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Resumen

La determinacion del fosfuro de aluminio es un ensayo de alta demanda en el Laboratorio
Quimico Toxicolégico de Honduras. Para su realizacidon se desarrolld en el afio 2003 una
metodologia por espectrofotometria de absorcién atdomica electrotérmica, la cual ha sido
recomendada como prueba alternativa®, demostrando capacidad discriminatoria entre las
concentraciones de aluminio en contenidos gastricos de individuos que ingirieron el fumigante y
de aquellos que murieron por causas ajenas. Esta metodologia presentd eventualmente
inestabilidad en varios parametros de desempefio, principalmente la linealidad, recuperacién y
precision. Se analizaron las causas identificdndose el asintotismo en las curvas de calibracién,
efectos de matriz y de la dilucién como factores criticos. Se redisefié el método optimizando las
condiciones experimentales para mejorar la curvatura de la linea de calibracién y evaluandose
enfaticamente el efecto de matriz y de la dilucién sobre la linealidad y recuperacion. Cuando hay
efecto de matriz en las mediciones se recomienda recurrir al método de adicion de patrdn; sin
embargo, fue posible desarrollar un modelo de ajuste para corregir tal efecto y medir por simple
interpolacion. Se estudid el efecto no lineal de las diluciones y se desarrollé un modelo de ajuste
para reducir el sesgo de la medicidon. Se establecié un limite de decisidn por experimentos de
simulacion de Monte Carlo partiendo de un conjunto reducido de especimenes reales. El
proyecto culmind con la validacién del método, comprobando su adecuacion para confirmar las
intoxicaciones por ingestion de fosfuro de aluminio.
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0. Introduccion

Durante la presente década, se ha observado en Honduras un frecuente uso del fosfuro de
aluminio con fines suicidas. Esta situacién no es exclusiva y el problema prevalece en otros
paises, tales como Nicaragual, Irénz, India’® y Marruecos4, inclusive hay antecedentes en Francia,
Turquia y Alemania’.

El fosfuro de aluminio libera la fosfina, que es el verdadero téxico, al reaccionar con el agua o los
acidos fuertes. El comportamiento toxicolégico de la fosfina en el organismo aun no ha sido del
todo dilucidado y debido a su recurrente incidencia ha venido a representar un reto para la
toxicologia forense.

Existen varios métodos de ensayo para identificar la fosfina en fluidos biolégicos. Los ensayos
quimicos de coloracion para detectar el ion fosfuro son los mas accesibles pero pueden ser
relativamente complejos, los limites de deteccidon no siempre resultan satisfactorios y su
caracter es presuntivo. También se ha recomendado la cromatografia de gases con deteccion
termoiodnica (NPD) como técnica electiva. Ambas técnicas pueden considerarse adecuadas segun
el propdsito destinado.

Actualmente, el Laboratorio Quimico Toxicoldgico de Honduras, no cuenta con un cromatografo
con detector NPD instalado y los ensayos quimicos aplicados rutinariamente dejaron una larga
historia de falsos negativos y falsos positivos en proporciones inaceptables. En el afo 2003 se
desarrollé una metodologia que demostré capacidad para diferenciar significativamente entre
las concentraciones de aluminio en contenidos gastricos de individuos que ingirieron fosfuro de
aluminio y aquellos que murieron por causas ajenas a la intoxicacién (hechos de transito, arma
de fuego y otras)®. Esta metodologia presenté con el tiempo inestabilidad en los parametros de
desempeiio y para corregir los problemas presentados se hicieron cambios continuos e
inconsistentes en las condiciones analiticas. Las fallas mas comiunmente reportadas fueron la
recurrencia de valores por encima del rango de trabajo, curvas de calibraciéon excesivamente
asintéticas y problemas de exactitud en los resultados. Para una investigacion mas sistematica,
se han identificado los aspectos a optimizar o redisefiar en la presente metodologia.

a) Rango efectivo de trabajo

Cuando el método fue desarrollado se evalué un grupo de 7 de especimenes provenientes de
individuos que murieron por ingestion de comprimidos de fosfuro de aluminio. El valor
promedio de aluminio encontrado en muestras diluidas fue de 3226,3 pg/L, con un rango de
2127 pg/L a 3646 ug/L y un caso atipico con 109200 pg/L, estas muestras fueron tratadas
conforme al procedimiento desarrollado (mezclar 1,0 g de contenido gastrico con 10 mL de
solucidn acuosa de acido clorhidrico al 10%). En tanto que los valores en un grupo de 146 de
especimenes provenientes de individuos que murieron por otras causas, por ejemplo hechos de
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transito o heridas con armas de fuego, fue de 239,0 pg/L, con un rango de 0 ug/L a 749 ug/L. Se
definidé entonces un rango de trabajo entre 200 pg/L y 3000 pg/L.

Posteriormente, con el método en marcha, los especimenes analizados sobrepasaban el limite
de linealidad establecido en el procedimiento normativo, precisando llevar un nimero laborioso
de diluciones. Realizando un calculo con estos nuevos valores encontrados, se estima que la
concentracién promedio de aluminio total en muestras diluidas de contenido gastrico es 6077
ug/L + 924,6 pg/L. Es necesario entonces establecer un nuevo rango de trabajo y adaptar la
metodologia a estos nuevos valores.

b) Curvatura en los graficos de calibracién

Aun en los sistemas acuosos, debido a los altos niveles de concentracion, las curvas de
calibracion de aluminio resultan con un excesivo asintotismo y fallas en la linealidad. La
linealidad del rango entre 200 pg/L a 3000 pg/L resulta inestable. Es por tanto preciso estudiar
los factores que influyen en la relacidn concentracion-respuesta, e inclusive considerar el uso de
otros modos de calibracion diferentes al de regresidn lineal simple y ajustar el procedimiento a
un rango lineal mas apropiado.

c) Pretratamiento de las muestras
Un tercer problema encontrado en la metodologia en estudio radica en el procedimiento de
pretratamiento de la muestra.

Anteriormente el pretratamiento consistia en homogenizar el contenido gastrico y pesar una
cantidad aproximada de 1,0 g en un tubo de vidrio cénico, previamente lavado con acido nitrico
al 50%. El peso experimental se registraba para los respectivos cdlculos. Seguidamente, a este
tubo se adicionaban 10 mL de acido clorhidrico al 10%. La mezcla se homogenizaba con agitador
horizontal y luego era centrifugada. Asi la muestra era dejada en reposo durante al menos 12
horas. Pasado este tiempo, la muestra era nuevamente centrifugada y filtrada con papel filtro
no silanizado. El filtrado era entonces medido en el espectrofotdmetro.

Naturalmente, los problemas suscitados radicaban especialmente en la precisién de las
mediciones. En cuanto a la recuperacion, y por ende la veracidad, las fuentes de contaminacion
en el proceso fueron notables.

El contenido gastrico es un tipo de matriz heterogéneo y complejo. El procedimiento
originalmente disefiado consiste en interpolar la absorbancia de la muestra con una curva de
calibracion elaborada en solucién acuosa de acido clorhidrico, sin tomar en consideracién el
efecto de la matriz sobre la medicidon del analito. La pobre repetibilidad obtenida en muchas
ocasiones sugiere que la heterogeneidad de la matriz y sus caracteristicas poco estudiadas
influyen de alguna manera interfiriendo en la medicidon. También se observaron lecturas de
absorbancia excesivamente altas por efecto del humo dentro del horno de grafito y mediciones
defectuosas por adhesién de material graso en la sonda del muestreador.

Péagina 5 de 157



MAESTRIA EN QUIMICA APLICADA AL ANALISIS Y GESTION DE LA CALIDAD
DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO DE DETERMINACION DE ALUMINIO EN CONTENIDO GASTRICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA ELECTROTERMICA, PARA LA CONFIRMACION DE INTOXICACIONES POR
FOSFURO DE ALUMINIO

Carlos Ivan Roque

Por tanto, se plantea el disefio de un procedimiento de pretratamiento, con el objetivo de
obtener resultados reproducibles y recuperaciones admisibles.

d) Método y modelo de calibracién

Los problemas antes expuestos llevan a evaluar el efecto de la matriz y en caso de ser necesario
cambiar el modo de calibracién a adiciéon de estandar, como es casi de obligatorio cuando se
trabaja con matrices bioldgicas. El método de calibracién y el modelo matematico se valoran en
funcidn de la exactitud de los resultados que pueden obtenerse por los mismos.

Este estudio proyecta entonces redisefiar el método analitico para la determinacion de aluminio
en contenido gastrico y validarlo como un método alternativo para la confirmacién de
intoxicaciones por ingestion de fosfuro de aluminio. Como requisitos adicionales se plantea un
procedimiento eficiente, rapido y de facil aplicacion.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo general
Desarrollar y validar un método rutinario para la determinacién de aluminio elemental en muestras
de contenido géstrico por espectrofotometria de absorcion atdmica electrotérmica, con el fin de
ser aplicado para la confirmacién de intoxicaciones por ingesta de fosfuro de aluminio

1.2. Obijetivos especificos

1.2.1. Identificar los factores que afectan la linealidad, la recuperacién y la reproducibilidad del
sistema analitico para la determinacién de aluminio en contenido gastrico

1.2.2. Optimizar el procedimiento analitico para la determinacion de aluminio en contenido
gastrico, partiendo de los factores identificados

1.2.3. Determinar un limite de decision que discrimine eficazmente las muestras de individuos
intoxicados por ingestion de fosfuro de aluminio de las provenientes de casos relacionados a
otras causas de muerte

1.2.4. Validar la adecuacién del método a su propdsito, verificando el cumplimiento de los
siguientes parametros de desempeno: selectividad, modelo de calibracion (linealidad),
recuperacion, veracidad, precision (repetibilidad y precision intermedia), estabilidad, limite de
deteccidn y limite de cuantificacion.
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2. REVISION DOCUMENTAL

2.1. Toxicologia

2.1.1. Epidemiologia

El fosfuro de aluminio es un producto altamente eficaz para el control de ciertas plagas. Pero a
partir de la década de la década de los 90 se incrementdé dramaticamente el nimero de
envenenamientos por ingestion intencional de este agroquimico en varios paises del mundo,
inclusive en Francia, Turquia y Alemania’. En la India, el uso indebido cobré un auge representativo.

En la India se han reconocido los envenenamientos con pesticidas como un problema significativo.
En partes del norte, el fosfuro de aluminio es el principal agente letal en las muertes de una
epidemia que comenzd 20 anos atrds. Un estudio retrospectivo de 25 afos de autopsias (5933
muertes no naturales), en un hospital del noroeste de la India, revelé que desde del periodo
comprendido entre 1987 y 1997 el fosfuro de aluminio fue uno de los principales causantes de las
muertes por intoxicacidn, con una incidencia del 26,5% de los casos, que incrementd a un 80% a
partir de 1992, Mientras que en el sur de la India, en un hospital en Mangalore, de los casos
admitidos en el departamento de emergencias entre enero del 2001 a mayo del 2003, el fosfuro de
aluminio resulté ser el causante del 15% de las muertes. El estudio sefala que el fosfuro de
aluminio amerita una alta prioridad en el cuidado de la salud en el sur de la India>.

En Irdn, el Centro de Medicina Legal en Tehran, reporta que de 3885 autopsias referidas al
laboratorio de toxicologia forense, en el periodo comprendido entre el 2003 y 2004, 51
correspondieron a muertes por intoxicacion con pesticidas. El 35,3% de los casos correspondieron a
muertes por fosfuro de aluminio, posicionandolo como la causa mdas importante de
envenenamiento’.

En Marruecos, al menos 27 casos fueron admitidos a la unidad de cuidados intensivos, entre enero
de 1992 y diciembre del 2002, por intoxicaciones agudas con fosfuro de aluminio en el Hospital
Avicenne, en la ciudad de Rabat, con un 61% de mortalidad. En un estudio retrospectivo realizado
en este centro se encontré que la dosis promedio ingerida fue de 3,3 + 1,8 g*, equivalente a 1 £ 0,5
tabletas de fosfuro de aluminio en formulaciéon comercial.

En Centro América el fosfuro de aluminio se encuentra entre los 12 pesticidas mas frecuentemente
reportados como causantes de intoxicaciones agudas®. Los datos epidemioldgicos encontrados son
aun mas alarmantes.

En el periodo comprendido entre 1995 y 2004, el centro nacional de toxicologia de Nicaragua,
registrd un total de 1872 casos de intoxicaciones agudas por fosfuro de aluminio. El nimero de
intoxicaciones agudas acrecenté un 800% en 4 afios, concomitante al aumento del uso del fosfuro
de aluminio en intentos de suicidio. No obstante la mortalidad ha disminuido de un 65% (1997) a
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un 40% (2004) debido a una mejora en la atencién médica. Se estima una dosis media entre 2y 6
gramos de fosfuro de aluminio en formulacién comercial® (aproximadamente de 0,5 a 3 tabletas)

En Honduras, desde 1999 hasta el 2004, se registraron en la morgue del Ministerio Publico 15980
autopsias, de las cuales 596 corresponden a muertes suicidas, constituyendo la tercera causa mas
frecuente de muertes no naturales. Debido a la facil adquisicidn y escaso control gubernamental, el
fosfuro de aluminio es particularmente asequible y representa desde un 14% (2001) al 23% (2004)
de los medios utilizados en el primer quinquenio de la presente década®. Para el primer trimestre
del aflo 2006 se reportaron a nivel nacional 66 casos de suicidio, y en el 2007 se registraron 62
casos en ese mismo periodo. En este Ultimo afio, el mecanismo mas utilizado para fines suicidas fue
el envenenamiento (21 casos), especialmente con productos agro veterinarios (34%), lo que
significa que la incidencia ha incrementado desde inicios de la década del 2000. El principal téxico
utilizado de estos productos agro veterinarios es el fosfuro de aluminio®.

En base a estos estudios, podria inferirse que el factor en comun en paises en vias de desarrollo es
la facil adquisicidn e insuficiente control de este plaguicida. La investigacion de fosfuro de aluminio
gueda por tanto como tarea para las sociedades emergentes.

