrofotometria de absorcién atdmica con celdas de vapor frio
(FIAS) es necesaria para la cuantificacién de dicho elemento dentro del laboratorio del
Departamento de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la

Universidad de San Carlos.

La validacion del método analitico realizada en el Laboratorio de Toxicologia determina
pardmetros de calidad en el andlisis, dichos pardmetros de calidad engloban los resultados
en un ambiente preciso y certero. Los resultados de los analisis que se realicen utilizando
el método validado serdn resultados veridicos y trazables. Existen parametros de
desempefiio analitico: linealidad, exactitud, precisidn, repetibilidad, limite de deteccidn,
limite de cuantificacidn y el rango, los cuales validan eficazmente el método analitico en

estudio.

La linealidad es la capacidad de un método de andlisis, dentro de un determinado
intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que sean proporcionales a la
cantidad del analito que se habra de determinar en la muestra de laboratorio (Duffau, B,

2010).
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Se determind en la seccion de Resultados el rango lineal en las muestras de estandares
acuosos como se observa en la Grafica 1 con la ayuda de los datos en la Tabla 1, en donde
se describe la funcion respuesta (curva de calibracion), de la absorbancia y la
concentracion del analito. Dicha curva de calibracidn se establece en cada andlisis con una
cierta cantidad de valores formados por un blanco y los patrones de concentracion
conocida, los cuales cubren el intervalo de trabajo con mercurio. Se recomienda trabajar
con valores cercanos al cero y valores superiores al valor normal de mercurio en orina
(Duffau, B, 2010). Luego de observar la Gréfica 1, se analiza el comportamiento de la curva
y se establecid cuantitativamente el rango lineal. Se establecié el comportamiento lineal
del método con los datos obtenidos experimentalmente observando la Tabla 2. Para una
curva de calibracidn o trabajo, es recomendable que el coeficiente de correlacién obtenido
sea mayor o igual a 0.999, aunque para el caso de trazas se admite un valor igual o mayor

que 0.99 (Duffau, B. 2010).

Luego de haber mencionado los resultados obtenidos estadisticamente; se sabe que el
coeficiente de correlacién obtenido en la curva con estandares acuosos (r) es de 0.99984,
el cual indica el grado de relacién entre concentracion de mercurio y la absorbancia
obtenida, tomando en cuenta que el valor es cercano a la unidad denota una correlacion
positiva perfecta entre las variables con una pendiente positiva, existiendo dependencia
total entre las variables y demostrando la linealidad de la curva de calibracion. El
coeficiente de determinacién (r?), que es el cuadrado del coeficiente de correlacion de
Pearson, da la proporcién de variacion de la variable Y que es explicada por la variable X
(variable predictora o explicativa). Si la proporcidn es igual a 0, significa que la variable
predictora tiene NULA capacidad predictiva de la variable a predecir (Y). Cuanto mayor sea
la proporcion, mejor sera la prediccion. Si llegara a ser igual a 1 la variable predictora
explicaria TODA la variacién de Y, y las predicciones NO tendrian error (Duffau, B, 2010).
En la Tabla 2 se observa el valor del coeficiente de determinacidn (r?) el cual es de 0.9968,
interpretando que la concentracidon de mercurio en orina se correlaciona linealmente con

la absorbancia detectada en el equipo.
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Siguiendo el protocolo de validaciéon propuesto, se evaluaron las muestras de orina
fortificadas con concentraciones conocidas de mercurio, realizando tres determinaciones
por debajo y tres determinaciones por arriba del valor normal de mercurio en orina (5
ug/L), dando lugar a una curva con tres réplicas de las siguientes concentraciones: 1, 2, 4,

6, 8, 10, 12 ug/L como se puede observar en la Tabla 1 (ver Anexo 1).

Los resultados de las muestras fortificadas con mercurio fueron corregidos por la recta de
calibracion con estandares acuosos mencionada anteriormente. Los datos obtenidos se
sometieron a un analisis de regresion lineal (Grafica 3) obteniendo un coeficiente de
correlacidn (r) de 0.9999, un coeficiente de determinacion (r?) de 0.99994, una pendiente
(m) =0.00613708 y un intercepto (B) de 0.00463515 (Tabla 4), con un valor de p menor
a 0.05 segun el analisis de varianza de un solo factor (Tabla 5). De tal modo que el analisis
de varianza indica que existe una relacidén directamente proporcional entre la respuesta
del equipo y la concentracién de mercurio, con un nivel de confianza del 95%. Ademas se
graficaron los residuales de la regresion (Grafica 4) , teniendo como resultado una
calibracion lineal, debido a que los residuales obtenidos gracias a la concentracién tienen
un comportamiento aleatorio a una porcién de la grafica que limita la regresion lineal.
Ningun residual tipificado se aleja tres veces la desviacidon estandar, por tal razén se
establece que la observacidn del modelo estimado cumple con la hipétesis del modelo de

regresion (Tabla 4).

El método de cuantificacion de mercurio en orina por espectrofotometria de absorcién
atémica con celdas de vapor frio (FIAS), presenta la habilidad de obtener resultados
experimentales los cuales son directamente proporcionales a la concentracién de
mercurio en orina en un rango de concentraciones de trabajo. Por tanto el método
analitico cumple con el pardmetro de desempefio analitico Linealidad discutido con

anterioridad.

Con relacién a la validacidn realizada, se encuentra el parametro de desempefio analitico
Exactitud el cual refiere a la medicién de la diferencia entre los resultados previstos del

analisis y el valor de referencia aceptado, debido a un error sistematico del método y del
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laboratorio. Normalmente se expresa en porcentaje. La exactitud y la precisidon
determinan el error total del analisis. La exactitud se determina tedricamente utilizando
material de referencia certificado (MRC) si es posible, métodos de referencia, estudios en

colaboracién o mediante comparacién con otros métodos (UNODC. 2010).

Para la comprobacion de dicho parametro se calculé el porcentaje de recuperacién
obtenido a partir de muestras a siete concentraciones diferentes y tres réplicas de cada
una. Tomando en cuenta que el porcentaje de recuperacién de un analito en un método
analitico se entiende como la respuesta del detector ante una adicion o extraccién de
analito de la matriz, en comparacidon con su respuesta ante la concentracién real del
estdndar de referencia verdadero, en resumen se toma como el porcentaje de analito o
estandar interno presente inicialmente en el espécimen, que llega hasta el final del
procedimiento analitico, segun el Manual de directrices para la validacion de métodos
analiticos y la calibraciéon del equipo utilizado para el andlisis de drogas ilicitas en
materiales incautados y especimenes bioldgicos de UNODC (Oficina de las Naciones

Unidas contra la Droga y el Delito) (UNODC. 2010).

Como se menciona en el parrafo anterior se calculdé el porcentaje de recuperacion,
obteniéndose un rango el cual fue establecido en valores que van desde 74.3% a 119.3%
como limite superior (Tabla 6), con una media para todos los niveles de concentraciones
de 103.56%. Se obtuvieron desviaciones estandar de 0.09 a 0.38 y coeficientes de
variacién en un rango de 0.72% a 30.73% presente en la Tabla 2 (ver Anexo 1). También
se pudo determinar la exactitud del método en términos de veracidad a través del sesgo
estandarizado con un valor de 0.335058 (Tabla 6). Al comparar estos valores con otros
estudios previos realizados por Alarcén, C., se encontré que mediante la determinacion
de mercurio en agua natural, residual y de consumo por esta misma técnica obtuvieron
porcentajes de recuperacion de 98.15 a 102.65%. (Alarcén, C. 2011). Segun indica la Guia
de Validacién de Métodos Analiticos del Ministerio de Salud de Costa Rica, los valores
obtenidos en todos los casos evaluados se deben encontrar dentro de un rango de
porcentaje de recuperacién de 70% al 120% al trabajar con trazas de menos de 1 ppb

(Ministerio de Salud de Costa Rica. 2006). Observando el rango de valores que se obtuvo
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al evaluar dicho parametro se obtiene la cercania entre el valor que es aceptado

establecido por un estandar de referencia y el valor experimental.

Por su parte el sesgo es la diferencia entre el valor promedio obtenido de los resultados
de prueba con respecto a un valor de referencia aceptado o conocido (Vega, G. 2011). En
términos estadisticos, la exactitud esta relacionada con el sesgo de una estimacién, esto
quiere decir que en cuanto menor es el sesgo mas exacta es una estimacion, encontrando
gue el valor de sesgo experimental fue de 0.335058 el cual comprueba que la estimacion
es mas exacta comparando los valores tedricos y experimentales. Ademads se determind
mediante la prueba de hipdtesis, aplicando el analisis de T de Student para una muestra,
de dos colas con un nivel de confianza del 95% (Tabla 7). También se obtuvieron los
intervalos de confianza al 95% con respecto a la media 103.558 +/- 7.02706 % [96.531%,
110.585%)] para cada uno de los porcentajes de recuperacién obtenidos segun los distintos
niveles de concentracion (Tabla 7), este analisis indica que no se presentan diferencias
significativa entre la recuperacién media y el 100%, por lo que los valores de exactitud son
aceptados (Skoog et al, 2005). El resultado del analisis de varianza a fin de comprobar que
no existe diferencia estadisticamente significativa entre el porcentaje de recuperaciéon de
mercurio a distintas concentraciones y su variacidén entre grupos, encontrandose un valor

de p =0.2392 (Tabla 8).

Al no existir diferencia significativa entre el valor de la media de recuperacién y la cantidad
anadida de analito, podemos deducir que el porcentaje de recuperacion del analito es muy
cercano al 100%, y el método evaluado genera resultados con Exactitud en la

determinacion de mercurio en muestras de orina.

La precisidn obtenida bajo las mismas condiciones de operacién en un intervalo corto de
tiempo (mismo dia), por un mismo analista, en la misma muestra homogénea y en el
mismo equipo recibe el nombre de Repetibilidad, |a cual fue evaluada segun la dispersién

de los datos en una serie de diez repeticiones como se observa en la Tabla 9, trabajando
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con una muestra con concentracion de 4ug/L, observando un valor promedio de 3.5411

ug/L, una desviacion estandar 0.246 y un coeficiente de variacion de 6.95% .

La evaluacion del perfil de precision determind los parametros de calidad con una
desviacién estandar en un rango de 0.09 y 0.38 y para el coeficiente de variaciéon en un
rango de 0.72% a 30.73% presente en la Tabla 3 (ver Anexo 1). La precisidon encontrada en
el método analitico demostré el grado de concordancia o la dispersion de los resultados.
El valor de desviacion estandar representado en el rango anterior fue menor que el 2% de
RSD, establecido para que un método analitico presente resultados precisos segun

Medina, J. y Berrocal, J en el 2008.

La evaluacién de la Precisién demostrd Repetibilidad y Precision en el método analitico,
estableciendo que cuando dicho método es realizado por un mismo analista, bajo las
mismas condiciones (equipo, reactivos e intervalo de tiempo) genera una desviacién

estandar que es menor al 2% y presenta resultados cercanos entre si mismos.

El proceso de validacion del método analitico requirié la evaluacién del Limite de
deteccion el cual se refiere a la minima cantidad de analito presente en la muestra que se
puede detectar aunque no cuantificar bajo las condiciones experimentales descritas para
dicho método (Alarcén, C. 2011). Para este parametro de desempefio se obtuvieron diez
valores de las absorbancias de diez réplicas de un blanco de calibracién como se observa
en la Tabla 10, obteniendo un promedio de 0.0017 de absorbancia por parte del equipo
analitico y la desviacidon estandar de 0.00064. Como se establecié en el apartado Limite de
deteccion en el disefio experimental de esta validacidn, se realizé el andlisis matematico
donde el limite de deteccidn es; tres veces la desviacién estandar partido la pendiente de
la curva de calibracidn, obteniendo un valor de 0.4144 pg/L para el limite de deteccidn, es
decir que esta es la concentracion minima que el equipo puede detectar pero no

cuantificar a través de esta metodologia analitica.

Los valores del limite de deteccion se encuentran debajo del Ultimo punto de la curva de
calibracion utilizada en la validacidn analitica. Tomando en cuenta el valor del limite de

deteccion mencionado en el parrafo anterior, se interpreta de modo que si la
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concentracion esta por debajo de estos valores, no seran detectados, es decir, no
arrojaran una sefial detectable. Si bien un valor mayor al limite de deteccién arroja una
sefal, ésta es sélo una medida cualitativa, ya que los valores de limite de cuantificacion

son mayores.

El limite de cuantificacion es un pardmetro de pruebas de limite. Es la concentraciéon mas
baja de analito que pueda detectarse bajo las condiciones experimentales establecidas.
De esta manera, las pruebas de limites solamente fundamentan que la concentracién del
analito esta por encima o por debajo de un nivel de seguridad. Este pardmetro hace
referencia a la minima concentracién del compuesto en estudio que es posible detectar
con certezay precision, es decir que se puede diferenciar la respuesta dada por un blanco,
el cual contiene todos los componentes de la muestra menos el compuesto de estudio

(Jofre, V. 2009).

El limite de cuantificacién se estimé con el promedio y la desviaciéon estandar de las
medidas de las muestras usadas en la determinacidn del limite de deteccion, obteniendo
un valor de 1.3814 pg/L de mercurio en orina como se observa en la Tabla 11. Tomando
en cuenta el resultado anterior, que el valor es mayor al primer punto de calibracién de la
curva 1 pg/L, de este modo se sabe que a concentraciones que se encuentren menores al
limite establecido de cuantificacidn, no se puede asegurar resultados exactos y precisos
en valores de mercurio en orina. En la determinacién de mercurio en orina por el método
del vapor frio con cloruro de estafio a través de Espectrofotometria de absorcion atdomica
realizado por Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo en Espafa, se
establece un valor para el limite de cuantificacion de 5 pg/L de mercurio en orina, en
donde se establece un intervalo de trabajo que va desde 5 pg/L a 200 pg/L de mercurio en

orina. (INSHT. 1996).

El rango de concentracién en el cual las cuantificaciones analiticas se trabajaron fue de
0.743 pg/L como limite inferior y 13.45 pg/L como limite superior de mercurio en orina.

Gracias a que se realizaron determinaciones de estandares de mercurio a una
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concentracion mayor que la establecida dentro del método llegando hasta 20 pg/L de

mercurio y validando la linealidad del método.

Por lo mencionado con anterioridad se puede afirmar que el método de cuantificacion de
mercurio en orina por espectroscopia de absorcion atdémica con celdas de vapor frio (FIAS)
utilizado en el laboratorio del Departamento de Toxicologia de la Escuela de Quimica
Farmacéutica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala presenta resultados de linealidad, especificidad, precisién y exactitud
satisfactorios que permiten obtener resultados seguros y confiables en los analisis

toxicolégicos realizados en dicha institucion.
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10. CONCLUSIONES

10.1. El método analitico utilizado para la cuantificacion de mercurio en orina
proporciona datos confiables cumpliendo los parametros de desempefio

analitico.

10.2. Se demostro el cumplimiento de la linealidad del método y la linealidad del
sistema en el intervalo de concentraciones de mercurio evaluadas, obteniendo el
valor del coeficiente de correlacion en la curva con estandares acuosos (r) de
0.99984 y el coeficiente de determinacidon (r?) de 0.9968 mientras que los
resultados de las muestras fortificadas con mercurio presentaron un coeficiente
de correlacidn (r) de 0.9999, un coeficiente de determinacion (r?) de 0.99994 de
manera que el andlisis de varianza indica que existe una relacidon directamente
proporcional entre la respuesta del equipo y la concentracién de mercurio, con un

nivel de confianza del 95%.

10.3. Se demostré la exactitud del método con un porcentaje de recuperaciéon
promedio para las diferentes concentraciones evaluadas de 103.56%,
estableciendo un rango en valores que van de 74.3% a 119.3%. Este rango de
valores refleja la cercania entre el valor que es aceptado establecido por un

estandar de referencia y el valor experimental.

10.4. Se demostré la precision y la repetibilidad del método analitico ya que al
ser efectuado por cualquier analista, cualquier dia y con cualquier muestra, es un
método preciso ya que posee un elevado grado de concordancia entre los

resultados generados.
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10.5. Los resultados al evaluar el perfil de precision demostraron que los
coeficientes de variacién son validos debido a que son menores al 2%, valor
establecido para dicho parametro, lo cual demuestra la buena repetibilidad del

método analitico.

10.6. Se determind que los resultados obtenidos por la metodologia analitica
muestran alta concordancia individual para concentraciones mayores al limite de
deteccidn el cual fue de 0.4144 pg/L, es decir que esta es la concentracion minima
gue el equipo puede detectar pero no cuantificar a través de esta metodologia

analitica.

10.7. A partir del andlisis cuantitativo se determiné el limite de cuantificacidn
obteniendo un valor de 1.3814 pg/L de mercurio en orina, de este modo se sabe
gue a concentraciones que se encuentren menores al limite establecido de

cuantificacién no se puede asegurar resultados exactos y precisos.

10.8. El rango de concentracién en el cual las cuantificaciones analiticas se
trabajaron fue de 0.743 pg/L como limite inferior y 13.45 pg/L como limite
superior de mercurio en orina, tomando en cuenta este amplio rango se generan

resultados precisos, exactos y con linealidad.