2.1.2. Causas de intoxicacion y vias de administracion

Desde un punto de vista forense, la muerte por fosfuro de aluminio puede ser de causa suicida,
accidental u homicida. Segun los datos publicados, esta uUltima no ha sido significativa, quizas por
las caracteristicas facilmente perceptibles del veneno. El fosfuro de aluminio en formulacién
comercial posee un olor penetrante y repulsivo, lo suficiente como para alertar a la victima de su
presencia, aunque su utilizacién como medio homicida no debe descartarse; de hecho, en
Honduras, en marzo de 2008 se presentd un caso donde la victima fue obligada a ingerir varias
tabletas de fosfuro de aluminio.

Las muertes accidentales son de mayor importancia en el campo laboral. En Nicaragua se ha
reportado una alta incidencia de intoxicaciones agudas por plaguicidas, con tasas promedio
superiores a los 50 casos por 100 000 habitantes, principalmente debido a metamidofds, paraquat
y fosfuro de aluminio. La tasa de letalidad por intoxicacién con fosfuro de aluminio llega a ser de un
14% a nivel mundial®. La principal forma de intoxicacién es por exposicion del gas liberado, fosfina,
ante un uso inadecuado del producto o al laborar en un medio saturado sin la debida proteccion.
También se han reportado casos de muerte por aplicacién vaginal, principalmente en mujeres de
bajos niveles educativos, que con intenciones de aborto introducen el veneno en la vagina. Ante la
humedad de la misma, se libera la fosfina causando el efecto letal.

Para la toxicologia forense, la causa que ha provocado mayor interés es del tipo suicida. En la
secciéon 2.1.1 se expuso sintéticamente sobre la extensidon del uso del fosfuro de aluminio en
perjuicio intencional de la vida propia y los motivos por los que se ha posicionado entre los
principales medios utilizados. La via de administracién mads recurrente en estos casos es la via oral.
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Existe una relacién importante entre la via de administracion y la causa o motivo de la intoxicacion.
La forma de administracién mas relevante en los casos de muertes suicidas es la via oral, y la mas
usual en intoxicaciones laborales es la respiratoria.

Para la investigacién forense, el estudio se focaliza entonces en la intoxicacion de tipo suicida por
via oral.

2.1.3. Toxicodinamia

La principal via de absorcién de la fosfina es la pulmonar. Cuando el fosfuro de aluminio es
ingerido, reacciona con el agua y el acido clorhidrico del jugo gastrico, liberando violentamente
altas concentraciones de fosfina. El gas se difunde rapidamente hacia los pulmones, desplazando al
oxigeno y ejerciendo mayor presién; alli es donde ocurre la absorcion mas relevante y el
comportamiento de la molécula es similar al cianuro o al mondxido de carbono. Parte de la fosfina
generada se absorbe facilmente en el tracto gastrointestinal pasando a la circulacién sanguinea.
Esta absorcién es comprobada con la presencia del gas en el higado. Simultaneamente, ingresa al
sistema circulatorio a través del epitelio pulmonar™.

Los productos secundarios de la hidrdlisis acida quedan en el estédmago con una absorcidn
relativamente baja. Entre los subproductos mayoritarios se encuentran el aluminio, que a su vez
forma varias especies quimicas en dependencia del pH del medio y la presencia de algunos iones
organicos e inorganicos. Aunque la biodisponibilidad del aluminio es sumamente baja, ante las
altas concentraciones en el medio, podrian ocurrir procesos de absorcion al torrente sanguineo;
asimismo, es posible que sucedan procesos de transporte a lo largo del tracto digestivo. De
cualquier manera, los hidréxidos y sales de aluminio seguramente quedaran dentro del organismo
por mas tiempo que la fosfina, o incluso pueden permanecer como rastro del envenenamiento
después de la muerte.

La fosfina, una vez que ha pasado al torrente sanguineo, puede causar la desnaturalizacién de la
oxihemoglobina, haciendo uso también del grupo hemo para transportarse y difundirse a las
células del cuerpo. También tiende a acumularse a nivel de endotelio principalmente en los
neumocitos, higado, sistema cardiovascular y renal. Incluso, se ha demostrado en animales de
experimentacion que la fosfina hidrolizada puede detectarse en el sistema nervioso central.

Los mecanismos de toxicidad no se entienden del todo bien. Se ha sugerido que se trata de un
toxico de amplio espectro, por la participacion de varios érganos en la toxicidad'?. Por ejemplo, se
han encontrado niveles extra celulares de magnesio ligeramente elevados, lo que sugiere una
pérdida del magnesio intracelular y dafio al miocdrdico; simultdneamente, se manifiesta dano
hepatico y edema pulmonar, entre otros hallazgos.

En el corazén, la fosfina provoca pericarditis y miocarditis, pudiendo fustigar con sangrado a nivel
miocardico; junto con la vasoplejia generalizada esto conlleva al shock cardiogénico.

La fosfina que satura los pulmones desplaza al oxigeno y tiende a unirse a las membranas de los
neumocitos, donde desencadena la formacién de radicales libres y segundos mensajeros de origen
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lipidico. Esta unién a los mastocitos provoca disminucion del surfactante, por consecuencia la
permeabilidad de la membrana alvéolo capilar. El dafio pulmonar directo de la fosfina, junto con
otros factores concomitantes, precipitan la formacién del edema agudo de pulmon.

A nivel renal la fosfina provoca vasoplejia y con el bajo gasto cardiaco desencadenan la formacion
de insuficiencia renal aguda, ademas del dafio del endotelio capilar renal, que empeora el
prondstico del paciente.

Se ha descrito un mecanismo en el que la fosfina se une a los endotelios en general, estimulando la
formacidn de radicales libres, probablemente a través de la estimulacion de la fosfolipasa, con la
degradacion de los lipidos de la membrana celular. Esta formacién de radicales libres provoca
alteracion de la permeabilidad de la membrana, con la introduccién de calcio al interior de la
célula.

Actualmente se han realizado estudios que dilucidan un poco mas la toxicodinamia de la fosfina. Se
ha comprobado que la fosfina reduce considerablemente la eficiencia catalitica de la citocromo
oxidasa C y afecta la actividad de la succinil deshidrogenada y la NADH-deshidrogenasa. La
inhibicidon de la citocromo oxidasa por la fosfina trae como consecuencia la liberacion de perdxido
de hidrdogeno (H,0;) que combinado con una disminucién de la actividad de la peroxidasa y la
catalasa podria resultar en la acumulacién de H,0, y de la formacidn de radicales hidroxilos. El
ataque de estos radicales altamente reactivos podria dar lugar a modificaciones quimicas de las
proteinas, lipidos, carbohidratos y nucledtidos, que darian lugar a graves dafios metabdlicos y
celulares. También se ha informado de que la fosfina posee un efecto inhibidor de la respiracidn
aerdbica de manera similar a la del cianuro.™

Las fuentes hasta ahora consultadas sefialan que el mecanismo de la fosfina consiste
fundamentalmente en una reaccion de éxido reduccién. La fosfina es un reductor que reacciona
con metales pesados como el hierro en la hemoglobina y los metales de las metaloenzimas en las
células. La accién reductora de la fosfina (E, para su conversién a hipofosfito = -1,18 V) sobre
diversos sistemas redox en la cadena respiratoria, principalmente en el citocromo C (E, +0,25 V) y
citocromo C oxidasa, se deben a su mayor potencial redox (E, +0,29 V). Se ha encontrado una
disminucién en la actividad de la citocromo oxidasa, la enzima terminal de la cadena de transporte
de electrones, que correlaciona bien con la disminucion de la tasa de respiracion.”

El fosfuro de aluminio ejerce entonces sus efectos téxicos principalmente por alteracién del
transporte de electrones, causando menoscabo en la produccion energética de la célula. Este
bloqueo se centra en las mitocondrias, las cuales juegan un papel central en el metabolismo celular
de energia, suministrando mas del 90% del total de ATP requerido por las células eucariéticas. El
agotamiento de los niveles de ATP, como consecuencia de la inhibicion de la actividad de los
complejos de la cadena de transporte de electrones, a su vez, puede alterar las diversas funciones
subsecuentes, tales como elevaciones de los niveles de calcio citosélico libre y de la peroxidacion
lipidica, que conducen a una serie de efectos secundarios de la intoxicacidon por fosfuro de
aluminio. El fosfuro de aluminio puede conducir a la disfuncién energética mitocondrial y
desencadenar una cascada de efectos moleculares secundarios ™.
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Al final, la fosfina inalterada sale del cuerpo casi por completo. El 90% del téxico absorbido se
elimina por la via respiratoria. Se constata claramente que es una de las principales vias de
eliminacion cuando se percibe el olor caracteristico a ajo o pescado podrido en el aliento de las
victimas que se debe a fosfinas organosustituidas. La eliminacién puede mantenerse hasta 3 a 5
dias posterior a la intoxicacién. El 10% aproximadamente puede eliminarse a nivel renal y digestivo.
Debido a su alta volatilidad e hidrofobicidad, la fosfina es inestable en los fluidos acuosos,
manteniéndose en los mismos por muy poco tiempo, al menos que se tomen las precauciones
pertinentes para su preservacién cuando son recolectados.

2.2. Metodologias de analisis para la confirmacion de intoxicaciones
por fosfuro de aluminio

2.2.1. Cromatografia de gases con deteccion termoidnica (NPD)

Existen técnicas electivas para el estudio toxicoldgico del fosfuro de aluminio, la cromatografia de
gases con deteccién termoidnica de fosforo-nitrégeno (CG-NPD) es sin duda la mas recomendada.
Esta técnica se basa en la deteccidon de la fosfina no biotransformada, generalmente en un sistema
headspace, donde la muestra no requiere mayores procesos de pretratamiento.

La CG-NPD puede presentar falsos negativos cuando los especimenes no han sido adecuadamente
manipulados. El riesgo radica en la volatilidad e inestabilidad del analito, aun con los mas rigurosos
cuidados es posible no detectar la fosfina en algunos especimenes. Esto es un problema no sélo del
sistema NPD sino también de otros métodos de ensayo como la cromatografia acoplada a
espectrometria de masas™®. Por otra parte, un resultado positivo tiene las limitaciones propias de la
cromatografia gaseosa, y se debe asegurar la selectividad del método. Las muestras bioldgicas
poseen caracteristicas impredecibles y siempre conllevan un margen de riesgo, un interferente
volatil presente en la muestra por ejemplo puede tener un tiempo de retencién muy similar y
generar una falsa sefial.

La manipulacion preanalitica es sumamente critica cuando se decide identificar directamente la
fosfina. El procedimiento requiere un entrenamiento adecuado al personal responsable de la
recoleccion de especimenes en las salas de autopsias. Las pérdidas pueden producirse entre el
tiempo de la muerte y la autopsia, asimismo entre esta y el ensayo, aun en las mejores condiciones
de almacenamiento. Particularmente, para el método de deteccion por CG-NPD en sistema
headspace, se ha recomendado trasvasar la muestra, durante la realizacién de la autopsia,
directamente del cuerpo al vial del automuestreador respectivo, sellando el mismo
inmediatamente y almacenando a temperatura de congelaciéon®. En toxicologia clinica, un ensayo
por cromatografia de gases podria ser mas que suficiente, pero para efectos de la toxicologia
forense seria siempre prudente realizar una segunda prueba con otra metodologia para confirmar
dichos resultados, en especial cuando el informe se somete a juicio como medio de prueba.

Pdagina 12 de 157



MAESTRIA EN QUIMICA APLICADA AL ANALISIS Y GESTION DE LA CALIDAD
DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO DE DETERMINACION DE ALUMINIO EN CONTENIDO GASTRICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA ELECTROTERMICA, PARA LA CONFIRMACION DE INTOXICACIONES POR
FOSFURO DE ALUMINIO

Carlos Ivan Roque

El Laboratorio Quimico Toxicolégico de Honduras no cuenta actualmente con un cromatégrafo de
gases habilitado con un detector termoidnico, por lo que esta metodologia escapa de sus
capacidades instaladas.

2.2.2. Ensayos quimicos

La técnica mas comun es el ensayo de color. Las pruebas quimicas son relativamente baratas pero
también complicadas y poco selectivas. El método recomendado en el Clarke’s Analysis of Drugs
and Poisons (versidn electrdnica 2006) consiste en transvasar 5 mL de muestra (sangre, orina,
contenido gastrico o residuos encontrados en la escena del crimen) en un tubo de ebullicién, sellar
con un corcho, el cual tiene dos hendiduras e insertar en una un cinto de papel filtro preparado con
solucion saturada de nitrato de plata, y en la otra un cinto de papel filtro preparado con una
solucién de acetato de plomo (100 g/L), luego sellar y calentar en bafio de agua a 60 °C por 20
minutos. Si Unicamente el papel con nitrato de plata se oscurece, se indica presuntamente la
presencia de fosfuros o fésforo volatil en la muestra; en cambio, si ambas tiras de papel
ennegrecen, puede ser debido a la presencia de gases sulfurosos. Posteriormente se recomienda
como test confirmatorio un tratamiento quimico al cinto de papel filtro con nitrato de plata que ha
oscurecido, tratando con hipoclorito de calcio por 15 minutos y lavando cuidadosamente el exceso
de oxidante, adicionando seguidamente molibdato de amonio en solucién nitrica y secando la tira
de papel para posteriormente agregar orto-toluidina en solucién acética y por ultimo exponiéndola
a vapores amoniacales. La aparicion de un color azul confirmaria la presencia de fésforo”.

Otra prueba de color consiste en introducir una muestra biolégica (25 g) a un matraz cénico, que a
su vez contiene un tubo con algoddn saturado de acetato de plomo, se adiciona acido sulfurico
diluido y se cierra con papel filtro saturado con nitrato de plata, luego se calienta en bafio de agua
entre 40 °C y 60 °C. Si el papel ha oscurecido, es secado y cortado en pequefios trozos para ser
disueltos en acido nitrico diluido. El extracto se evapora a sequedad, nuevamente se repite la
operacion con 2 o 3 alicuotas mads de acido nitrico diluido. Los residuos se recogen en unas cuantas
gotas de acido nitrico concentrado, se adiciona 1 mL de solucion de molibdato de amonio y se
calienta (sin exceso). Se indica la presencia de la fosfina por la aparicién de un color amarillo
brillante (“amarillo canario”)®

Las pruebas de coloracidn denotan algunas limitaciones. Los ensayos no son especificos para el
fosfuro de aluminio o la fosfina; por otra parte, se requiere una cantidad gravosa de muestra para
asegurar la deteccién, a la vez que no se garantiza una recuperacion adecuada del analito. Como se
ha expuesto anteriormente, algunos especimenes pueden contener cantidades tan pequeiias de
fosfina que no es posible su deteccidn, inclusive por métodos instrumentales. Por tanto, existe un
margen de error considerable en los ensayos de color, tanto de falsos negativos como falsos
positivos. De hecho, en la validacién de un test para fosfina en tejidos humanos, realizado por
Raina y col. (India), se observé que el 65% de tejidos humanos, en soluciones saturadas de sales
comunes, mostraron falsos positivos para fosfina en el primer dia de la autopsia; del mismo modo,
muchos casos han sido reportados positivos para fosfuro de aluminio, aln cuando no existen
hallazgos clinicos o postmortem ni evidencia alguna de tales circunstancias™.
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Los requerimientos preanaliticos para las muestras destinadas a pruebas de color, son comparables
a los indicados para el andlisis por cromatografia de gases. En la experiencia del Laboratorio
Quimico Toxicoldgico, la prueba de coloracién tiene un bajo rendimiento y poca reproducibilidad
en los reandlisis’ y los estudios posteriores quedan limitados.