10.9. Los resultados permiten concluir que el método de cuantificacién de
mercurio en orina por espectroscopia de absorcién atémica con celdas de vapor
frio (FIAS) utilizado en el laboratorio del Departamento de Toxicologia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala cumple con parametros de desempefio
analitico propuestos en la validacion del mismo, comprobando su linealidad en los
resultados, especificidad al mercurio, precision y exactitud. De modo que al
momento de realizar la metodologia de trabajo se obtienen resultados seguros y

confiables.
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11. RECOMENDACIONES

11.1. El método analitico demanda que la sefal producida se deba
inequivocamente al mercurio, esto se puede eliminar quitando interferencias de
sustancias y/o compuestos organicos que alteren el valor, de modo que se debe
monitorear la preparacién de la muestra, el lavado de cristaleria, condiciones

instrumentales.

11.2. La validacion del método generd resultados fiables y certeros, sin embargo
es valido recomendar utilizar otro agente reductor como el borohidruro de sodio
en lugar del cloruro de estafio. Con el objetivo de comparar ambos resultados y
establecer analiticamente con cual de las dos metodologias se obtiene un mejor

analisis de mercurio en orina.

11.3. Se recomienda evaluar la reproducibilidad del método analitico en otro
laboratorio, tomando en cuenta otros analistas y otro equipo, gracias a que dicho

pardmetro no se evalué en la validacion propuesta.
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ANEXO No. 1 (TABLAS DE RESULTADOS)
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Tabla 1. Valores de concentracién y absorbancia de las muestras fortificadas
utilizadas en la regresion lineal.

MNo. | Concentracion Senal Promedio sefial | Concentracién Cuncentr.aciu_‘un Prumedic.:r

Corregida concentracion

1| blanco orina 0.005 15 -0.1

2 | blanco orina 0.007 1.811 0.211

3| blanco orina 0.005 0.00& 1.437 -0.163 -0.017333333

1| Mx lug/L 0.01 2.343 0.743

2| Mx 1ug/L 0.013 2993 1393

3| Mx lug/L 0.012 0.011666667 2904 1.304 1.146666667

1| Mx 2ug/L 0.014 3.283 1683

2| Mx 2ug/L 0.013 3.123 1523

3| Mx 2ug/L 0.015 0.014 3.588 1988 1.731333333

1| Mx dug/L 0.024 5.472 3.872

2| Mx dug/L 0.023 5.167 3.567

3| Mx dug/L 0.024 0.023666667 5.527 3.927 3.7BBB6GEET

1| Mx bug/L 0.034 7.686 5.086

2| Mx Bug/L 0.035 7.758 5158

3| Mx Bug/L 0.033 0.034 7.495 5.885 6.045333333

1| Mx Bug/L 0.043 9577 7977

2| Mx Bug/L 0.047 10.32 3.72

3| Mx Bug/L 0.045 0.045333333 101 85 8.3599

1| Mx 10pg/L 0.059 12 95 11.35

2 | Mx 10pg/L 0.058 12 86 11.26

3| Mx 10pg/L 0.057 0.058 125 10.9 11.17

1| Mx 12ug/L 0.068 15.05 13.45

2 | Mx 12pg/L 0.068 14.87 13.27

3| Mx 12pg/L 0.068 0.068 15.02 13.42 1338

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia.
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Tabla 2. Pardmetros de calidad para la exactitud y precision segiin el método
analitico propuesto.

STD STD STD STD STD STD STD
# Replicas [pg/l] | [2pg/t] | [4pg/t] | [6pg/t] | [8pg/t] | [10pg/l] | [12pg/t]
1 0.743 1.683 3.872 6.086 7.977 11.35 13.45
2 1.393 1.523 3.567 6.158 8.72 11.26 13.27
3 1.304 1.988 3.927 5.895 8.5 10.9 13.42
[X] 1.14666667 | 1.7313333 | 3.7886667 | 6.0463333 |  8.399 11.17 13.38
SD 0.35240649 | 0.2362379 | 0.1939287| 0.135913 | 0.3816582 | 0.2381176 | 0.0964365
CV% 30.733124 | 13.644852| 5.1186525 | 2.2478576 | 4.5440912 | 2.1317602 | 0.7207512
SESGO -1.6085984 | 0.8821428| -1.576639 | -1.201472 | -1.107459 | -1.457863 | -1.545393
Recuperacion | 114.67% | 86.57% | 94.72% | 100.77% | 104.99% | 111.70% | 111.50%
(%)

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia.

Tabla 3. Porcentajes de recuperacion segun los distintos niveles de
concentraciéon de mercurio

1

Réplica ug/dL ug/dL ne/dL 6pg/dl  spg/dL 10 pg/dL 12 pg/dL
1 74.30 B415 96.80 101.43 899.71 113.50 112.08
2 115.30 76.15 B9 1B 102.63 105.00 112.60 110.58
3 110.40 59.40 98.18 98.25 105625 10500 11183
IC 95% 101.33 B6.57 94,72 100.77 104.99 111.70 111.50

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia.
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13.2. ANEXO No. 2 (MARCO TEORICO)

Los laboratorios deben demostrar que sus métodos analiticos ofrecen resultados fiables,
pues las decisiones que se toman estan basadas en la informacién que estos proporcionan.
En este sentido, la validacidn de las metodologias junto a otras actividades englobadas en
el control del aseguramiento de la calidad permite demostrar a los laboratorios que sus
métodos analiticos proporcionan resultados con un alto grado de confianza. Segun la
norma NTE INEN-ISO/IEC 17025, los laboratorios deben validar todos los métodos que
estos utilicen, tanto los empleados por ellos mismos como aquellos procedentes de
fuentes bibliograficas o desarrolladas por otros laboratorios. Ademas, es necesario que se
validen los métodos de referencia, asi como todo el procedimiento analitico, teniendo en
cuenta el intervalo de concentraciones y matrices de las muestras de rutina (Maroto,

2002).
13.2.1.Metales pesados en el medio ambiente y mercurio

Los metales pesados son componentes naturales de la corteza terrestre, los cuales tienen
una concentracion inferior al 0.01%. El término de metal pesado, refiere a cualquier
elemento quimico metdlico que tenga una relativa densidad alta y sea téxico o venenoso
en concentraciones bajas. En la Grafica 1, se observa que tanto en el suelo, agua y aire
existen metales pesados que se encuentran en bajas concentraciones y tienen la
capacidad de provocar cambios evolutivos debido a sus efectos dafiinos en elementos
bidticos, dado a que tienden a bioacumularse y no pueden ser degradados o destruidos.
La accion provocada por la lluvia acida o la actividad industrial genera la formaciéon de
grietas en los suelos, ocasionando que los metales pesados penetren hacia aguas
subterraneas, rios, lagos, mares. En pequefias proporciones se incorporan a los cuerpos
por medio del alimento, el agua potable y el aire. Sin embargo, en concentraciones altas
pueden conducir a la intoxicacién. El envenenamiento por metales pesados podria
resultar, de la contaminacidn del agua potable, las altas concentraciones en el aire cerca

de fuentes de emision, o producto de la ingesta de alimentos (Baird, 1999).
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Gréfica 1 Procesos de absorcidon de metales pesados

Fuente: Kiely, 1999

13.2.2.La Intervencion de mercurio (Hg) en el ecosistema. Caracteristicas y

propiedades

El mercurio se manifiesta de manera natural en el medio ambiente, ocupa el lugar
67 de abundancia entre los elementos de la corteza terrestre. Rara vez se le
encuentra en estado puro, de color blanco plateado y brillante, se caracteriza por
ser el Unico metal liquido a temperatura ambiente, lo cual no es buen conductor
del calor comparado con otros metales, pero si es buen conductor de la
electricidad. Se combina facilmente con muchos otros metales como el oro o la
plata produciendo amalgamas. Es insoluble en agua pero soluble en acido nitrico
y acido sulfurico concentrado. Es incompatible con el acetileno, el amoniaco, el

cloro y los metales (Lacerda & Salomons, 2005).
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El mercurio en su estado mas conocido es bivalente, esto significa que se asocia
con solo dos atomos. Es dafiino por inhalacién, ingestion y contacto: se trata de
un producto muy irritante para la piel, ojos y vias respiratorias (Housecraft y
Sharpe, 2006). Si no estd encapsulado el mercurio metdlico, usualmente a
temperaturas por encima de los 40 °C se volatiliza parcialmente formando vapores
de mercurio que son incoloros e inodoros, téxicos y corrosivos, mas pesados que
el aire. La emanacién de vapores de mercurio presenta una relacién directamente
proporcional con la temperatura, esto es, a mayor temperatura, mayor cantidad
de vapores de mercurio emanados (Lacerda & Salomons, 2005). En este sentido,
la Tabla No.1 contiene informacién acerca de las propiedades fisicoquimicas mas

importantes del mercurio:

PROPIEDAD DETALLE
Nombre Mercurio
Nomenclatura Hg
Numero atémico 80
Valencia 1,2
Estado de oxidacion +2
Electronegatividad 1,9
Radio covalente (A) 1,49
Radio i6nico (A) 1,10
Radio atémico (A) 1,57
Configuracion electrénica (Xe)4f145d106s2
Primer potencial de ionizacion (eV) 10,51
Masa atémica (g/mol) 200,59
Densidad (g/ml) 16,6
Punto de ebullicién (2C) 357
Punto de fusion (2C) -38,4
Sélido (at) 7.640
Dilatacién Uniforme

Fuente: Proske et al, 1960 y Lenntech, 2009

El mercurio puede enlazarse con otros compuestos como mercurio monovalente

Hg (1) o divalente Hg (l1). A partir del Hg (Il) se pueden formar diversos compuestos
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organicos e inorganicos de mercurio. Algunos de los compuestos inorganicos de
mercurio son: sulfuro de mercurio (HgS), 6xido de mercurio (HgO) y cloruro de
mercurio (HgCl2) conocidos como sales de mercurio. La mayoria de estos
compuestos son polvos o cristales blancos, a excepcion del sulfuro de mercurio,
gue es rojo y se vuelve negro con la exposicion a la luz. Algunas sales de mercurio
como el HgCl, son lo bastante volatiles para existir como gas atmosférico. Sin
embargo, la solubilidad en agua y reactividad quimica de estos gases inorganicos
de mercurio hacen que su degradacion en la atmdsfera sea mucho mas rapida que
el mercurio elemental. Esto significa que la vida atmosférica de los gases de
mercurio divalentes son mucho mas corta en relacion al gas de mercurio

elemental (Lacerda & Salomons, 2005).

Cuando el mercurio se combina con carbono se forman compuestos conocidos
como compuestos "orgdnicos" de mercurio u organomercuriales. Existe una gran
cantidad de compuestos organicos de mercurio como el di-metil-mercurio, fenil-
mercurio, etil-mercurio y metil-mercurio que es el mas conocido de todos los
compuestos orgdnicos por ser generado por microorganismos y procesos
naturales. El metilmercurio, es un compuesto particularmente inquietante para la
comunidad porque puede acumularse en muchos peces de agua dulce y salada,

asi como en mamiferos marinos comestibles (O'Neill, 2005).

13.2.3.Ciclos del mercurio en el medio ambiente

En su ciclo global, el mercurio pasa de los continentes, por desgasificacién a los
océanos, gracias a la accidn de la lluvia y la escorrentia. El mercurio que llega a los
océanos se volatiliza y se puede depositar nuevamente en los continentes por
accion de los vientos o en los mismos océanos (Sepulveda et al, 2006). Por ello, las
reacciones de oxido-reduccidén transforman las sales inorganicas de mercurio
(HgCly, HgO y HgS). El HgS insoluble, al oxidarse se transforma en sulfitos y sulfato

de mercurio solubles, que permiten la ionizacion del metal y su participacién en
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reacciones quimicas ulteriores. Los vapores de mercurio se oxidan y se

transforman en mercurio iénico divalente en presencia de agua y oxigeno.

El mercurio idnico divalente (Hg*?) puede sufrir dos importantes reacciones en el
medio. La primera es la reduccion a vapor de mercurio metdlico en condiciones
reductoras apropiadas con ayuda de algunas bacterias del género Pseudomonas.
Su biotransformacion permite que el plancton contaminado con metil-mercurio
sirva de alimento para pequefios peces y mariscos que bioacumulan este
elemento, los peces de mayor tamafio y los depredadores, que se alimentan de
los de menor tamaiio, concentran aun mas el mercurio en sus tejidos, proceso
conocido como biomagnificacidn. Estos peces pueden ser comidos por animales
superiores como aves o mamiferos, incluso el hombre (Valiente, 2005). Este

proceso se encuentra evidenciado en el Grafico 2.

La segunda reaccion es la conversiéon a compuestos de metil y di-metil-mercurio y
las interconversiones entre estos compuestos; dichas metilaciones se producen
anaerodbica y aerdbicamente. La via anaerdbica comprende la metilacion de
mercurio inorganico por compuestos de metilcobalamina producidos por
bacterias metanogénicas en un ambiente moderadamente reductor. En la via
aerdbica, el metil-mercurio unido a la homocisteina, se metila por procesos
celulares que, normalmente, dan lugar a la formacién de metionina (Sepulveda et

al, 2006).

Grafica 2. Modelo conceptual del
ciclo del mercurio en el medio

ambiente

Fuente: Valiente, 2005 EN EL CICLO

uente: Valiente DEL MERCURIO (HS)
TODOS LOS CAMINOS
CONDUCEN AL HOMBRE
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13.2.4.Usos industriales del mercurio

El mercurio metdlico se utiliza para la fabricacién de interruptores eléctricos y
conmutadores automaticos para los refrigeradores como material liquido de
contacto, como fluido de trabajo en bombas de difusidn en técnicas de vacio, en
la fabricacién de rectificadores de vapor de mercurio, termémetros, barémetros,
tacodmetros y termostatos. En la manufactura de lamparas de vapor de mercurio y
tubos fluorescentes. Se utiliza en la formacién de amalgamas de plata y zinc en
odontologia como empastes de dientes. Se usa como cdtodo en la produccion
electrolitica como electrodos de referencia en la medicidon de potenciales y en

titulaciones potenciométricas (Carrasquero & Adams, 2002).

El HgCl,, precipita proteinas y se usa como conservante de tejidos y catalizador
quimico. El cloruro mercurioso o calomel se usa en terapéutica dermatoldgica
como mercurio amoniacado antiséptico y antipsoridsico. El dxido rojo de mercurio
se emplea en la fabricacidn de las pinturas anti-incrustantes que se aplican en los
cascos de los barcos y como pigmento rojo. Los éxidos sirven tanto para hacer
baterias secas de larga duracién como para producir antisépticos. Las sales
oxomercuricas, como el sulfonato de mercurio, sirven de catalizadores en la
sintesis de 4cido acético, cloruro de vinilo y metilestireno (Revelle & Revelle, 1984).
El nitrato acido de mercurio (mordiente de piel de conejo para convertirlo en
fieltro) para taxidermia y tratamientos especiales de pieles. El fluoruro mercurico
para la fluoracion de compuestos organicos; las sales en las pinturas protectoras,
el tratamiento de la madera y el papel. Las sales mulcionadas son usadas como
farmacos dermatoldgicos tépicos (psoriasis, pigmentaciones y antisépticos). El
fulminato de Hg es detonante de cartucheria, facilmente absorbible y caustico
irritante. El acetato de mercurio (alquil) se usa en el tratamiento de granos y
simientes, como plaguicida en arboles frutales y como absorbente del etileno. Los

fenilmercuricos se utilizan en agricultura como antisépticos para el tratamiento de
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la madera y los granos. El mercurocromo, el mercurofén, el timerfonato sddico y

el timerosal son farmacos antisépticos (Sepulveda et al, 2006).

13.2.5.Contaminacion provocada por mercurio

Debido a la toxicidad que presentan los metales pesados es importante mencionar
gue no se han encontrado métodos de destruccién o degradacidn, por lo cual estos
deben ser dispuestos de una forma tal que sean inmovilizados para minimizar su
dispersién y las consecuencias de su contaminacidn tanto en plantas, agua, aire,
suelo, animales y el hombre (Sepulveda & Velasco, 2002). El factor a tener en
cuenta ante un posible contaminante es su bioacumulacion, ya que cuando este
tipo de sustancias penetran en los seres vivos no son metabolizadas (Colombo et
al, 2008). La contaminacidn existente provocada por la presencia de mercurio en
el medioambiente es una afliccion mundial. En el planeta la concentracién de
mercurio siempre has sido la misma, asi como con el resto de los elementos
guimicos naturales, pero la contaminacién surge de la mayor movilizaciéon que el

mercurio sufre desde el comienzo de la era industrial (Sanchez, 2005).