2.2.3. Determinacion de aluminio por espectrofotometria de absorcion atomica

Las determinaciones directas de fosfina en muestras bioldgicas se dificultan por la reactividad y
volatilidad de la molécula. Los fosfuros metalicos son mas facilmente determinados por los
cationes producidos luego de las reacciones de hidrdlisis. Cominmente los cationes de sales tdxicas
inorganicas sirven como evidencia del envenenamiento, en especial cuando normalmente estos no
son abundantes en el organismo.

Se ha propuesto anteriormente como alternativa una valoracién indirecta por medicion de un
producto secundario de la reaccion del fosfuro de aluminio. Este producto secundario es el
aluminio, que dependiendo de las condiciones del medio, queda en forma de hidréxido, sal binaria
o alguna otra especie quimica en el tracto digestivo.

Las principales reacciones que suceden al momento de la ingestién de fosfuro de aluminio se
exponen en la seccion 2.1.2 y se detallan en la seccidn 2.5. Al reaccionar el fosfuro de aluminio con
el acido clorhidrico del jugo gdastrico produciria varias especies quimicas, entre ellas el cloruro de
aluminio, las cuales son mas estables en el medio que la fosfina liberada. De ello se formula como
hipotesis que el aluminio total puede ser utilizado como un indicador estable y abundante para el
estudio forense de las intoxicaciones por ingesta de fosfuro de aluminio.

La matriz de primera eleccidon es el contenido gastrico, por ser el estdbmago propiamente el
receptdculo donde ocurren las reacciones del fosfuro de aluminio cuando es ingerido.

Se ha probado una correspondencia entre la concentracion de aluminio en contenido gastrico y la
intoxicacion aguda por ingestion de fosfuro de aluminio. En el afio 2003, se realizd un estudio con
160 muestras de contenido gastrico. Los niveles de aluminio en muestras diluidas de individuos
cuya causa de muerte fue natural, por arma de fuego, arma blanca o hechos de transito, fueron
iguales o menores a 749 pg/L; en tanto que los valores en individuos que ingirieron fosfuro de
aluminio resultaron ser de 2127 pg/L a 3646 pg/L, inclusive ser encontrd un valor atipico de 109200
ug/L (109,2 mg/L). Las diferencias entre ambos grupos fueron significativas, de manera que se
demostré factibilidad para establecer la concentracién de aluminio en contenido gastrico como
indicador de las intoxicaciones con fosfuro de aluminio por via oral®.

a . - - - . . .

En ocasiones, una de las partes de un debate legal solicita la repeticién de una pericia. Cuando el juez lo autoriza y es técnicamente
posible, se procede a repetir el ensayo. Idealmente, todo material biolégico deberia ser apto para el reanalisis en un periodo
prudencial de tiempo.
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2.3. Metodologias espectrofotométricas de absorcidon atomica para la
determinacion de aluminio en especimenes bioldgicos

Existe un nimero prédigo de técnicas que pueden ser aplicadas a la medicién de aluminio. En
toxicologia, pueden ser empleados métodos gravimétricos y colorimétricos para la cuantificacion
de aluminio; sin embargo resultan complicadas y riesgosas, envolviendo una serie de pasos que
acarrean posibles errores en la medicién. La Espectrofotometria de Absorcion Atdmica con Horno
de Grafito es una técnica altamente especifica y sensible, que resulta adecuada para
determinaciones rapidas y fiables, especialmente en matrices tan complejas como los materiales
bioldgicos; de hecho, es la técnica electiva para las determinaciones de aluminio sérico, en sangre
total y en general en especimenes bioldgicos”’.

La Agencia para el Registro de Sustancias Tdxicas y Enfermedades (ATSDR por sus siglas en inglés)
ha identificado un grupo de métodos utilizados como métodos estandar’®. Muchos de estos
métodos analiticos son aprobados por las agencias federales de los Estados Unidos, tales como la
EPA, el Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH), asimismo por
organizaciones como la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC) y la Asociacion
Americana de Salud Publica (APHA). Algunos de los métodos recopilados por la ATSDR son
modificaciones de otros y fueron mejorados con el fin obtener limites de deteccién mas bajos,
optimizar la veracidad y la precisiéon de las mediciones. La ATSDR uUnicamente hace referencia de
estos métodos como guia, por tanto no se detallan sus procedimientos y condiciones de operacion.
La ATSDR sugiere que la espectrofotometria de absorcidon atémica con horno de grafito es la
técnica electiva para la cuantificacion de aluminio en bajos niveles. A continuacidn se exponen los
métodos analiticos para determinar aluminio en materiales bioldgicos, que utilizan como técnica la
espectrofotometria de absorcion atomica con horno de grafito (EAAHG):

Tabla 1 Métodos analiticos para determinar aluminio en materiales biologicos

. . L. Limite de deteccién en Porcentaje de Referencia del
Matriz Método de preparacion iy .
la muestra recuperacion método
Suero Inyeccion directa Bajos niveles (pg/dm?) Sin datos King et al. (1981)
Dilucién con agua y adicion 3 . Aldermany
suero de EDTA 2 ug/dm Sin datos Gitelman (1980)
Centrifugacidn e inyeccidn 3 0 0 Bettinelli et al.

suero del sobrenadante 14,3 pg/dm 97% - 102% (1980)
Sue.ro Ad|<':|or'1 de bl.c’arbt.:mato de 98% - 100%

(especies de sodio; inyeccidn directa en

. . . (en muestras Wrobel et al.

aluminio con columna cromatografica; Sin datos .
. S - fortificadas y suero (1995)
acidos dilucién con fase movil sintético)

organicos) (HPLC/EAAHG)

(ess::firec; de Adicion de buffer de

aluminio con citratos; inyeccién dlrcha 0,12 pg/dm’ (99,2 £ 12,4 )% Van Landeghem et
4cidos en columna cromatografica al. (1994)

o (HPLC/EAAHG)
organicos)

Plasma Dilucidn (3-39)ug/dm’ 97% - 105% Waws(clhglggl; etal.
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. P L. Limite de deteccion en Porcentaje de Referencia del
Matriz Método de preparacion L, .
la muestra recuperacion método
Sangre total .
’ I . l.
plasma o Dilucién en agua 24 pg/dm?® Sin datos Gardiner eta
(1981)
suero
Adicidn de citrato sddico; Gorsky v Dietz
Sangre total centrifugacion; inyeccion Bajos niveles (pg/dm?) Sin datos vy
(1978)
de sobrenadante
1,9 pg/dm’
(suero)
I o 1, } . Y% Y% l.
Sangre total Dilucién con Triton X-100 8 ug/dm Sin datos an der Voet et a
(plasma) (1985)
2,3 pug/dm’?
(sangre total)
Razniewska y
Suero y orina Dilucién con &cido nitrico 0,6 ug/dnf Sin datos Tracinka-Ochocka
0,2% y agua (sueroy orina) (2003)
Tejidos Homogenizacién con EDTA | (0,002 — 10,057) g/ 95% - 106% LeGendre y Alfrey
bioldgicos g ! ! He/e ° ° (1976)
. Secado; digestion acida con
Tejidos P o Bouman et al.
i ; A -1179
biolgicos 2::1;) nitrico; dilucién con 0,5 ug/g 80% 7% (1986)

Se han divulgado métodos independientes mas detallados para la determinacidon de aluminio en
sangre. Gitelman y Alderman publicaron en 1989 un método en el que se utiliza hidréxido de
amonio y Aacido sulfurico como diluyente para el control de los efectos de matriz de los
constituyentes del suero. No fue encontrada evidencia de efectos de matriz por esta metodologia y
pudo efectuarse una calibracidn directa con patrones acuosos. Para la realizacién de estas
determinaciones, fue utilizado un espectrofotometro con horno de grafito con recubrimiento
pirolitico, plataforma de grafito y efecto Zeeman. El rango de trabajo fue de 100 pg Al/L — 600 pg
Al/L con un comportamiento grafico curvilineo de la relacidon concentracidén-respuesta, por lo que
las aproximaciones se realizaron con un modelo de calibracion de dos coeficientes. El diluyente fue
preparado a base de una mezcla de 8,35 mL de solucién de hidroxido de amonio 200 mL/L (calidad
ultrapuro), 1,0 mL de acido sulfurico (grado ultrapuro), 5,0 mmol de EDTA disddico, y 1,5 mL de
Tritdn X-100 como surfactante. La muestra fue preparada adicionando 200 pL de la misma a 800 plL
de diluyente, y seguidamente homogenizada. Los resultados fueron considerados reproducibles y la
sensitividad obtenida fue de 12 pg. Este diluyente fue disefiado con el objetivo de remover la
interferencia producida por los iones cloruro en el proceso de calentamiento del horno de grafito.
El valor sérico promedio encontrado con este método, en un grupo de 10 individuos sanos, fue (3,1
+1,1) pg/L.*°

Durante la investigacidon bibliografica el método desarrollado en el Laboratorio Quimico
Toxicoldgico es el Unico encontrado hasta el momento para la cuantificacion de aluminio en
contenido gastrico.
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2.4. Espectrofotometria de Absorcion Atdmica con Horno de
Grafito’®?*

Para el desarrollo de un método de cuantificacion del aluminio por Espectrofotometria de
Absorcidon Atdmica deber ser tomado en consideracidon aspectos particulares del analito en el
sistema de un horno de grafito, el funcionamiento de la técnica en si y las caracteristicas de las
matrices de trabajo. En esta seccidn se atiende especialmente el conocimiento de la técnica y su
instrumentacion. La comprensién de la técnica permitirda a su vez poder dilucidar factores
fuertemente influyentes en los resultados, la modelizacion del comportamiento fisico quimico del
analito y la optimizacién sistematica de estos aspectos.

2.4.1. Fundamento tedrico

La espectroscopia se define como la interaccion de radiacion electromagnética (luz) con la materia.
La radiacion electromagnética se describe tanto por sus propiedades de particula como de onda.
Las propiedades de onda incluyen a la frecuencia, longitud de onda, velocidad y amplitud. Se
considera también que la luz estd compuesta por particulas llamadas fotones que tienen una
energia caracteristica. La relacion entre esa energia con la frecuencia y longitud de onda se define
por la siguiente ecuacioén:

Ecuacién 1 E=hv=—"

Donde E es la energia de la unidad fotonica medida en joules (J), ¢ es la velocidad de la luz en el
vacio (2,9972x108 m/s), h es la constante de Planck (6,62608x10'34 J:s), v es la frecuencia medida en
Hertz y 1 es la longitud de onda medida en metros.

El espectro electromagnético cubre un rango de longitudes de onda por encima de catorce érdenes
de magnitud, incluyendo regiones de rayos gamma, rayos X, ultravioleta, visible, infrarrojo,
microonda y radiofrecuencia. Para la espectrometria de absorcién atéomica las regiones de mayor
interés se limitan entre 180 nm y 900 nm que corresponden a la luz ultravioleta, visible e infrarrojo
cercano. Entre estas longitudes de onda se verifican las transiciones de los electrones de valencia.

La espectroscopia atémica envuelve la interaccion de la luz con atomos gaseosos a través de un
dispositivo denominado “celda de atomizacion”. Entre las celdas de atomizacién se incluyen
fuentes de llama, plasma y hornos de grafito. Existen tres tipos bdsicos de espectroscopia atémica:
emisién atdmica, absorcidon atdmica y fluorescencia atémica.

El fendmeno de la absorciéon atémica puede ser explicado por el modelo de un atomo cuyos
electrones pueden tener dos estados de energia: uno fundamental, estable, de baja energia
designado como estado 0 y otro excitado, inestable de alta energia designado como estado 1. El
modelo del dtomo es cldsicamente representado por un nucleo conformado por positrones y
neutrones, rodeado por electrones girando en odrbitas especificas. Cada elemento de la tabla
periddica tiene un numero especifico de electrones asociado con el numero de particulas
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subatdmicas nucleares. Cada electrén se ubica en una posicidn especifica, conformando una
configuracion que representa el menor presupuesto energético para sustentar la integridad
estructural del atomo, este ordenamiento se conoce como estado basal o fundamental. Se asume
generalmente que bajo condiciones normales la mayoria de los dtomos se encuentran en su estado
fundamental. En la medida que un electron se encuentra en su Orbita definida no es emitida
ninguna energia electromagnética, pero cuando ocurre un cambio en alguna Odrbita el
reordenamiento busca otro nivel de energia y el exceso de energia es emitida en forma de
radiacidon electromagnética. En la absorcion atémica ocurre una transferencia de energia de un
foton a un atomo para promover un electron de valencia del estado fundamental (0) a otro
excitado (1). Para que la absorcion ocurra, la energia del fotdn debe ser idéntica a la diferencia en
la energia entre el nivel bajo (0) y el nivel alto (1).

llustracién 1. Representacién esquematica de absorcion de energia en un 4tomo metilico gaseoso (M) para
promover un electrén del estado 0 (M°y) al estado excitado 1 (M* ;)

1

*»

L
+

>

seey

0 — o

Mo(g) E=hv=hc/h M*(g)

Como las demas espectroscopias, es posible obtener un espectro del fenédmeno de absorcion
atomica. En un espectro se representan todas las posibles interacciones de la materia con un rango
predeterminado de energia electromagnética. Los espectros moleculares consisten en una
integracion de transiciones atémicas e interatdmicas, caracterizandose por graficos anchos que
tienden a una distribucién Lorentziana; en cambio, los espectros atdmicos se caracterizan por su
relativa simplicidad, tipicamente consistiendo en lineas cercanas, las cuales corresponden a un
limitado numero de posibles transiciones de niveles energéticos intraatomicos. Cada elemento
tiene un conjunto de niveles energéticos (configuracidon electrdnica) y por tanto un espectro Unico.
A las temperaturas que alcanzan las celdas de atomizacion utilizadas para absorciéon atémica (1500
9C — 3000 °C), la mayoria de los atomos se encuentra en estado fundamental y consecuentemente
las lineas mas sensitivas implican transiciones de este estado, estas lineas se llaman transiciones de
resonancia. El ancho natural de las bandas mas grandes de un espectro atdmico son tipicamente de
0,01 nm a 0,05 nm, un rango mucho mas estrecho que las bandas moleculares en fase liquida, las
cuales son tipicamente de 10 nm a 100 nm. La ausencia de niveles rotacionales y vibracionales en
los atomos producen anchos mas reducidos en las lineas atémicas.
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llustracion 2. Espectro molecular en regién visible (hemoglobina reducida)
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llustracion 3. Espectro atdmico de aluminio
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Esta caracteristica espectroscopica de los atomos permite utilizar longitudes de onda mas
especificas para cada elemento. Asi puede obtenerse un espectro en el orden de décimas de
nanometro de un elemento sin la interferencia de otro presente en la misma muestra, debido a
gue ambos elementos absorberdn energias diferentes. Los traslapes de espectros de distintos
elementos son relativamente inusuales en espectroscopia atémica.

Para determinar cuantitativamente un elemento por se escoge una longitud de onda apropiada,
generalmente donde se obtienen las lineas mas intensas, con un estrecho margen de décimas de
nanémetro. Idealmente, un haz de luz monocromética de intensidad 1° traspasa la celda de
atomizacion, donde se encuentra el analito en estado gaseoso. Una cantidad de la energia es
absorbida por la poblacién atdmica afin a la misma por unas décimas de segundo, en ese instante
el haz sale de la celda, con una intensidad I, hacia un sistema de deteccién que convierte el haz de
luz a una sefal eléctrica. La cantidad de energia absorbida por los dtomos es directamente
proporcional a la poblacién de los mismos en estado fundamental. La relacién de intensidad del haz
saliente con la del haz entrante a la celda se define como transmitancia (T) y se describe con la
siguiente ecuacion:
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Ecuacion 2 T="_

Esta ecuacién representa la fraccion de luz transmitida a través de la celda. La transmitancia puede
tener un valor desde 0, cuando toda la energia ha sido absorbida por el analito, hasta 1, cuando el
analito no estd presente y la intensidad del haz saliente es igual a la del haz de entrada. Esta
relacidn es inversamente proporcional a la concentracion de atomos libres pero no en un modelo
lineal de primer orden, de ahi que usualmente las mediciones se realizan mas bien como
absorbancia, que es el logaritmo de la relaciéon inversa de la transmitancia. La absorbancia (A) se
define por la ecuacidn siguiente:

I |
Ecuacién 3 A=-logT =-log T = log 0

0 I

La absorbancia es un nimero sin unidades, que tipicamente su magnitud oscila entre 0y 2, con una
precision optima entre 0,1y 0,5. La relacidon entre la absorbancia y la concentracidn se describe por
la ley de Beer-Lambert (Ecuacion 4)

A=E-b-c

Ecuacion 4

Donde E es llamada constante de absortividad y b es la distancia que recorre el haz de luz dentro
de la celda, en este caso la longitud del horno de grafito. La magnitud de E se determina por las
unidades en las que se expresa b y ¢ (concentracion). La absortividad y la concentracidon estan
relacionadas al coeficiente de absorcidn por la siguiente ecuacién:

E:o,434-E
C

Ecuacion 5

Las celdas de atomizacién de los espectrofotometros emplean relativamente grandes volimenes
de luz debido a la proporcionalidad directa entre absorbancia y el paso del haz. Idealmente estas
relaciones son lineales, pudiendo ser aproximadas por modelos de regresion simple, sin embargo la
espectrofotometria de absorcion atdmica presenta algunas peculiaridades que deben ser tomadas
en cuenta y que explican por qué es casi imposible lograr un grafico de calibraciéon rectilineo. El
proceso de absorcién atdmica, a diferencia de la espectrofotometria molecular, es dinamico y
consiste en una serie de subprocesos termodindmicos que ocurren en un lapso corto de tiempo. Es
necesario considerar algunos aspectos cuantitativos de las transiciones subatdmicas:

a) Poblacion de los atomos en un estado basal y excitado
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Para un sistema simple de dos niveles subatémicos (llustracién 1) la proporcidon de atomos en
estado 1 contra los atomos en estado en estado basal 0 estd definida por la distribucién de
Boltzmann:

Nilzgil.e{/k'r

N, &

Ecuacién 6

Donde N; y Ng son poblaciones de atomos en estado excitados y en estado basal respectivamente;
g1 Y 8o son pesos estadisticos de estos niveles, los cuales representan un numero de estados
intermedios que consuman el cada estado; E es la diferencia de energia entre los estados; k es la
constante de Boltzmann (1,3805 x 10 2 J/K) y T es la temperatura absoluta (K) involucrada en los
procesos. La maxima Sensitividad se logra cuando el 100% de los 4tomos estan en estado basal; sin
embargo, la ecuacion indica que esto nunca sucede (Ni/Ng = gl/go-e'E/kT = 0). Examinando
detenidamente la ecuacidn, el nUmero de atomos en estado basal disminuye con la temperatura y
bajas cantidades de energia de transicién, como ocurre en longitudes de onda larga. La longitud de
onda de resonancia mas alta para los atomos mas comunmente determinados es 852,1 nm, que
corresponde al cesio. Cuando la temperatura en el sistema es alrededor de 3000 K, Ni/Ng se
aproxima a 0,007, cuando la temperatura es 2000 K esta razén baja a 4 x 10 ™ Esto es efectivo en
tanto que no haya cambios en la fraccién de atomos atomizados. Pueden ocurrir reacciones
guimicas que dependen de la temperatura y que afectan la poblacién de atomos gaseosos
formados (interferencias quimicas). La funcion en si misma ya advierte una curvatura inevitable
gue es propia de las caracteristicas fisicas y quimicas del sistema. La temperatura programada del
horno de grafito induce a una distribucién de poblaciones de atomos en diferentes estados en
funcién del tiempo. Cuando varia la concentracién del analito varia la energia requerida para
mantener una razén constante de poblaciones, sin embargo en la realidad la intensidad del haz de
luz de la ldmpara se mantiene relativamente constante. La relacion entre ambas variables se
demuestra en la ecuacién que no es lineal.

b) Coeficientes de Einstein

Un modelo atdmico simple con dos niveles de energia permite dilucidar que ocurren tres tipos de
transiciones posibles: 1-la absorcién, en la cual un dtomo en estado basal (0) es promovido al
estado excitado (1) por interaccion con el campo de radiacidn; 2-la emision espontanea en la cual
el atomo excitado espontdneamente se desactiva; y 3- la emisidn estimulada, en la cual la
desactivacion del estado excitado es inducida por la radiacién electromagnética. Einstein introdujo
tres coeficientes de probabilidad: B, A1g y Blo, los cuales son cominmente llamados “coeficientes
de Einstein”, para la absorcién, la emisidon espontanea y la emisidén estimulada respectivamente, los
cuales se utilizan para evaluar las tasas de transicién radiactiva entre estos estados. La razén
radiactiva de excitacién por unidad de volumen, Wy-1 (cm-3 s-1), depende de sélo de la razéon de
absorcidn y esta definida por la siguiente ecuacién

W0—>1 = BmpNo

Ecuacion 7
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Donde p esladensidad de energia (J/cm® Hz) de la radiacién electromagnética en la frecuencia de
transicién.

La razdn de desactivacion radiactiva depende de las proporciones de emisidon espontanea y emision
estimulada:

W, , =A;,N; +B 0N,

Ecuacion 8

Los coeficientes de absorcidén y emision estimulada se relacionan por

B8, =B1.8;

Ecuaciéon 9

En tanto que la absorcidon y la emision espontdnea siguen esta relacion:

A - 87hB .8,
10 gl/lrzn
Ecuacion 10

2
Donde h es la constante de Planck y ;’vm es la longitud de onda maxima de absorcién y se relaciona

junto con el coeficiente By, por el siguiente modelo para definir la fuerza osciladora (fo1), la cual es
atil para calcular la masa caracteristica tedrica de los elementos para la espectrofotometria de
absorcion atomica.

2,50x107'B,,
for = 1

m

Ecuacion 11

A su vez esta fuerza osciladora es una de las variables que definen la intensidad de la absorbancia

A 3,83x107*f, -b-n,(t)
A

Ecuacion 12

La intensidad de una transicion y la medida de la sefal de absorcion son dependientes de que el
ancho espectral de la fuente sea mas pequefio o mas ancho que el perfil espectral de los atomos.

Para transiciones de los estados 0 y 1 de un atomo, la absorbancia estd dada por la Ecuacién 12,

donde 2% es el ancho del perfil de absorcidn rectangular, el cual tienen la misma area y valor de

pico que la fuente de luz y ny(t) es la poblacién de dtomo en estado 0 en el momento t del tiempo.
Puede anticiparse  una relacién lineal entre la absorbancia y la concentracién, pero
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experimentalmente ocurren fenédmenos de no linealidad a relativamente altas concentraciones
debido a que ninguna fuente emite una luz verdaderamente monocromatica. Sumado a ello, los
métodos de correccidn con background también reducen el rango lineal del grafico de calibracion.
La sefial en absorcién atdmica con horno de grafito difiere de otros sistemas debido a que hay una
variacion temporal de la poblacion de atomos, produciendo una seial

2.4.2. Mecanismos de formacion de atomos en el horno de grafito

La generacién de una seiial espectral atdmica implica varios procesos fisicos y quimicos que es
necesario conocer para comprender los factores que influyen en el desempefio de un método
analitico. De manera general la formacién de la poblacidon atémica de elementos metalicos pasa
por una secuencia de reacciones de descomposicién desde el metal disuelto en forma de sal hasta
el atomo libre en estado gaseoso

tsMA

@ ym? —E P

MA(aC) (s) (8)

Ecuacion 13

@ (3) 0

El horno de grafito es un tubo de una longitud entre 3 mm y 6 mm de didmetro. La temperatura
dentro del mismo puede ascender hasta unos 2700°C, con una rampa hasta de 1500 °C/segundo. El
mecanismo general consiste en un primer paso de evaporacién de la solucion, generalmente
acuosa, los pasos remanentes incluyen procesos quimicos y fisicos de superficie, tales como
interacciones sdlido-sdlido, nucleacion de fase sélida y difusion dentro del grafito. Ocurren también
interacciones heterogéneas gas-solido como adsorcién/desorcion y reacciones de formacion con
las paredes internas del horno; ademas se dan reacciones homogéneas en la fase gaseosa del
sistema y procesos por los cuales se ocurren fugas del analito del horno. A continuacién se
resumen los detalles de estos procesos

a) Procesos de superficie

En los pasos (1) y (2) [Ecuacion 13] ocurren procesos quimicos y fisicos sobre la superficie del tubo
de grafito.se ha elucidado caracteristicas especiales de las paredes internas del tubo de grafito
como la microgranularidad de los tubos policrisitalinos y en presencia de estructuras con
recubrimiento pirolitico y plataformas sélidas piroliticas. Se ha investigado el efecto de agentes
corrosivos sobre el sustrato de grafito, asi como los modificadores, de los cuales se ha visualizado
microgotas incrustadas en las paredes internos del horno. En ocasiones algunos elementos tienden
a formar agregados; por ejemplo, en un experimento el cobre se encontré de forma dispersa en
bajas concentraciones pero se formaron microgotas en altas concentraciones, en tanto que los
agregados de plata se encontraron en todas las concentraciones. Se ha descubierto una migracion
importante de varios metales dentro del recubrimiento pirolitico del tubo (> 3 um) se ha
investigado el efecto del paladio como modificador quimico encontrandose que favorece la
difusidn de algunos elementos volatiles fijandoles en la superficie interna del horno, en el caso del
selenio se atribuyd este fendmeno a la formacidn de un compuesto de paladio-oxigeno-selenio. Es
un hecho que el grafito participa activamente en las reacciones quimicas de descomposicidon
pirolitica y de sintesis que se dan lugar dentro del sistema, siendo mas activas las superficies sin
recubrimiento, en las que se han observado al microscopio que poseen estructuras irregulares que
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proporcionan mayor superficie de contacto, en contraste a los tubos con recubrimiento pirolitico
gue se han mostrado mds estables.

b) Interacciones sélido-gas heterogéneas
Un ndmero de estudios ha considerado los procesos de adsorcion y desorcidn en la superficie de
grafito. Estos procesos han sido investigados por la ecuacion de desorcion:

. n,_ —E, /RT
k=-vo'e

Ecuacion 14

Donde K es una razén constante; O es la superficie de cobertura de grafito por el analito; V es una
constante; R es la constante de los gases; T es la temperatura absoluta; E, es la energia de
activacion y n es el orden de liberacién (n > 0). Para n = 0 no hay dependencia sobre la cobertura
superficial de grafito, y se asume entonces que no hay interaccion entre el analito y el grafito.
Cuando n 2 0, la razén de desorcion depende de la cobertura de la superficie, implicando que
existen fuerzas de atraccidon entre el metal y el grafito.