Las actividades industriales que hoy por hoy contintan liberando al ambiente
contaminantes mercuriales son, la obtencién de oro y plata a partir de minerales
por medio de la formacidon de amalgamas mercuriales; baterias; incineradores de
residuos domiciliarios; hospitalarios e industriales; la fabricacién de termémetros;
barémetros y de contadores directos de corriente eléctrica; lamparas eléctricas y
valvulas de radio; la produccién de hilo y varillas de tungsteno-molibdeno; la
fabricacion de compuestos farmacéuticos e instrumentos quirdrgicos que
contienen sales de mercurio; la tincidn de cristales dpticos y grabados fotograficos;
el encurtido del cuero y la manufactura de sombreros de fieltro; la identificacién
de huellas dactilares mediante el empleo de un polvo de mercurio y yeso y el

relleno de cavidades dentarias con amalgamas (Valiente, 2005).
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En la Tabla 2, se pueden apreciar los porcentajes de consumo promedio de
mercurio en el grupo de paises llamados industrializados en América, paises
denominados desarrollados o industrializados segun la ONU los cuales son:
Canad3, Estados Unidos y Barbados. De alguna manera, estos paises denotan la
dimension de los riesgos, de acuerdo con cada quehacer industrial (Lacerda &

Salomons, 2005):

Tabla No. 2 Consumo de mercurio en paises industrializados
ACTIVIDAD INDUSTRIAL CONSUMO DE MERCURIO

Plantas de compuestos cloro-alcalis
25%

Equipo eléctrico 20%

Usos militares 20%
Pintura 15%

Sistemas de medicién y control 10%
Agricultura 5%
Odontologia 3%
Laboratorios 2%

Fuente: Manuhan, 2002 y Sepulveda et al, 2006.
El envenenamiento agudo por mercurio se caracteriza por trastornos de la funciéon
intestinal y renal, y por alteraciones del sistema nervioso central. Las exposiciones
leves estan caracterizadas por pérdida de la memoria, temblores, inestabilidad
emocional (angustia e irritabilidad), insomnio e inapetencia. A exposiciones
moderadas, se observan desérdenes mentales mas importantes y perturbaciones
motoras. Las exposiciones breves a altos niveles de vapor de mercurio pueden

producir dafos pulmonares y la muerte (Valiente, 2005).
13.2.6.Limites de exposicion permisibles de mercurio

Los limites permisibles para el mercurio son segin TLV (valores limite umbral) en

Hg® de 0.05 mg/m3. En TWA (media ponderada en el tiempo) 0.01 mg/m3. En STEL
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(Limite de exposicion a corto plazo) 0.03 mg/m?3. En el caso de vapor de mercurio,
su exposicion maxima debe ser de 0.05 mg/m? segin la TWA. La FDA de los
Estados Unidos, fijé un maximo permisible de 0.5 ppm en los alimentos; la OMS
en 1971 fijé para la ingesta semanal 0.3 mg de Hg metalico y 0.2 mg de metil-
mercurio; y en Espafia el limite permisible para alimentos es de 1 mg/L (Lacerda

& Salomons, 2005).

13.2.7.Intoxicacion por mercurio

13.2.7.1. Caracteristicas del mercurio y toxicocinética

Los pacientes pueden sufrir intoxicacion por cualquier tipo de mercurio, sin
embargo, es importante considerar que este metal puede pasar de un estado a
otro, es decir, de su estado inorgdnico pasar al organice por un ciclo global, bien
conocido: el mercurio elemental se evapora y las corrientes de aire lo transportan
hacia los océanos, donde se precipita, puede cambiar su forma por el
metabolismo microbiano y convertirse en metilmercurio que tiene la capacidad
de acumularse en los organismos (bioacumulacién) y concentrarse en las cadenas

tréficas (biomagnificacion).

13.2.7.2. El mercurio elemental

Es la mas volatil de las formas inorganicas. La exposicidn a sus vapores se produce
en el medio ocupacional y es conocida desde la antigliedad. En la mineria se utiliza
en la extraccién y purificacion del oro, mediante un proceso denominado
amalgamacién, en donde se agrega mercurio metdlico al material extraido de la
mina para obtener una amalgama con el oro, que posteriormente se somete a
fundicidn liberando vapores de mercurio que impregnan el aire; adicionalmente,
dicha amalgama es refundida en las tiendas que compran oro, un estimado del
consumo de mercurio en este proceso es de aproximadamente 1.32 kg de

mercurio por 1 kg de oro producido; el mercurio sobrante es arrojado a las fuentes
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de agua y sus ecosistemas (sufriendo procesos de biotransformacion).
Usualmente no se toman medidas de proteccion en la mineria artesanal. Como
resultado de esto, los trabajadores tienen una exposicién ocupacional directa e

indirecta a través de las aguas y los alimentos contaminados.

13.2.7.3. Las sales de mercurio inorganico

Existen en dos estados de oxidacién, como sales mercuriosas monovalentes, o
como sales mercuricas divalentes. Los usos del mercurio inorganico incluyen la
produccién de piezas electrdnicas, la elaboracion de plasticos, tinturas,
curtimbres, explosivos, fungicidas y germicidas, entre otros. La descarga a los rios
de los desechos industriales procedentes de estas actividades, ha introducido el

mercurio en el ambiente en diversas zonas del mundo.

13.2.7.4. El mercurio organico

Se utiliza en diversas ocupaciones tales como en la fabricacion de medicamentos
(timerosal), fungicidas, preservativos de madera, entre otros. Como el mercurio
tiene diferentes formas, inorgdnica y organica, la toxicocinética varia

dependiendo de la presentacion como se describe a continuacién:

Absorcion: la respiratoria es la via mas importante para el ingreso del mercurio
metalico (especialmente de origen ocupacional); se calcula que el 80% de los
vapores inhalados se absorben desde el alveolo. La via digestiva es poco
importante para el mercurio elemental, sin embargo, para los derivados organicos
como el metilmercurio es de un 95%; aproximadamente el 10% de las sales de
mercurio se absorben luego de la disociacién de las formas divalentes como el
cloruro de mercurio (HgCl2) y para las formas monovalentes se absorban (como

el calomel cuya férmula es HgCl), se requiere su oxidacion a formas divalentes.

La absorcién por via cutanea esta dada principalmente por el contacto con los

derivados drgano-mercuriales; sin embargo, algunos polvos y ungilentos
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contienen HgCl (sal inorganica) y su absorcion variara de acuerdo con la

concentracion del metal, la integridad de la piel y la liposolubilidad del vehiculo.

Distribucion: luego de su absorcidon, el 90% de los compuestos organicos se
trasporta en eritrocitos unidos a la hemoglobina y el 50% del inorganico se
trasporta en el plasma unido a la albumina. El mercurio se distribuye ampliamente
en todos los tejidos, predominantemente en los rifiones, higado, bazo y sistema
nervioso central (SNC). El patréon de distribucion al SNC del mercurio elemental y
organico difiere de las sales inorganicas debido a que estas ultimas son menos
liposolubles. En el cerebro, el mercurio elemental y el orgdnico se acumulan
principalmente en la materia gris (corteza occipital y parietal), ndcleos del tdlamo
y cerebelo; el mercurio divalente Hg?* (inorgdnico) se deposita principalmente en
el epitelio del tubulo proximal y en el higado. El mercurio se deposita en el cabello
y las ufias, encontrandose concentraciones del mercurio organico
aproximadamente 250 veces la encontrada en sangre total. El metil y el
etilmercurio atraviesan con facilidad la barrera placentaria y se acumulan en el
feto; ademads se han encontrado compuestos mercuriales en la leche de mujeres

expuestas y en la sangre de los recién nacidos.

Metabolismo: el mercurio sufre varias biotransformaciones en el organismo. El
elemental (HgP) entra facilmente al SNC y se convierte en los cationes mercuricos
(Hg?*) por la enzima hidrogeno perdxido catalasa; esta transformacién hace que
se disminuya la liposolubilidad del vapor de mercurio y sufra una acumulacién en
SNC. El mercurio elemental también puede sufrir metilacién por un proceso poco
conocido, pero un 0.05%-0.26% del mercurio administrado, se convierte en
metilmercurio. A la inversa, y en menor extension, los iones mercuricos pueden

ser reducidos al estado elemental, aunque el sitio, por mecanismos poco claros.

Eliminacion: el mercurio absorbido se excreta por diferentes vias dependiendo
del tipo de presentacidn. El mercurio elemental y las sales de mercurio se excretan

principalmente por via renal a través de unas proteinas de membrana que se
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utilizan para secretar acidos organicos; la excrecion del mercurio organico es
principalmente fecal. La vida media del metal depende también de la forma del

mercurio, como describe en la tabla siguiente:

Vida media biolégica de las diferentes formas de mercurio

Forma del mercurio Vida media bioldgica Vida media bioldgica en
organismo en conjunto organos y tejidos
Mercurio metdlico y sales 35 a 90 dias Pulmdn: 1.7 dias
inorgdnicas. Media: 60 Rifidn: 64 dias
Cerebro menor a un afo
Metilmercurio 110 a 190 dias Sangre: 70 dias
Media: 120 dias Cerebro: 120 dias

Fuente: (Pefia, 2010)

13.2.7.5. Fisiopatologia

El mercurio bajo su forma ionizada se fija a los sustituyentes orgdnicos celulares
ricos en grupos sulfidrilo (-SH); la unién es covalente con el azufre que se halla en
forma de grupo sulfidrilo. EI mercurio divalente reemplaza al hidrogeno,
formando mercaptanos del tipo X-Hg-SR y Hg (SR)2, donde X es un radical
electronegativo y R una proteina. El mercurio es capaz de unirse también con
grupos fosforilos, carboxilo, amida y amina, afectando asi diversos sistemas. Su
accion toxica se centra en la inhibicion de diversas enzimas claves para el
funcionamiento del organismo pero dicho efecto no se reduce a estos cambios, si
no que puede generar precipitacion de proteinas sintetizadas por las neuronas,
disminuye la produccidon energética celular y la actividad mitocondrial por
disfuncién enzimatica. El mercurio también perturba los sistemas de transporte
de potasio y la ATP-asa de membrana. Disminuye el transporte activo de azucares,
aminodacidos y precursores de acidos nucleicos. También se le ha atribuido un
mecanismo inmune a algunas manifestaciones de la toxicidad por mercurio tales
como la acrodinia y la glomerulonefritis. Aunque el mercurio se puede depositar
en todos los tejidos, las células mas sensibles son las neuronas del cerebro y

cerebelo.
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13.2.7.6. Manifestaciones clinicas

La toxicidad depende de la forma quimica cantidad, via de exposicidon vy
vulnerabilidad de la persona expuesta. Los efectos toxicos se pueden presentar

en cualquier sistema del organismo especialmente en el sistema nervioso central.

Intoxicacion aguda

Es poco frecuente en el medio industrial, salvo accidentes. Se da luego de la
exposicion inhalatoria a vapores de mercurio elemental. Inicialmente hay un
compromiso pulmonar con dolor tordcico, tos, neumonitis, bronquitis,
bronquiolitis, se pueden desarrollar complicaciones como neumonia, edema
pulmonar, y aun falla respiratoria. También existe compromiso digestivo con dolor

abdominal, nauseas, vomito, diarrea y gingivitis.

La toxicidad aguda también puede deberse a la ingestién de derivados
inorgdnicos, que produce rdpidamente un cuadro de gastroenteritis aguda por la
accion corrosiva sobre la mucosa del aparato digestivo, cursando con dolor
retroesternal y epigastrico, disfagia, vémito, diarrea, deshidratacién y sangrado
del tracto digestivo. Al segundo o tercer dia puede aparecer estomatitis con
sialorrea, tumefaccion gingival, halitosis, sabor metalico y ulceras sangrantes. En
vista del efecto corrosivo que pueden tener las sales inorganicos en el tracto
gastrointestinal, puede alterarse la barrera y aumentar la absorcién del metal,
produciendo consecuentemente una ultima fase, consistente en insuficiencia

renal andrica por necrosis tubular necrética con intensa uremia.
Intoxicacion cronica por mercurio elemental

La exposicidon a los vapores, es la forma mdas frecuente de intoxicacién por
mercurio elemental en el medio laboral tanto en la mineria como en la industria

y constituye el denominado “hidrargirismo”. Produce las siguientes alteraciones:
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Sistema nervioso central: en una primera fase aparecen trastornos psiquicos
como irritabilidad, tristeza, ansiedad, insomnio, temor, pérdida de memoria,
excesiva timidez, labilidad emocional, hiperexcitabilidad o depresién, a todo este

|II

conjunto de sintomas se ha denominado “eretismo mercurial”. El gran sintoma
del hidrargirismo es el temblor, el cual tiene caracteristicas tipicas de origen
cerebeloso, dificultando los movimientos que exigen precisién y puede hacerse
objetivo mediante diversas pruebas como el trazado de lineas curvas y rectas, y la
prueba de escritura, que pueden poner en manifiesto la evolucion de la
enfermedad o la eficacia del tratamiento o generalmente inicia en la lengua, labio
parpados y dedos de las manos al comienzo en forma de temblor fino, que se

extiende a las manos, y al aumentar la intensidad, tiende a ser intencional, lo que

le diferencia de la enfermedad de Parkinson.

13.2.7.7. Diagndstico

El diagndstico de la intoxicacion se hace por una combinacidn de criterios clinicos,
historia de exposicidon y concentraciones en liquidos bioldgicos. Es importante
tener en cuenta la complejidad de la cinética del mercurio, ya que en ocasiones
se observan personas con un cuadro clinico florido y valores de laboratorio

normales y personas con niveles altos de Hg en orina y asintomaticos.

El mercurio puede detectarse en muestras bioldgicas, tales como la orina, sangre,
cabello y uiias. Se sugiere la toma de una muestra de orina de 24 horas que debe
recolectarse en un recipiente plastico previamente tratado con acido nitrico al
10%. Segun parametros internacionales, se considera intoxicado aquel individuo
que tenga concentraciones de mercurio en orina de 24 horas mayores de 35ug/L
o 35ug/gr de creatinina y en sangre, valores mayores de 15ug/L en aquellos casos
de exposicién a mercurio elemental o sales inorganicas al final de la jornada
laboral. Para aquellos casos de intoxicacidon por mercurio organico, la muestra de

orina no es ideal, ya que, como se menciond antes su excrecién es principalmente
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fecal, por tanto se prefiere la toma de muestras sanguineas para su determinacién

(Pefia, 2010).
13.3. Técnicas de deteccion de los niveles de contaminacion

Para detectar y medir la concentracion de mercurio en los diferentes estratos de
la biosfera se utilizan muchas técnicas, entre las cuales se destacan; el método
colorimétrico de la ditizona, el fotdmetro para luz ultravioleta, la absorbimetria
atdmica, el método de espectrofotometria de absorcidon atémica sin llama vy el

detector de gases (Sepulveda & Velasco, 2002).

13.4. Generalidades de la espectroscopia de absorcion atomica (AAS).

Principios y usos

Los métodos analiticos espectroscépicos se fundamentan en medir la cantidad de
radiacion que producen o absorben las especies moleculares o atémicas de
interés. Es posible clasificar los métodos espectroscépicos segun la regién del
espectro electromagnético utilizado para la medida. Las regiones del espectro que
se han utilizado abarcan los rayos gama, rayos X, radiacién ultravioleta (UV),
radiacion infrarroja (IR), microondas y radiofrecuencias (RF). La espectroscopia, es
conocida como la ciencia que establece las interacciones de la radiacion
electromagnética absorbida, dispersada o emitida por &tomos, moléculas u otras

especies quimicas (Skoog et al, 2005).

Dado que cada especie posee estados energéticos -caracteristicos, la
espectroscopia puede utilizarse para identificarlas y cuantificarlas. Constituye la
base del andlisis espectroquimico, donde la interaccion de la radiaciéon
electromagnética con la materia genera informacidon cualitativa y cuantitativa
acerca de la composicidén de una muestra. Dentro del analisis espectroquimico, la
espectroscopia atdmica estudia la absorcidn y emisién de la radiacion por especies
atdmicas, las cuales son generadas y examinadas en un medio gaseoso de alta

energia, que constituye una fuente de vaporizacidon-atomizacion-ionizacion-
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excitacion, la atomizacidn en particular se logra Unicamente a altas temperaturas,
salvo el caso del mercurio que presenta presidon de vapor favorable a temperatura

ambiente. (Rouessac & Rouessac, 2007).

La espectroscopia atdmica se usa ampliamente para analizar atomos metdlicos en
cantidades traza (ppm, ppb) en minerales, muestras bioldgicas, metallrgicas,
farmacéuticas, aguas, alimentos, suelos y sedimentos. En el Grafico 3, se muestra
un esquema tipico del equipo de absorcion atémica que consiste en: una ldmpara
de catodo hueco, una lampara de deuterio para correccion de lectura por
absorcion no atdmica, un modulador o detector, un atomizador, un

monocromador y un transductor o amplificador (Manosalvas, 2005; Harris, 2007).
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Grafico 2.3 Esquema de equipo de absorcidén atémica Fuente: Castro, 2000.

13.4.1.Técnica de Atomizacion con generacion de vapor frio.