Pueden ocurrir reacciones heterogéneas entre las moléculas de la fase gaseosa y el grafito dentro
de la cdmara para producir atomos gaseosos. En el caso del aluminio, los atomos tienden a
concentrarse adyacentes a las paredes del tubo, en tanto que en el eje central se concentran
mayoritariamente compuestos moleculares de aluminio. Se ha concluido que el mecanismo de
atomizacion del aluminio incluye la siguiente reaccién de reduccién heterogénea:

Alxo(g) + C(s)

Ecuacion 15

— xAI(g) +C0(g)

Dondex=1,2

c) Procesos quimicos en la fase gaseosa
Actualmente se conoce ampliamente sobre la distribucion espacial y especiacion temporal de los
atomos y moléculas que se encuentran en la fase gaseosa dentro del tubo de grafito. Una vez que
los compuestos pasan a la fase gaseosa se forman una serie de compuestos intermedios antes de la
atomizacion, algunos de estos son mas estables incluso a temperaturas de atomizacidn y provocan
disminucién del analito disponible para la absorcion atémica.

d) Procesos de pérdida del analito
El principal mecanismo de pérdida del analito del tubo de grafito son la difusion, la expansion
térmica y la expulsidn causada por la evolucién de gas de la matriz. El tiempo promedio de
residencia de un analito esta dado por:

(1)’
8D,

Ecuacion 16

d =
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Donde I; es la longitud de tubo de grafito y D, es el coeficiente de difusidn, calculado en argoén a
temperatura T. Esta expresidn no considera la difusidn a través del orificio de dosificacién, a través
del cual una fraccion significativa puede perderse. El coeficiente de difusién a cualquier
temperatura puede ser calculado de la siguiente relacién

Ny

T
D.=D,.|
T 273 273

Ecuacion 17

Donde D,y3 es el coeficiente de difusidn a 273 Ky nqg es un factor exponencial entre 1,65y 1,96

La expansion térmica puede ser cuantificada por el tiempo requerido (t7) para remover una fraccién
del volumen del tubo (xo/x-1) por consideraciones de flujo de fluidos

T

tT:L 7o _1

S x

Ecuacion 18

Donde xq es la distancia entre el centro y el final de tubo de grafito, x es una posicion sobre el tubo;
To es la temperatura en el tiempo T = 0 (antes de la atomizaciéon); y B es la rampa de calor

El efecto de grandes cantidades de gas debido a la descomposicidon por vaporizacidon de una matriz
sobre la sefial analitica puede ser expresado por el movimiento de vapores a una distancia &x por

ox = QORT
PA
Ecuacion 19

Donde 0@ es el nimero de moles de gas inyectado dentro del tubo; R es la constante de gases

ideales; T es la temperatura absoluta; P res la presidon (normalmente asumida de 1 atmédsfera); y A
es el drea del horno de grafito.

Se ha verificado que la difusién es el mecanismo mas significativo en intervalos de bajas
temperaturas de calentamiento y altas temperaturas de atomizacién, mientras que la expansién
térmica contribuye mds fuertemente para elementos volatiles con altas temperaturas de
calentamiento. La expulsidn térmica por la matriz es sélo significativa si mas de 10”7 moles de gas
estan involucrados, y si la vaporizacién de la matriz y el analito son cercanamente coincidentes.

2.4.3. Instrumentacion

Las principales partes del espectrofotometro de absorcién atdomica que son de interés para el
guimico analista se resumen en:
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a) Lafuente de luz, generalmente una lampara de cdtodo hueco
b) La celda o compartimento de atomizacién
¢) Elsistema de deteccion de la luz

A continuacion se hace un repaso de dos componentes criticos de un espectrofotometro de
absorcién atdmica con horno de grafito

2.4.3.1. Lamparas de catodo hueco

La ldmpara de catodo hueco (LCH) se trata generalmente de un cilindro fabricado del mismo
elemento para el que sera generado el espectro. Este cilindro consiste en un catodo que junto con
un anodo se encuentran sellados dentro de un tubo de cuarzo u otro material no absorbente de la
luz emitida y dentro se encuentra lleno de un gas inerte, generalmente argdén o nedn. Cuando es
activado el sistema, el gas de llenado se ioniza y colisiona contra catodo, el cual recibe un
bombardeo de cationes en la superficie metalica y entonces se desprenden atomos que en una
atmdsfera altamente cargada son excitados pasando a un estado mas energético pero inestable y
por consecuencia vuelve a su estado basal. Cuando este ciclo termina se libera un fotén con una
frecuencia, longitud de onda y cantidad de energia muy particular de ese elemento. Este fotdn
seria absorbido especificamente por otro datomo de igual configuracidn, es decir del mismo
elemento del que fue emitido. Es asi que las lamparas de catodo hueco sufren un proceso de
desgaste continuo y generalmente los atomos desprendidos del cdtodo impactan alguna parte de
la pared interna de la ldmpara. Esto sucede con mayor velocidad en lamparas de metales mas
volatiles.

Ocurre también que algunos materiales pueden lentamente generar hidrégeno cuando se
calientan. Como la concentracion de hidrégeno mezclado en el gas de llenado incrementa, una
emisién continua de linea de fondo contamina la pureza de la linea espectral del elemento emitido,
resultando en una reducciéon de la sensitividad de y en una linealidad pobre en la curva de
calibracion. Actualmente esto se corrige con disefos especiales que absorben este gas espurio.
Mientras la lampara sea operada con la corriente recomendada, entre 5 mA a 25 mA usualmente,
estos fendmenos no afectan drasticamente el desempeiio de la [dmpara.

2.4.3.2. El horno electrotérmico (horno de grafito)
El horno de grafito es el corazén del el equipo instrumental y es la pieza en la que ocurren todos los
procesos analiticos de interés.

El horno termoeléctrico consiste en un tubo de grafito con una pequeiia cavidad, el cual puede
contener una cantidad precisa de muestra, de unos miligramos o algunos microlitros, que son
transferidos por medio de un inyector. Este dispositivo de carbono, cuyo eje coincide con el eje
Optico del espectrofotémetro, se comporta como un resistor 6hmico que puede alcanzar los 3000 K
por medio del paso de la corriente eléctrica (efecto joule), esto es aproximadamente entre unos
500 V a 1000 V. Tales incrementos de temperaturas pueden ser graduales y programados, y
generalmente comprenden cuatro pasos necesarios para evitar pérdidas por proyecciones drasticas
de temperaturas. Primeramente, un paso de secado (alrededor de 100°C) para eliminar el solvente,
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componentes liquidos y sustancias volatiles; seguidamente, un paso de descomposicidn/calcinacién
(alrededor de 400 °C) que destruye principalmente la materia orgdnica, posteriormente, la
atomizacion (alrededor de 2000 °C) donde las rampas de temperatura pueden alcanzar el orden de
2000 °C/s, debido a que la muestra podria alcanzar un estado de gas atdmico en un lapso de tres o
cuatro segundos; por ultimo, procede un paso de pirolisis o limpieza (alrededor de 2300°C) que
elimina cualquier impureza residual dentro del horno.

El tubo de grafito es rodeado por dos manguerillas, una contiene un gas inerte, preferiblemente
argon, que circula para proteger los elementos de la oxidacién, mientras por la otra circula agua
para enfriar el sistema del horno. La atomizacién con horno de grafito produce una densidad de
atomos mayor y un tiempo de confinamiento mas prolongado que otros sistemas, en comparacion
con la atomizacidn con llama la sensitividad se incrementa en un factor de 1000.

Con el horno de grafito ocurren en muchas ocasiones atomizaciones incompletas de las muestras,
debido a que la matriz puede producir absorbancias interferentes ante las altas temperaturas que
se someten. Esto es mas notable con las muestras que contienen particulas en suspension o
dificiles de reducir, donde pueden quedar remanentes de iones o moléculas organicas, mas aun
cuando el aumento de temperatura es tan rapido que el oxigeno del medio se agota
prematuramente y la combustion resulta incompleta. Este es el caso de las muestras de origen
bioldgico, sobretodo de las que contienen grandes cantidades de grasas, proteinas y carbohidratos
de alto punto de fusidn. Como resultado, la linea base presenta una absorcién constante conocida
como “humo” (“smoke”). Como no es posible separar el analito de la matriz en estos procesos, se
han disefiado dispositivos especiales para resolver el problema de esta absorcidn no atdmica, uno
de ellos es el sistema de doble haz.

El ensamble de doble haz incluye una lampara de deuterio que mide toda la absorbancia no
atomica, dado que el rango de ancho de banda que posee es cientos de veces mayor que la linea de
absorciéon atdmica seleccionada. En tanto que el haz proveniente de la ldmpara de catodo hueco
mide la absorcidn total: atdmica y no atémica. Debido a que las absorbancias son aditivas, la
diferencia de ambas mediciones proporciona un valor para la absorcion atémica. El rendimiento de
la absorcién se optimiza por la correccion de fondo, independientemente de las intensidades de
ambas fuentes.

2.4.4. Figuras de mérito
En espectrofotometria de absorcidn atémica electrotérmica, la sensitividad y el limite de deteccion
son los parametros mds importantes a considerar.

a) Sensitividad

En Espectrofotometria de Absorcidn Atdmica la sensitividad se define como la concentracion,
expresada en microgramos por litro (ug/L), que ocasiona un descenso del 1% de la luz
incidente, es decir que produce una absorbancia de 0,0044. Expresada de esta forma se
denomina también como concentracion caracteristica. Cuando el valor se expresa en unidades
de masa, generalmente en picogramos, se le conoce como masa caracteristica. En la siguiente
tabla se muestran las masas caracteristicas en horno de grafito para algunos elementos.
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Tabla 2 masas caracteristicas tedricas en absorcion atdmica electrotérmica

Elemento | Masa caracteristica (pg) | Elemento | Masa caracteristica (pg)
Ag 1,02 Mg 0,32
Al 6,1 Mn 1,4
As 7,9 Na 0,42
Au 6,5 Ni 5,82
Be 0,37 P 2800
Bi 18,4 Pb 8,5
cd 0,44 Pd 15,0
Co 4,11 Rb 2,2
Cr 1,57 Sb 12,6
Cs 2,37 Se 9,5
Cu 2,24 Si 12,4
Fe 3,18 Sn 13,5
Ga 9,5 Te 9,7
Ge 10,5 Tl 9,9
Hg 68,8 Tm 2,7
In 8,6 Yb 0,88

K 0,59 Zn 0,42
Li 0,43

Cuando es posible, las curvas de calibracion deberian ser preparadas en un rango de
concentracién de 20 a 200 veces este valor.

b) Ellimite de deteccion

El limite de deteccion corresponde a la concentracion del elemento que da una sefial con una
intensidad igual a tres veces el desvio estandar de una serie de mediciones hechas a un blanco
analitico o una solucién muy diluida, con un grado de confianza del 95%. En la practica, las
concentraciones deben ser al menos diez veces mayores que el limite de deteccién para
proporcionar mediciones fiables. Algunos limites de deteccidn tipicos en horno de grafito,
partiendo de volumenes de inyeccion de 20 pL, son los siguientes:

Tabla 3 Limites de deteccion instrumental de algunos elementos para horno de grafito

Elementos Limites de deteccién
Zn, Cd, Mg, Ag (0,005 - 0,05) ng/mL
Al, Cr, Mn, Co, Cu, Fe, Mo, Ba, Ca, Pb (0,05 -0,5) ng/mL
Bi, Au, Ni, Si, Te, Tl, Sb, As, Pt, Sn, V, Li, Se, Ti, Hg (0,5-5) ng/mL

Cuando se usan alicuotas de 20 pL a 50 pL, los limites de detecciéon en términos de
concentracién alcanzan un rango de sub-unidades de ng/mL Los limites de deteccion
predeterminados se han establecido por acuerdo con una serie considerable de mediciones
experimentales.
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2.5. Propiedades quimicas del fosfuro de aluminio y sus productos de
hidrdlisis

El fosfuro de aluminio es un producto sélido cuya férmula quimica es AIP y su peso molecular es de
57,955301 g/mol (NIST), su nimero CAS es 20859-73-8. Se presenta como cristales de color gris
amarillento oscuro (760 mm Hg, 20 °C) y su olor es parecido al carburo, o bien semejante al ajo
pero mas penetrante. El fosfuro de aluminio es un producto altamente inflamable. Es estable en
seco pero reacciona con la humedad del aire liberando gas fosfina (PHs) como producto de la
hidrélisis; naturalmente esta reaccidon también ocurre en contacto con el agua y los acidos fuertes
pero de forma mas violenta y exotérmica. Algunas propiedades fisicas relevantes del AIP son las
siguientes:

Densidad (15°C): 2,85 g/mL

Punto de fusién: 2550°C (> 1350 °C)

Solubilidad en agua (20 °C): 26,0 g/I (con descomposicién)
Temperatura critica: 194 °C

Temperatura de autoignicidn: 38 °C

El AIP como plaguicida, segun la presentacidn, se encuentra generalmente en formulaciones con
una concentracion entre el 55% y 60% en peso (p/p), que equivale aproximadamente a un 32,2% vy
35,2% de PH; respectivamente. En algunos productos, podria encontrarse hasta un 85% de fosfuro
de aluminio, sin embargo esto no es lo usual en el medio. La especificacion tipica en Estados Unidos
por ejemplo es de 60%. CELPHOS 56 FT®, una de las marcas de mayor venta en Honduras y
Nicaragua, y Detia Gas® (Bayer S.A)*” contienen un 56% p/p de AIP. Cominmente estos productos
se distribuyen en envases herméticos de aluminio reforzado o en sobres de aluminio.

Segun la marca, las formulaciones comerciales de AIP pueden contener otros componentes. Los
comprimidos de KILLPHOS®?® contienen materiales inertes como el carbamato de amonio, que al
contacto con el aire libera amoniaco y sirve como agente delator por su olor punzante; ademas,
contiene otros ingredientes inertes que tienen la funcidn de agregantes y de estabilizadores, que
modulan la velocidad de generacidn de gas fosfina. Estos agentes estabilizadores evitan una
reaccion exotérmica violenta, e incluso la autoignicion de la fosfina en ambientes con alta
humedad, proporcionando una atmdsfera inerte de bidéxido de carbono y amoniaco. Este producto
requiere entre de 24 a 48 horas para que el fosfuro de aluminio se descomponga vy libere la mayor
parte de la fosfina. El periodo de mayor gasificacidon ocurre entre 14 horas y 48 horas después de
exponer el producto a la atmdsfera. Una tableta de 3,0 g de AIP, desprende 1,0 g de PH3 y una perla
de 0,6 g desprende alrededor de 0,2 g.

Phostoxin®* es una formulacién sélida, presentada como pastillas, pastillones y comprimidos,
compuesto por un 60% de AIP. También incluye carbamato de amonio, ademas de parafina, para
garantizar una liberaciéon segura y eficaz de la fosfina. Las pastillas liberan inicialmente amoniaco y
didxido de carbono, y seguidamente la fosfina. La liberacién se completa entre 48 horas y 96 horas
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de exposicidn, segln la temperatura y la humedad del ambiente. En condiciones normales, 20°C y
60% de humedad, el Phostoxin® libera un 40% de la fosfina en 24 horas y un 75% a las 48 horas.

PHOSPRO™ % tanto en sus tabletas de aproximadamente 3 g como en sus perlas de 0,6 g
contienen un 56% de AIP. Contienen otros ingredientes como carbamato de amonio (22% a 32%),
parafina (2,0% a 4,5%), estearato de aluminio (0,5% a 3,0%), grafito (1,5%) y 6xido de aluminio (no
menos del 14,5%)

El tiempo de descomposicion del AIP depende de la humedad y la temperatura ambientales,
cuanto mas elevadas sean estas condiciones, mas rapido se produce la liberacion de las fosfina. Al
iniciarse la descomposicion de una tableta, generalmente de color gris oscuro, empieza a tornarse
menos brillante hasta tomar un color gris opaco o casi blanco. Finalmente la tableta se expande y
se desintegra, dejando una pequefia aglomeracién de polvo con un volumen alrededor de 5 veces
mayor al original del comprimido. El residuo de polvo es principalmente hidréxido de aluminio, el
cual es un compuesto practicamente inocuo.

La fosfina es un gas ligero, con un peso molecular de 33,99 g/mol y una presién de vapor
aproximadamente de 34,2 atm a 20°C y de 51,9 atm a 40°C. Su punto de fusién es de -133,5°C y su
punto de ebullicién es de -87,4°C. Su solubilidad en agua es sumamente baja, alrededor de 0,04
g/100 g (20°C), en tanto que es soluble en éter, alcohol y la mayoria de los solventes organicos. La
fosfina también puede ser disuelta en cloruro de cobre.

Las electronegatividades del fosforo y del hidrégeno en la fosfina son muy cercanas, de manera que
. 0 0 . . . .

pueden considerarse como cargas H  y P°, por tanto no se ioniza ni altera el pH del medio

significativamente. Puede actuar como una base muy débil por la siguiente reaccién:

PH; + H,0 — PH," + OH

Conocido también como fosfano y fosfamina, se cataloga como analogo al NHs. Se une con los
hidracidos para formar compuestos semejantes a las sales amonicas, por ejemplo: El ion fosfonio
(PH.") es a su vez analogo al ion amonio (NH,4"), siendo mas soluble en los medios acuosos y con un
caracter ligeramente acido.

PH; + HCl — H4PCl

La fosfina en estado gaseoso puede reaccionar con el oxigeno atmosférico produciendo acido
fosfoérico, segun la siguiente reaccion:

PH3(g) + 20, —  H3POul(g)
La fosfina también puede condesar y producir difosfina, P,Hs;, el cual es causante del hedor

caracteristico de los productos comerciales, a lo que se suman las fosfinas érgano sustituidas, las
cuales también producen esta fetidez. Estas especies originan el olor tipico, semejante al ajo o
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pescado podrido en los tejidos afectados por la intoxicacién aguda con tales productos. La fosfina
pura es en si misma un gas inodoro.

El proceso de liberacién de fosfina durante la intoxicacion por ingesta de fosfuro de aluminio, se
puede resumir en las siguientes reacciones quimicas:

I- La reaccién quimica del AIP al entrar en contacto con el agua del medio, desde la cavidad bucal
(pH neutro) hasta el estémago.

AP+ 2H,0 —  AI(OH);¥ + PHs

Esta reaccidon es inmediata. El hidroxido de aluminio se distribuye en medio neutro segun su
constante de solubilidad. Ante la presencia de HCI, uno de los componentes del jugo gastrico, se
producen especies mixtas o clorohidréxidos de aluminio, los cuales también son poco solubles.

Al(OH); + HCI —  AIOH)Cl + H,0

Al(OH),CI + HCI —  AI(OH)Cl, + H,0

Al(OH)Cl, + HCl —> AlCl; + H,0
Il- La reaccion del AIP al entrar en contacto con el HCI del jugo gastrico:
La molécula se hidroliza produciendo fosfina (PHs) y tricloruro de aluminio (AIClz) que son la base
débil y el acido débil respectivamente. El AICl; a su vez posee propiedades anfdteras.

AlP  + 3HCI - PHs(g) +  AlCls(ac)

Estos productos pueden formar otros compuestos con el exceso de HCI El cloruro de aluminio posee
propiedades acidas y es propenso a formar complejos con los iones cloruros.

HCl + H,0 — H;0" + cr
AlCls(ac) + cr - AlCl4 (ac)
PHs(g) + H0" — PH;"(ac) + H,0
Ante un exceso de HClI, las reacciones anteriores podrian extractarse de la siguiente manera:
AP + 4HClI — AlClj(ac) + PHq'(ac)
Esta reaccidn sugiere un consumo significativo del HCI, de hecho esto se verifica al observar que el

pH de los contenidos estomacales incrementa generalmente a niveles cercanos a la neutralidad en
los casos de ingesta de AlP.
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El ion fosfonio se encuentra en equilibrio con la fosfina, disminuyendo su concentraciéon a medida
gue esta ultima se desplaza a otros compartimentos. En tanto que el cloruro de aluminio interactia
con otros compuestos quimicos presentes en el medio, produciendo nuevas especies por reacciones
acido base, formacion de complejos y precipitacion (ver 2.6.2 y 2.6.3).

Otros componentes que contienen aluminio en las formulaciones comerciales de AIP pueden
precipitar o bien formar otras especies hidrosolubles, como el éxido de aluminio y el estearato de
aluminio.

De esto se puede establecer como hipétesis, que consecuente a la ingesta de fosfuro de aluminio
han de esperarse altas concentraciones de aluminio acuoso, mayor de lo que podrian generar otras
fuentes, en especial los antidcidos a base de este elemento.

2.6. El aluminio

Para el desarrollo del método analitico se deben reconocer las propiedades del analito. Es
importante tomar en cuenta tanto el pH como la saturacidn de las especies del aluminio, asimismo
es necesario considerar la presencia de otros iones en la matriz acuosa cuando se efectuen
mediciones de aluminio disuelto.

2.6.1. Propiedades generales

El aluminio es un elemento metdlico perteneciente al grupo IlIA de la tabla periddica, con un peso
molecular de 26,9815386(8) g/mol*®. Posee un isétopo, *’Al, con peso molecular de
27,98153844(14) g/mol (NIST).

Tiene un caracter anfotero, es monovalente con un numero Unico de oxidacion de 3+.

Es un atomo pequeiio y altamente cargado, con un radio idnico de 0,054 nm. Su estructura
cristalina es cubica, centrada en las caras.

Su conductividad térmica y eléctrica es alta. Su calor de combustion es de 200 kcal/atm-g vy su calor
especifico de 930 J. El punto de ebullicién se encuentra entre los 2057°C y 2480°C.

Es el elemento mas abundante de la litosfera y se encuentra predominantemente en el ambiente
en forma de oxidos (bauxita) y complejos de aluminosilicatos, los cuales constituyen un 8% de la
corteza terrestre. Se utiliza profusamente en la industria para el tratamiento de innumerables
productos y es extensamente utilizado en preparaciones farmacéuticas para disminuir la acidez
estomacal, la mayoria de estas especialidades son elaboradas a base de productos poco solubles de
aluminio (hidréxido, aceglutamida, carbonato trimagnésico y glicinato de aluminio entre otros)

Debido a su abundancia y amplia utilizaciéon para la produccién de bienes de consumo, incluso para
insumos de laboratorio (por ejemplo para la fabricacion de vidrio Pyrex®), se debe tener presente
el alto riesgo de contaminacién de las muestras durante el proceso analitico para la determinacion
de trazas de aluminio.
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2.6.2. Especiacion y reacciones quimicas en medios acuosos
El aluminio 11l (AI**) es una especie muy reactiva y dificilmente se encontrard en la naturaleza en su
estado libre.

Se considera un acido, con un valor de pKa de 5,0. Debido a su carga, en soluciones acuosas a pH
menores que 5,0 se coordina con seis moléculas de agua en una configuracién octaédrica,
3+ . . 3+ . Z .
Al(H,0)s™, esta especie se abrevia como Al™"; en tanto que en soluciones menos 4acidas el complejo
. T . . 2
sufre procesos de hidrdlisis produciendo las especies Al(H,0)s(OH)“* y Al(H,0)4(OH),", las cuales se
. 2 .
abrevian como Al(OH)*" Al(OH),", respectivamente.

La quimica del aluminio en medios acuosos depende ineludiblemente del pH. Mientras es muy
insoluble a pH cercanos a la neutralidad, incrementa su solubilidad significativamente en
condiciones acidas (pH < 6,0) o basicas (pH > 8,0) y/o en presencia de ligandos organicos e
inorganicos. En un rango de pH neutro, el aluminio es mayormente precipitado como Al(OH)s. En
soluciones basicas el precipitado redisuelve en forma de complejo tetraédrico AI(OH),.Los
equilibrios entre las especies mononucleares en soluciones acuosas pueden ser expresados por las
siguientes reacciones con sus correspondientes constantes de equilibrio:

Al(H,0)6>" + H,0 % Al(H,0)5(0H)"  + H;0"
Ka; = 10™°

Al(H,0)s(OH)* + H,0 ¥  AI(H,0),(OH)," + H;0"
Ka, = 10™>°

En general, las soluciones de sales inorganicas de aluminio son dacidas debido al proceso de
hidrdlisis.

La desprotonaciéon de dos puentes de agua del Al(H,0)4(OH)," producen especies solubles de
tetrahidroxialuminio.

AI(H20)4(OH)2+ + 2H,0 4_—> AI(Hzo)z(OH)4_ + 2H3OJr
Kas = 107

En un estudio de distribucién de especies de aluminio mononucleares en soluciones acuosas, a
25°C y una fuerza i6nica constante de 0,16, se observé que el AI** prevalece en medio inferiores a
pH 5,0; en un rango entre 5,0 y 6,2 coexiste una mezcla de especies de AI**, Al(OH)*, AI(OH)," vy
Al(OH); coloidal; en medios con pH superiores a 6,2 la especie dominante es el Al(OH)4

Pueden producirse naturalmente otras especies a partir de aniones, acidos y otros metales
presentes en el medio. Las especies formadas poseen diferentes caracteristicas de solubilidad y
estabilidad en sistemas acuosos. El acetato de aluminio es soluble, mientras que el acetato basico,
Al(OH),CHsCO,, es insoluble; de hecho , se puede separar el aluminio de otros metales como el
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hierro, a través de esta propiedad. El acetato de aluminio se descompone por ebulliciéon, formando
el acetato basico insoluble:

Al(CH;CO;)3 + 2H,0  —  AI(OH),(CHsCO,)4 +  2CH3CO.H

Los oxalatos precipitan el AP* en mucha menor medida. Con los iones fosfatos forma una sal
insoluble en agua, lo mismo que el sulfato de aluminio anhidro. Las mezclas de dobles sulfatos con
metales alcalinos, por ejemplo M'AI(SO,4),*12H,0, o sales de amonio (NH,"), son menos solubles
también. En tanto que los cloruros son delicuescentes, pero solubles.

El aluminio también es atacado por los carbonatos acuosos, precipitando como dxido de aluminio
acuoso, de acuerdo a la reaccion:

20"+ 6COsY  +  3H,0 —> Al,Osac + 6HCO™

El aluminio es ligeramente soluble en presencia de carbonatos, y mucho menos en presencia del
.7z . . . e . 3 s . o .

ion bicarbonato. Otros aniones también precipitan al Al** en forma de éxido de aluminio acuoso, tal
es el caso del cianuro y los cromatos alcalinos

. 2- - . . ops ..
Aniones, tales como los halogenuros, S, y NO3, no forman complejos significantes con el aluminio.

., . . 3 ..
El i6n ferrocianuro en medio acuoso produce con el AI** un precipitado blanco que gradualmente
se torna verde, lentamente en frio y con mas rapidez en calor.

Algunos compuestos organicos de bajo peso molecular interactian con el aluminio formando
complejos estables, tales como acidos grasos simples, carbohidratos acidos, acidos fendlicos,
fenoles y complejos fendlicos polinucleares. En general, los grupos carboxilicos y fenélicos pueden
reaccionar con el aluminio formando complejos. Acidos carboxilicos como el férmico, acético,
propidnico, butirico y oxalico, y acidos hidroxicarboxilicos tales como el lactico, tartarico y citrico
son capaces de competir por el AI** y algunos pueden formar complejos tan fuertes que sustituyen
ligandos inorganicos. Los iones monocarboxilatos producen complejos hidrosolubles del tipo
AI(RCO,)," y AI(RCO,)*, pero con menor estabilidad.

El Al,0; acuoso, recién precipitado, reacciona con el acido férmico, produciendo cristales de
Al(OH)(HCO,),'H,0, y en exceso del acido, AI(HCO,)s:3H,0. El i6n citrato puede solubilizar el
aluminio de fosfatos e hidréxidos precipitados, actuando como un quelante mono-, di- o tri-
dentado. Tales acidos y sus sales impiden o previenen la precipitacion del Al,Os; acuoso,
independientemente del pH del medio.

El cido citrico ha resultado sumamente Util para estabilizar especies de aluminio, incluso aquellas
insolubles. Dabbs y colaboradores®’, encontraron que el acido citrico puede actuar como agente
para incrementar la solubilidad de oxihidroxidos en soluciones acuosas con alta proporcion [OH”
I/[Al (>2,47 mol/mol). El acido citrico también estabiliza las particulas en suspension que
contengan aluminio, esto cuando el acido citrico se encuentra igualmente en estado coloidal. Las
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soluciones con cloruro de aluminio pueden polimerizar en medios bdsicos, pero en presencia del
acido citrico, en una proporcién [acido citrico]/[aluminio] de 0,8, la formacidn de policationes es
reducida eficazmente, incluso cuando la relacion [OH-]/[Al] sobrepasa una razén de 3,29 mol/mol.
De hecho, cuando la proporciéon [acido citrico]/[aluminio] se aproxima a la unidad, se previene
totalmente la nucleacidn de las particulas suspendidas.