La técnica de atomizacion por vapor frio, es aplicable solo a la determinacién de
Hg por ser el Unico metal que tiene una adecuada presién de vapor a temperatura
ambiente, por ello no es necesario entregarle la energia de una llama a la muestra
de analisis (Antuna, 2007). Se convierte todo el mercurio de la muestra en Hg (ll) y

posteriormente se reduce a Hg® por adiciéon de cloruro de estafio (SnCl2) o
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borohidruro de sodio (NaBH4) que actian como agente reductor. El mercurio
volatil es acarreado por un gas inerte (Ar o N2) a una celda de cuarzo interpuesta
sobre el paso éptico. Dependiendo de la cantidad de Hg que posea la muestra de
analisis, este se abre camino, con la ayuda del gas de arrastre hasta llegar a la celda,
absorbiendo la energia proveniente de la lampara y traduciéndose en senal de

absorbancia como muestra el Grafico 4 (Harvey, 2002).

La técnica de generacién de vapor frio a través de espectroscopia de absorciéon
atdmica consta de tres etapas fundamentales que son: la generacion y
volatilizacién del hidruro, la transferencia del mismo y su posterior atomizacién en
el espectrémetro de absorcion atémica. La reaccién generada por el borohidruro
de sodio (NaBHa), el acido clorhidrico (HCI), y la muestra de andlisis es conducida a
través del equipo de generacion hacia el espectrémetro de absorcidn atdomica por

medio del efecto del flujo del gas de arrastre (Ar o N3), del cual se obtiene:

NaBHs+ 3H,0 + HCl — H3BOs + NaCl + 8H*
8H* + A™ — AHn + (8-n)/2H; (exceso)

Donde H* es el hidrégeno naciente; “A” es el elemento formador de hidruro y “m”
su estado de oxidacion (que puede no coincidir con “n”, el indice de coordinacién)

(Skoog et al, 2005).
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Gréfico 4 Esquema del proceso de determinacion de mercurio por generacion de vapor

frio Fuente: Skoog et al, 2005
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13.4.2.Métodos de cuantificacion

La cuantificaciéon se basa en la ley de Lambert-Beer, que expresa lo siguiente:
cuando un haz de luz de una longitud especifica pasa a través de una sustancia,
cierta cantidad de radiaciéon es absorbida por la sustancia y otra porcién se
transmite a través de ésta. La cantidad de energia absorbida, depende de la
concentracion de sustancia y del trayecto dptico que recorre el haz de luz. La
transmitancia (T) de la solucidn, es la fraccidon de radiacion incidente transmitida

por la solucidn, que se representa en la ecuacion 1. (Harris, 2007).

T=1/P° (1)

En donde:
T=transmitancia
I = radiacién transmitida
12 = radiacidn incidente
La absorbancia es el logaritmo negativo de la transmitancia, que se exhibe en Ila
ecuacion 2.
ABS = - logT (2)
En la ecuacién 3 se demuestra que la absorbancia, es directamente proporcional a
la longitud de la trayectoria de la radiacién (b) y concentracion de la sustancia
absorbente (c). Donde (a) es una constante de proporcionalidad, cuyo nombre esta
dado por las unidades en que esta constante esté expresada. Si sus unidades son

litro gt cm™ se llama coeficiente de absorcidn, y si son litro mol! cm™ se llama

absortividad molar (Harris, 2007).
ABS = a*b*c (3)

La cuantificacién se puede llevar a cabo mediante una serie de métodos entre los
gue se puede citar la construccion de curvas de calibracién y el método de
adiciones. El analisis mediante curvas de calibracién se hace elaborando una

grafica de la absorbancia versus la concentraciéon, midiendo la absorbancia de
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varios patrones de distintas concentraciones, con lo cual se obtiene una linea recta
que pasa por el origen. La pendiente de esta recta estara dada por el coeficiente
de absorcién (a) y el trayecto optico (b), por lo tanto a medida que aumenta la

concentracién (c), aumenta la absorbancia de la muestra (Harvey, 2002).

13.4.3.Interferencias analiticas

En ciertas determinaciones se pueden presentar problemas en el analisis, estos
pueden ser resueltos en dependencia de la experiencia y conocimientos que tenga
el analista, sobre la metodologia a utilizar. En espectrofotometria existen ciertas
interferencias analiticas las cuales pueden producir errores en la cuantificacion,
pero pueden ser corregidas segun su origen. Las interferencias pueden ser de

varios tipos: espectrales, quimicas, por ionizacién y de matriz (Harvey, 2002).

Las interferencias se producen cuando otro atomo distinto al analito absorbe una
longitud de onda con una diferencia de 1nm. Estas interferencias estan
intimamente relacionadas con el poder de resolucion del monocromador, y puede
ser minimizada por modulacion de la amplitud de la fuente de radiacién (Haswell,

1991).

Estas son mas comunes que las interferencias espectrales, pueden ser minimizadas
si se escogen las condiciones de trabajo adecuadas (Harvey, 2002). Existen algunos
compuestos que son dificiles de disociar, esto significa que no se los puede
atomizar con facilidad. El uso de llamas de distintas temperaturas o el uso de
agentes liberadores como el EDTA, son formas de corregir estas interferencias

(Haswell, 1991).

Las interferencias por ionizacién se presentan en llamas muy calientas. A
temperaturas elevadas de la flama y del horno, los &tomos con bajos potenciales
de ionizaciéon son efectivamente ionizados. Cualquier ionizacion reduce la
poblacién de los atomos libres tanto en el estado basal como en el estado excitado,

disminuyendo entonces la sensibilidad de la determinacion (Skoog & West, 2001).
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Este problema se resuelve rapidamente afiadiendo un exceso (aproximadamente
de 100 veces) de un elemento mas facilmente ionizable, como K, Cs o Sr, para
inhibir la ionizacidn tanto en las soluciones de la muestra como en las de
calibracion. También puede ser eliminada al controlar las condiciones de andlisis,

como la temperatura de llama y flujo de los gases (Haswell, 1991).

Finalmente, las interferencias de matriz, se registran, debido a que cada matriz
liguida de una muestra tiene distintas composicidon, por lo tanto, la tensién
superficial y la viscosidad seran diferentes, estas caracteristicas pueden afectar el
proceso de nebulizacidn y posteriormente la cuantificacion del analito (Harvey,
2002). El principal problema, es que la velocidad de aspiracidn de la muestra difiera
a la velocidad de aspiracidon del estandar. Si estas caracteristicas no se controlan
de modo que no cambien durante el andlisis, la cantidad de dtomos en la llama en
un momento dado puede variar y dar lecturas incorrectas. Para evitar este tipo de
interferencia hay que tener una composicion igual entre las muestras y los
patrones, de modo que estos ingresen y se nebulicen de la misma forma (Haswell,

1991).

13.5. Proceso de validacion de métodos analiticos

La validacion de métodos, es una de las medidas universalmente reconocidas como
parte necesaria de todo sistema completo de garantia de calidad en la quimica
analitica. Es la confirmacién mediante el suministro de evidencia objetiva que
revele el cumplimiento de requisitos para una utilizacién o aplicacidn especifica de
un método de analisis previsto. En el pasado, ISO, IUPAC y AOAC INTERNATIONAL
han cooperado para elaborar protocolos o directivas comunes sobre la realizacién
e interpretacion de estudios de la eficiencia de métodos analiticos, sobre ensayos
de aptitud, sobre control interno de calidad en laboratorios de quimica analitica, y
sobre el uso de datos de recuperacion en las mediciones analiticas. La IUPAC, se ha
encargado ahora de elaborar protocolos para establecer directrices de validacion

de métodos de andlisis en un solo laboratorio. Dichas directrices ofrecen
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recomendaciones minimas sobre los procedimientos que deben seguirse para

garantizar una validacién adecuada de los métodos analiticos (Castellucci, 2005).

La validacion es necesaria porque proporciona un alto grado de confianza y
seguridad en el método analitico y en la calidad de los resultados lo cual permite
un conocimiento profundo de sus caracteristicas de funcionamiento. Los métodos
analiticos deben ser validados para cumplir con las exigencias legales requeridas

por organismos de acreditacién (FDA, 2000).

La validacién se aplica a un protocolo definido para determinar un analito
especifico y el rango de concentraciones en un tipo de material de prueba
particular utilizado para un propdsito especifico. En general, la validaciéon debe
comprobar que el método se comporte de forma adecuada para la finalidad
perseguida en todo el conjunto de concentraciones del analito y de materiales de
referencia a los que se aplica. Por consiguiente, estas caracteristicas y los criterios
de adecuacién al propésito, deben especificarse en su totalidad antes de realizarse

la validacion (Castellucci, 2005).

13.5.1.Requerimientos para la validacion de métodos

La autora coincide con el criterio que para validar un método analitico se requiere
de ciertas normas, que incluyen buena organizacién funcional, el suficiente
numero de analistas capacitados, instalaciones adecuadamente abastecidas con
equipos y aparatos apropiados, calificados y en buen estado de funcionamiento
para el desarrollo de los procesos analiticos, métodos escritos disponibles,
actualizados y certificados, procedimientos adecuados para toma de muestras,
utilizacién de reactivos correctos y soluciones valoradas iddneas, asi como material
auxiliar pertinente y en perfectas condiciones de uso, utilizacion de patrones y
muestras de referencia, verificacién y supervision de los resultados obtenidos de
cada analisis y que los registros de dichos analisis efectuados sean auditables,

proporcionar una correcta informacién y comunicacion de los resultados
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obtenidos, higiene limpieza y seguridad, control y seguimiento de calidad mediante
inspecciones y auditorias internas con personal de la propia seccién de trabajo

(Norma INEN ISO/IEC 17025, 2005).

El laboratorio, debe utilizar los métodos de ensayo o de calibracidn que satisfagan
las necesidades del cliente y que sean apropiados para los ensayos o calibraciones
qgue se realizan. Es necesario elaborar un procedimiento que especifique las
acciones a realizarse, y todo lo relativo al ensayo, condiciones ambientales, equipo
pertinente, reactivos, manipulacién, preparacién de estdndares, material de

referencia, muestras de analisis y calculos (Norma INEN ISO/IEC 17025, 2005).

La normalizacién de métodos es una actividad previa a la validacién, para obtener
un conocimiento general del método de ensayo; se aplican los pasos para poner el
método en funcionamiento de forma razonable y consistente, si no se logran

satisfacer los criterios en esta etapa, se puede corregir y hacer ajustes (FDA, 2000).

Los parametros de validacién deben ser entendidos antes de la ejecucién de la
misma; si el método es oficial o ya tiene pardmetros estadisticos, debe ser

verificado en condiciones de laboratorio.

En la Tabla 3, se enuncian las medidas que un método analitico debe seguir para

poder ser validado.
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Tabla No.3 Pardmetros de Validacion de un Método Analitico

PARAMETRO DEFINICION
Selectividad / Capacidad de un metedo apaltfice par medir exacta v especificamente un analito sin interferencias.
Especificidad
Funcion de respussta instrumental copocida como racfa de calibrade:
Limealidad v=arhbx
Dipnde ~ v~ es ka linsalidad
{ue es bz preporcionalidad entre concentracion de analito v el sistema de respuesta.
Sensibilidad Considerada come ks pendisnte de Ia carva, es b capacidad de un metodo analitico de registrar liperas
variacionss de la concentracion
Bepetibilidad- Precision de un analisis donds la @mica fuente de variacion es el analisis de muestras
repetidas,
Precizion
Feproducibilidad: Precizion obfenida coando se comparan les resultados de distintas muestras, analisic
0 metados.
Limite de E: la mas baja concenfracion del apalifo que puede ser determinada con un nivel aceptable de
Cuantificacion precizion, repetibilidad v exactitud exigida per la porma o cliente.
Limite de Deteccion Minima concentracion de analito gue pusde detectarse pero o necesariaments coantificarse.
Es determinado comparande los valorss obtenides con kos valares definidos comn tedricos.
Exactitud % Recuperacion = Lottt 100
}:llﬁrl::-
Intervalo o Rango de  Esta comprendido entre el Imite de coantificacion v 2] valor del mayer patron usado.
Trabajo
Incerfidumbre ama de valores posibles que es mzonabls esperar de mma medida o resuliado; abarca tedos les emores,

fanto sistematicos come alsatarios.

Fuente: Harvey, 2002 y Winefordner, 2003.
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13.5.2.Estimacion de los criterios de aceptacion

Los requisitos pueden ser establecidos por la demanda que ha originado la
necesidad analitica de determinar limites de cuantificacidn, exactitud y precision.
Si no se dispone de requisitos regulados, la fuente de informacidn es bibliografica
o por la experiencia adquirida durante la normalizacion del método (Colegio

Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biélogos, 2002).

La obtencidn de la funcién de respuesta instrumental, puede realizarse con seis
niveles de concentracion (5 patrones mas un blanco), cinco veces en condiciones
de repetibilidad. Para la determinacion de la exactitud (recuperacion) de
materiales de referencia, mediantes tres niveles, con cinco repeticiones. El
procesamiento de las muestras se realiza en condiciones de repetibilidad y
aplicando el método completo. En el tratamiento estadistico se realiza el andlisis
de varianza simple de los resultados obtenidos para el calculo de la precisién por
niveles, ademas de los limites de deteccion y cuantificacion, el intervalo de trabajo

y la incertidumbre asociada a cada nivel (Norma INEN ISO/IEC 17025, 2005).

13.5.3.Exigencias para la elaboracion de informes de resultados

Mediante un informe de ensayo validado que resuma los pardmetros
determinados, se deben recopilar las caracteristicas del método. Todos los datos
obtenidos de la realizacién deben ser perfectamente auditables en los diarios de
laboratorio u hojas de trabajo. Los informes técnicos emitidos deben incluir las
referencias de la calibracion y cualificacion de los instrumentos utilizados, y los
resultados de la verificacién de los parametros de idoneidad, antes de iniciar el

estudio de la validacion.

En tal sentido, se debe describir el procedimiento del método utilizado, ademas,
se entregan los resultados de cada parametro incluyendo esquemas, copias

originales de espectros, curvas de calibracion, etc. Un certificado de validacién
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deberd ser firmado por las personas responsables, e incluye un resumen del
protocolo y de los resultados obtenidos o bien anexarse al final del informe.
Finalmente, los documentos referentes a la validacion se deben archivar
adecuadamente durante todo el tiempo de vigencia del método analitico validado

(Harvey, 2002; Norma INEN ISO/IEC 17025, 2005).

13.5.4.Alcance de los estudios de validacion

El alcance de la validacion de un método nuevo, modificado o desconocido
depende del estatus del método y de la competencia del laboratorio encargado de
llevarla a cabo (Castellucci, 2005). Mediante un ensayo colectivo, el laboratorio
debe comprobar si es capaz de alcanzar su rendimiento publicado o si es capaz de

cumplir los requisitos de las tareas analiticas.

El laboratorio debe realizar estudios de la fidelidad, del sesgo (incluidos estudios
de variacion de la matriz) y posiblemente estudios de la linealidad, aunque puede
omitir algunas pruebas, como por ejemplo la de robustez (Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, 2002). En el laboratorio, es necesario utilizar un
método validado, pero con una nueva matriz, en un ensayo colectivo que debe ser
comprobado. Se contrasta el mismo rango de validacién con la aplicacién de un
método empirico. Es decir, la cantidad estimada es simplemente el resultado
hallado tras aplicar el procedimiento. Esto difiere de las mediciones que valoran
cantidades independientes del método, como la concentracién de un analito
particular en una muestra, en las que el sesgo del método es convencionalmente

cero y la variacién de la matriz es irrelevante (Winefordner, 2003).
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13.5.5.Aseguramiento de la calidad de los resultados de ensayo y de

calibracion

Los documentos emitidos son una parte esencial de la validacion ya que
intervienen en todo el proceso. Consiste en un plan practico disenado para el
desarrollo de la validacion tanto en la parte experimental como en los cdlculos de
la misma. En la Tabla 2.4, se presenta el esquema de un protocolo de validacion

(Winefordner, 2003; Norma INEN ISO/IEC 17025, 2005):

Tabla No.4 Fases de Validaciéon de Métodos Analiticos

ITEMS DEFINICION
Objetivo Exposicion clara de la finalidad de la validacién y propuesta de fechas de inicio y final.
Responsables Personas que llevaran a cabo la validaciéon y quienes aprobaran.

Se identificaran los factores de mayor influencia sobre las caracteristicas de

Factores criticos . . ) o
funcionamiento del método analitico.

Se seleccionan en funcidn de las caracteristicas de la muestra, tipo de método analitico

Parametros a estudiar ., .
y rango de concentracién del analito.

Se realizard de acuerdo con los procedimientos escritos que indican también los

Muestras . L, . .
sistemas de rotulacion y tratamiento previo de las muestras.
Se han de identificar los aparatos a utilizar en el proceso de validacién, y comprobar
Equipos que estan convenientemente cualificados, incluyendo estos datos en el informe de
validacion.
Existirdn métodos escritos provisionalmente describiendo el procedimiento para la
Métodos analiticos determinacidn de parametros a evaluar, con indicacidn de reactivos, patrones,

materiales, técnicas y calculos.
Se estableceran a priori para cada uno de los pardmetros, basdndose en las
Limites de aceptacion necesidades o finalidad del método y en la informacién recogida durante la fase de
desarrollo del procedimiento analitico.

Fuente: FDA, 2000.
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