El 4cido citrico compleja preferencialmente a los cationes de aluminio, reduciendo la probabilidad
de polimerizacién; en tanto que las moléculas policatidénicas de aluminio son desintegradas
sistematicamente por este acido o forme complejos con pequenos “clusters” poliatdmicos. De
manera que en suspensiones la adicion de acido citrico puede ser Util para estabilizar las particulas
existentes, limitando o previniendo el crecimiento de las mismas; mientras que en soluciones de
aluminio catidnico retarda significativamente el crecimiento de particulas ante la adicion de bases
fuerte. Las soluciones de AI** en sistema cerrado, conteniendo &cido citrico en una relacién [acido
citrico]/[aluminio] de 0,82 pueden permanecer incoloras, sin particulas detectables, durante
semanas a temperatura ambiente.

Existe evidencia de interaccidon entre el aluminio y el silice, recientemente, hidroxialuminosilicatos
han sido directamente identificados en soluciones acidas.

El AI3+, puede ser cristalizado como nitratos, sulfatos o percloratos hidratados, formando por
ejemplo [AISO4(H,0)s]" con el &cido sulfdrico.

El Acido nitrico es pasivo ante el aluminio, pero en presencia de pequefias cantidades de algunos
otros iones, por ejemplo Hg’ ¥, lo disuelve rapidamente, formando NO cuando se ha tratado con
HNO3 concentrado, y NH;NOs cuando se ha tratado en HNOs diluido.

El dcido fosférico en medio acuoso, compleja fuertemente el AI**, produciendo fundamentalmente
[AI(HPO4);]*, pero también polimeros y otras especies protonadas. No obstante, el AI** puede ser
separado del ién PO43' por disolucidon con HCI, adicionando acido tartarico, NHs e hidréxido de
magnesio. Digiriendo por un tiempo, se produce MgNH4PO, precipitado. También el fosfato puede
ser precipitado con Sn IV, el exceso de Sn es removido mas facilmente que el acido tartarico.

El acido sulfurico diluido ataca al aluminio lentamente, con liberacion de hidrégeno; en tanto que el
H,S0,4 concentrado lo disuelve facilmente cuando a la vez se aplica calor, liberando SO,. El sulfato
de aluminio forma sales dobles, llamadas alumbres, con sulfatos alcalinos. Quizas el mas conocido
es el lumbre comun, KAI(SO,4),-12H,0. Los alumbres son usualmente menos solubles que sus
sulfatos constituyentes y pueden ser cristalizados adicionando una solucidn saturada del alcali
sulfato a una solucién saturada de sulfato de aluminio.

Los acidos HCI, HBr y Hl, ya sea diluidos o concentrados disuelven facilmente al aluminio, liberando
hidrégeno y produciendo especies como el [Al(H,0)¢]Cls por ejemplo.

El aluminio también tiene la capacidad de formar polimeros. Cuando el pH de una solucién acuosa
acida se incrementa, la densidad de carga del aluminio disminuye debido a la hidrélisis, y el
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elemento comienza a polimerizar. Las especies polinucleares del aluminio representan
constituyentes metaestables importantes que pueden permanecer en una solucion incluso durante
afos.

El OH acuoso precipita con el A** como Al,O3 hidratado, el cual es una materia de color blanco
grisaceo, gelatinosa e insoluble en el medio neutro, pero que con altas concentraciones de OH’
forma complejos mononucleares y polinucleares.

La especie polinuclear mas pequefia es el (Al,(OH),(H,0)s)*, este es un dimero que se enlaza por
puentes de hidréxido y no es una especie estable. El anillo de seis hidréxidos de aluminio forma
una estructura octaédrica (Als(OH)1,)®", el anillo doble (Alio(OH)»,%") v el triple anillo (Al3(OH)s0>")
son polimeros mas estables. En general, se han propuesto muchas estructuras polinucleares y
complejos poliméricos del aluminio con formula general [Al,(OH)3].>".

Una proporcidn 2,5/1 de [OH]/[AP*] produce una especie persistente de [Al;304(OH)zs(H20)11]%"
cuyo sulfato y cloruro apenas es soluble.

La cantidad de especies polinucleares dependen de la saturacién de moléculas que no tienen
contacto con superficies absorbentes. También las altas temperaturas favorecen la polimerizacion.

Una especie comun del aluminio es el éxido de aluminio, el cual es de profuso interés en el andlisis
de aluminio por Espectrofotometria de Absorcion Atdmica, debido al rol importante que juega en
el proceso de atomizacién y absorcidn. Este compuesto y su hidrato son insolubles en agua.

Si no es sometido a una fuerte ignicion, el éxido hidratado se disuelve facilmente en acidos
diluidos, pero el é6xido anhidro, una vez cristalizado es insoluble.

. , . . 3 .
Como se ha dicho en las lineas anteriores, la especie de AlI°* reacciona con otros compuestos
precipitando como 6xido de aluminio. El aluminio puro es facilmente oxidado a Al,0; ante la
exposicién del aire, ya sea aire himedo o seco.

2.6.3. Especiacion en fluidos bioldgicos y biodisponibilidad18.

El aluminio es pobremente absorbido después de su ingestién, en cualquiera de sus formas.
Aproximadamente del 0,1% al 0,6% del aluminio ingerido es absorbido. El aluminio remanente en
el estdmago es eventualmente eliminado por las heces.

La biodisponibilidad del aluminio es influido fuertemente por la especiacion del mismo vy la
presencia de constituyentes dietéticos, los cuales pueden formar complejos e incrementar o
disminuir la absorcién (ver 2.6.2). Una de las formas menos biodisponibles es el hidréxido de
aluminio, que puede ser tan bajo como el 0,1%.

La mayoria de los mecanismos de absorciéon probablemente sucedan por difusidon pasiva a través
de los espacios intercelulares.
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El aluminio se une a varios ligandos en la sangre y se distribuye en todos los érganos, con las mas
altas concentraciones en los huesos y el tejido pulmonar. Los érganos blancos parecen ser el
sistema nervioso central y los huesos

El aluminio absorbido es principalmente eliminado por via urinaria y en mucha menor proporcion
por via biliar.

Los niveles de aluminio en sangre tienden a incrementarse en personas expuestas a altos niveles de
aluminio, tal como aquellas asociadas al uso prolongado de antidcidos. Los niveles tienden a
normalizar cuando la exposicién cesa.

Algunas condiciones atipicas conllevan al incremento de los niveles en el cuerpo, produciendo
toxicidad, este es el caso de los pacientes con insuficiencia renal.

El aluminio puede formar complejos con moléculas del cuerpo, por ejemplo con acidos organicos,
aminoacidos, nucledtidos, fosfatos, carbohidratos, macromoléculas, entre otras. Muchos de los
compuestos que formara tienen baja solubilidad, especialmente aquellos que poseen carga neutra.
La toxicocinética del aluminio puede variar, dependiendo de la naturaleza de dichos complejos. Por
ejemplo, el aluminio formando un complejo de bajo peso molecular podria ser filtrado en los
glomérulos y ser eliminado facilmente, mientras los ligados a compuestos de alto peso molecular
pueden quedar “atrapados” en el sistema®®.

El Analytical Atomic Spectrometry Journal describe en un boletin de actualizaciéon estudios
relacionados a la distribucién del aluminio. En la edicion 13°® se reporta que Cabezuelo vy
colaboradores, utilizando cromatografia liquida con deteccion por espectrofotometria de absorcién
atomica electrotérmica, lograron una separacion rdpida de proteinas séricas de bajo peso
molecular. Los autores encontraron que la transferrina contiene el 90% del aluminio sérico, siendo
practicamente la Unica proteina sérica que liga al aluminio. En presencia de la desferrioxamina
(DFQ), el aluminio es desplazado de la transferrina para formar un quelato de bajo peso molecular,
Al-DFO. En la misma edicién se reporta que lttel y colaboradores, estudiaron la absorcion y
compartimentalizaciéon del aluminio urémico en ratas, seguido de una administracion de *°Al.
Observaron que en los animales la absorcién fue del 0,13% y la compartimentalizacién ocurrié en
tejidos transferrina-dependientes. Investigaciones anteriores encontraron un 81% de aluminio
ligado a la transferrina y el 19% restante formando otras especies, principalmente Al(PO4)(OH)’, y
en cantidades minoritarias citratos e hidréxidos®’. Se llevaron a cabo estudios similares por
Jouhanneau y colaboradores. Observaron igualmente una muy baja absorcién del *°Al, sin embargo
encontraron un incremento de la misma, de 2 a 5 veces, cuando se administré concomitantemente
sales de citrato. El aluminio administrado se excretd en orina, en un periodo de 48 horas.

Se ha estimado una concentracion de aluminio maxima normal de 0,8 mg/L (800 pg/L), pero los
valores normales tienden a encontrarse en intervalos muy por debajo de este nivel. En algunos
estudios se han encontrado concentraciones en individuos no expuestos a contaminacion por
aluminio entre 0,0016 mg/L de aluminio sérico, con un rango de (0,0005 — 0,0035) mg/L y una
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desviacion estandar de + 0,0008 mg/ng. Gitelman y Alderman determinaron un valor de referencia
para individuos sanos de (3,1 + 1,1) pg/L (ver 2.3)

2.6.4. Caracteristicas espectroscdpicas y atomizacion
El aluminio genera alrededor de 693 lineas espectrales entre 200 nm y 400 nm (NIST) y su mayor
absorcion se presenta a los 309,3 nm.

Existen al menos dos teorias fundamentales que explican el proceso de atomizacién del aluminio
.. 30
en el horno de grafito™:

2.6.4.1. Teoria de formacion de carburos gaseosos

Esta teoria es planteada por L'vov y colaboradores. Para explicar los mecanismos de formacién de
atomos que originaran los procesos de absorcion, el disefio y composicién del horno de grafito
juega un papel fundamental segun esta teoria. Durante el proceso de atomizacion del aluminio se
forman diversos carburos tales como Al,C, Al,C,, Al,Cs, Al,Cs y Al4Cs que aparecen alrededor de 100
K a 200K (373,15°C a 473,15°C), antes de la aparicién de los 4tomos libres y de los éxidos del metal.
Estas moléculas interaccionan para originar los atomos de Al,). Las siguientes reacciones fueron
corroboradas por medio de un Espectrofotdmetro de absorcién atéomica y un espectrometro de
masas.

A|203(5/|) + A|2C(g) — > 2A|20(g) + Cco
A|2O(g) + ZC(S) — A|20(g) + 2C0O
AlOs(s/l)  + 2C(s) —>  AkO(g) + 2CO

El modelo propuesto gira sobre el hecho de que el 6xido metalico es directamente reducido por
moléculas gaseosas de carburos metalicos que a su vez interaccionan con los éxidos del aluminio
para formar aluminio metalico, proponiéndose las siguientes ecuaciones:

Al,O3 (s/1) + 1,5AIC;(g) —> 3,5Al(g) + 3CO
2A|O(g) + AICz(g) — > 3A|(g) + 2C0O

Los carburos metalicos se forman por interaccion del Al con el carbono C) en la superficie del
tubo de grafito.

Al(g) + ZC(S) — > AICz(g,
La formacién de AlO provendria de la reaccion:

2A|(g) + 02 — > 2A|O(g)

Pagina 38 de 157



MAESTRIA EN QUIMICA APLICADA AL ANALISIS Y GESTION DE LA CALIDAD
DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO DE DETERMINACION DE ALUMINIO EN CONTENIDO GASTRICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA ELECTROTERMICA, PARA LA CONFIRMACION DE INTOXICACIONES POR
FOSFURO DE ALUMINIO

Carlos Ivan Roque

De esta forma, el aluminio generado primeramente origina a su vez una serie de reacciones a
través de los carburos que daran lugar a una mayor apariciéon de dtomos de aluminio.

Se ha propuesto que el esquema anterior de reduccion del Al,03; podria completarse segun las
reacciones

A|203(s/l) + A|2C(g) —> 2A|20(g) + co
AIZO(g) + 2C(s) —> AIZO(g) + 2CO
A|203(s/l) + 2C(s) —> AIZO(g) + 2CO

El Al,O formado originaria consecuentemente Al por reaccion con los carburos de aluminio, de
manera similar a como sucede con el AlO.

En esta teoria serian los carburos del metal los principales responsables de la formacién de atomos
en vez de los 6xidos metalicos.

2.6.4.2. Teoria de la reduccion autocatalitica del Al,03;

Marc M. Lamoureux y colaboradores, han propuesto un mecanismo de formacién del aluminio a
partir de los trabajos de Gilmutdinov y colaboradores, que usaron una camara de cine equipada
con una pelicula sensible a la luz U.V. para filmar el interior del horno de grafito durante la fase de
atomizacion.

Lamoureaux et al, en el trabajo citado, emplean un equipo disefiado especificamente para permitir
la medicidon simultdnea de los atomos de aluminio por espectroscopia de absorcidon atémica, de las
moléculas con aluminio por espectroscopia de absorcidn molecular y un ICP-MS conectado al horno
de grafito para identificar las diversas especies moleculares. Para recoger las sombras de los
espectros formados emplearon la técnica de Gilmutdinov y colaboradores de filmacion espectral de
la sombra o Shadow Spectral Filming (SSF) y la técnica de Chakrabarti et al de recogida de imagenes
mediante digitalizacion espectral de la sombra o Shadow Spectral Digital Imaging (SSDI). Estas
técnicas han permitido estudiar la distribucion espacial de los atomos de aluminio y de las
moléculas conteniendo este elemento.

A partir de aqui, se han postulado las interacciones que pueden ocurrir entre las especies que
contienen aluminio, el oxigeno presente dentro del tubo y la superficie del grafito. De esta forma se
ha podido observar que las principales especies detectadas por el ICP-MS han sido: Al, AlO, Al,O y
AlC,.

Ademds de los espectros de absorcion recogidos durante la atomizacién del aluminio,
correspondientes al metal en estado atémico y en diversas moléculas, todas las imdagenes
mostraron un perfil similar en forma de “donut” donde la absorcién es mayor en las proximidades
de las paredes de grafito para posteriormente ir decreciendo hacia el interior del tubo. Esto es
mucho mas aparente en ausencia de flujo de argén, y menos notorio con un flujo de gas de 50
mL/min.
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Gilmutdinov y colaboradores, proponen una formacién inicial de subdxido de aluminio vaporizado
Al,O(g) que seria transformado a continuacién en Al,0; merced a la reaccion de la primera molécula
con el oxigeno que entra en el orificio de dosificacién.

Por su parte, L'vov sugiere que la formacion de la estructura de “donut” proviene de la
condensacién de las especies en fase vapor en la porcién final del tubo que estd mas frio. Estas
especies seran principalmente Al y Al,Os.

A partir de aqui, Lamoureux y colaboradores han propuesto el siguiente mecanismo de formacion
del pico de aluminio.

Durante el pretratamiento térmico y antes de la atomizacidn, el residuo de la solucién de aluminio
desecado se convierte en Al,O3 en el rango de temperaturas entre 500°C y 1000°C. La disociacién
térmica ocurre lentamente a temperaturas por debajo de 2050°C (el punto de fusidn del Al,Os).

Aunque la disociacién térmica del Al,O3 es una posible fuente de atomos de aluminio en estado
gaseoso, el paso mas favorable para la formacion del Al(g) es la disociacidon térmica de los carburos
de aluminio. Estas moléculas y los oxicarburos juegan un papel importante en la produccién de
aluminio elemental por fusidon carbotérmica. El carburo de aluminio fase condensado [Al4Cs(s,l)]
cuya presencia se ha informado durante la atomizacion del Al, es formado a través de las siguientes
reacciones:

2AL,05(5)  +  3C(s) — Al,0,Cs) + 2CO0(g (1)
A|404C(S) + 6C(s) e A|4C3(S) + 4CO(g) (2)

Que originan la reaccién global:
2AI,05(s) + 9C(s) —>  AlLGCss/) + 6CO@E (3)

La formacién del oxicarburo (ecuacién 1) se produce rapidamente a temperaturas superiores a
1450°C y la reaccidn global (ecuacion 3) a 1810°C.

Kantar et al informaron que la reaccidn descrita por la ecuaciéon 3 puede ocurrir por agentes
reactantes mezclados desigualmente a elevadas concentraciones y es altamente exotérmica. De
todas maneras el Al4Cs solo puede ser formado si el Al,05 esta en contacto intimo con el sustrato de
grafito y la reaccién ocurre preferiblemente en los sitios activos como roturas y otros defectos. De
esta manera, bajo las condiciones de formacién del pico de aluminio, solo una pequena fraccién del
mismo se podria esperar que estuviera en la forma de Al4Cs y la mayoria del aluminio permaneceria
como Al,Os. El carburo de aluminio Al;C3 podria ser generado a una temperatura superior a su
punto de fusién de 1400°C y apareceria como un liquido fundido con algo de Al,03 disuelto en él. La
exotermicidad de la accidén representada por la ecuacion 3 hace razonable esperar que algo de
Al,C3 se vaporice y posteriormente se disocie en la fase gaseosa para formar atomos de aluminio:
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Al,Cig —> 4Alg) + 3Cis) (4)

Los 4tomos de aluminio formados por disociacion del Al4Cs(g) pueden actuar como semillas que
generaran una reaccion en cascada donde el aluminio reaccionara con el Al,Os para dar:

AlLOs(s) + 4Algg —  3ALOkE) (5)
AlLOs(s) + Allgg —  3AIO(g) ()

Motzfeldt y Steinmo indicaron que se formaba preferentemente Al,O(g) en lugar de AlO(g).
Basandose en consideraciones de equilibrio, estos autores establecieron que la presién parcial de
Al,O (pAl,0) aumentaba mucho mas rapidamente que la presién parcial de AlO (pAlO) conforme
aumentaba la presion parcial de aluminio elemental (pAl). De esta manera el mecanismo propuesto
solo consideraria la formacion del Al,0. De todos modos parece ser que se precisa un cierto valor
de presidn parcial de Al(g) necesario para que la reaccién con el Al,053 (ecuacién 5) pueda comenzar.
Tras la formacion del Al,O(g) sucede una reaccion en cadena sobre la superficie del grafito segun la
ecuacion:

3AL,O(g) + 3C(s) — 6Alg) + 3coE (7)

De esta manera cada vez que se forman 4 atomos del Al(g) (ecuacidn 4) se generan 6 atomos de
Al(g) (ecuacion 7) lo que supone una multiplicacidén por un factor de 1,5.

Este mecanismo autocatalitico requiere que:

El Al y Al,O estén presentes simultdneamente en la fase gaseosa.
El Al,O sea el precursor significativo de la formacion de atomos de Al
La distribucion espacial de Al y Al,O sean complementarias

Estas premisas son consistentes con los resultados obtenidos de las medidas simultdneas de
espectrofotometria de absorcidon atdmica, espectrometria de masa e ICP-Masas. El pico de
aluminio desaparece ademas de por falta de suministro de aluminio, porque pueden ocurrir
cualquiera de los siguientes factores limitantes:

El equilibrio en la presion parcial del Al (pAl) sobre el Al4Cs(s/l) (que es aproximadamente 105 veces
mayor que sobre el Al,03(s)); y
La pCO gobernada por la ecuacion 7.

Cuando se alcanza cualquiera de ambas se pueden originar una serie de reacciones reversibles que
terminardn la formacion del pico de Al. Asi el Al,O y el CO o el O, pueden reaccionar para generar
particulas de Al,O; o el Al y el CO pueden reaccionar también para formar particulas de Al4;Cs y
Al,O; todas ellas dispersadas en la fase gaseosa. Del mismo modo, también es posible que algunas
especies en fase vapor condensen en las zonas mas frias del tubo.
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Todo esto es consistente con la observacién por diferentes técnicas de fotografia de espectros de
las estructuras de “donut” que son atribuidos tanto a la formacion del Al,O; como a la
condensacion de otras especies en los puntos frios del tubo. Cuando se alcanza la temperatura
apropiada de formacién de Al, de nuevo se repite todo el proceso y las reacciones 5y 7 se acoplan
dando lugar a la formacién del Al.

El mecanismo propuesto para la formacién del pico de Al es probablemente una parte de un
conjunto de fendmenos mas complejos en los que intervendran especies como AlH o incluso Al,
gue se sabe que existen cuando aparece el pico de aluminio y que no se ha considerado por los
autores en el mecanismo propuesto. Existen otras reacciones durante el desarrollo de las etapas
programadas en la cdmara de grafito. De hecho el gas circulante, nitrégeno en el caso del
Laboratorio, y el oxigeno presente en el medio pueden intervenir. El nitrégeno reacciona a altas
temperaturas formando nitruros con el aluminio y éxido nitroso con el oxigeno. A la vez, el
hidrogeno formado en otras reacciones puede convertirse en acido cianhidrico con el carbono de la
camara de grafito, cuando se superan los 1800°C

2.7. La Matriz bioldgica: el contenido gastrico **

Un aspecto importante para el desarrollo del método es comprender la naturaleza de la matriz de
trabajo y los requerimientos para su manipulacion preanalitica.

El contenido gastrico es la mezcla del jugo gastrico con alimentos y/o sustancias ingeridas. El
vomito y el lavado gastrico también pueden ser catalogados como contenido gastrico, sin embargo,
para efectos del presente estudio, se restringe esta definicién a la mezcla recolectada del saco
estomacal durante la autopsia.

La naturaleza de este espécimen puede ser muy variable, tanto entre contenidos de un mismo
individuo como especimenes de distintas fuentes. Generalmente, requiere un proceso de
tratamiento previo la homogenizacion, seguido de una filtracion y/o centrifugacion. Su naturaleza
es totalmente heterogénea, de manera que puede considerarse como una solucidn, suspension y
emulsion a la vez.

Debe ser tomado en cuenta que la presencia de toda una gama de compuestos quimicos de origen
dietéticos y/o no dietéticos conforma una poblacion desconocida e impredecible. Pueden estar
presente acidos grasos, triglicéridos, azlcares, sales inorgdnicas, entre muchos compuestos mas,
gue originan una especiacion, en este caso del aluminio, fuera de cualquier prondstico.

El pH del contenido gastrico originalmente es acido, oscilando en un valor de 2 unidades, a menos
gue una o mas sustancias ingeridas alteren los equilibrios dcido-base, por ejemplo los antidcidos y
los alcaloides tienden a incrementar el pH. Se ha verificado en el Laboratorio que los contenidos
estomacales de individuos que ingirieron fosfuro de aluminio tienden a un pH mas alto de lo
normal, quizds como consecuencia del consumo de acido clorhidrico para producir cloruro de
aluminio y seguidamente los hidréxidos, alcalinizando un medio eminentemente acido.
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Las caracteristicas organolépticas, especialmente el olor y color, pueden cambiar por una
diversidad de sustancias todxicas, un olor penetrante a ajo puede sugerir una intoxicacién por
ingesta de fosfuro metalico o de arsénico, mientras el color oscuro o la presencia de precipitado
color grisaceo, negruzco y/o metalico son con frecuencia coincidentes con la ingestion de fosfuro
de aluminio.

Es importante registrar el volumen total de contenido gastrico para calcular la cantidad total del
analito presente en el estdbmago. Dado que el contenido gastrico es sumamente heterogéneo, en la
medida de lo posible debe ser remitida la totalidad del espécimen al toxicélogo. Si esto no es
posible, el volumen total debe ser informado al laboratorio.

El disector deberia atar los extremos del estdmago y es recomendable abrirlo lejos de los demas
tejidos y fluidos para evitar la contaminacién por otra viscera.

2.8. Factores para el desarrollo de un método analitico de
determinacion de aluminio en contenido gastrico

En el desarrollo de la metodologia aplicada en el Laboratorio Quimico Toxicoldgico se observaron
algunos problemas analiticos que se resumen en la introduccion de este protocolo. Estos aspectos
han sido estudiados y se han realizado algunas pruebas experimentales para su resolucion.

2.8.1. Rango efectivo de trabajo

El objetivo del método es abarcar los niveles esperados. En base a la experiencia de este
laboratorio, se han encontrado en muestras diluidas niveles tan altos como 109,2 mg/L; sin
embargo, los valores oscilan tipicamente alrededor de 6077 pg/L (6,077 mg/L), conforme al
procedimiento aplicado. Esta concentracién resulta luego de que 1,0 g de contenido gdstrico se
diluye adicionando 10 mL de HCl 10%, y equivale en realidad a aproximadamente 668447 pg/L
(66,847 mg/L) en la matriz original.

En pruebas previamente realizadas en el Laboratorio Quimico Toxicolégico se logré obtener
linealidad hasta un rango de 15 pg/L a 150 ug/L, utilizando HCI 10% como solvente, Para esto, se
diluyé una alicuota de 0,9 mL de Al estandar (1000 mg/L) a un volumen de 100 mL y luego se
transvasaron 15 pL a un vial donde se adicioné 1,5 mL de HCl 10%. Pero este procedimiento
presenta problemas de reproducibilidad. Mas alla de este limite maximo fue imposible obtener una
relacién fisica proporcional y consecuentemente un modelo matematico apropiado en HCIl 10%. Un
set de calibradores de prueba, de AICl; disuelto en HNO;s 5%, utilizando MgNOs; como modificador
quimico, resulto lineal en un rango de 16,39 pg/L a 163,36 pg/L. en estudios publicados se expone
que la linealidad para el aluminio es muy limitada, e inclusive por debajo de los 100 pg/L si se
define este pardmetro como una funcién de primer orden, es decir un modelo de regresién lineal
simple, por encima de este nivel la aproximaciones mas apropiadas implican modelos polinémicos.
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Para estimar un rango de trabajo, debe partirse de algunos supuestos tedricos sobre las
concentraciones esperadas en las muestras. Considerando hipotéticamente la cantidad de aluminio
que podria liberar una tableta de 3 gramos con un 57% p/p de fosfuro de aluminio, y que
Unicamente este ingrediente contenga dicho elemento, un comprimido en estas condiciones
alcanzaria a producir alrededor de 0,7961 g de aluminio elemental; suponiendo que es ingerida y el
volumen de contenido gastrico es de 200 mL, la concentracion de AICl; podria ser tan alta como
3980,5 mg/L. Sin tomar en cuenta las reacciones colaterales de precipitacion y en general las
especies poco solubles, seria necesario entonces que las muestras de contenido gastrico fueran
diluidas en un factor no menor de 40000 para lograr una medicidon aproximadamente lineal de
primer orden (cerca de 100 pg/L). Este factor en realidad es mucho menor, cuando se toma en
cuenta la especiacion que ocurre en el medio, principalmente la formacién de productos poco
solubles.

No se deja de lado el hecho de que en toxicologia forense los analisis son llevados a cabo
fundamentalmente para comprobar el consumo de una sustancia, por tanto la informacidn
cualitativa es mas relevante®®. El requisito primordial de la metodologia es que permita obtener
valores significativamente diferentes entre las muestras negativas y las muestras positivas para
fosfuro de aluminio. El rango de trabajo debe ser tan amplio que permita establecer esta
diferencia. Idealmente, las muestras negativas deberian ubicarse en el extremo cercano al limite
inferior de cuantificacion, o incluso bajar a niveles no detectables, mientras que las muestras
positivas puedan ubicarse entre el punto medio y el limite superior de cuantificacién, o de hecho
sobrepasar dicho limite, para lo que posteriormente requeriria una dilucién.

En el caso del estudio de aluminio en sangre, la situacién es revertida. Por investigacion
documental se conoce que las concentraciones esperadas son mucho menores a los previstos en
contenido gastrico, pudiendo ser menores a los 3,5 pg/L y por mucho alrededor de 30 pg/L. Para la
medicion de aluminio en sangre, un rango conveniente seria de 1 pg/L a 100 pg/L, suponiendo un
incremento significativo por la ingesta de fosfuro de aluminio.

En ambos casos, también debe considerarse la necesidad de emplear adicion de estandar como
método de calibracion, donde las concentraciones de aluminio efectivas serian acrecentadas.

El objetivo del estudio del rango de trabajo se resume en la busqueda del intervalo de linealidad
instrumental efectivo mas alto que sea posible y que pueda ser estimada por un algoritmo
matematico adecuado, para la cuantificacion de aluminio en contenido gastrico. En tanto que para
la medicion de aluminio en sangre un rango mas conveniente seria de 10 pg/L a 100 pg/L, o tan
bajo como sea posible y necesario.

2.8.2. Curvatura en los graficos de calibracion 2°**3*

La técnica de absorcién atdmica en ultima instancia, produce una sefnal que se mide en unidades
Opticas, tipicamente, en unidades de absorbancia. El operador debera de alguna manera convertir
absorbancia a unidades de concentraciéon con el fin de obtener el resultado analitico. Idealmente,
la relacion entre la absorbancia y la concentracién deberia ser lineal y la ley de Beer-Lambert
podria aplicarse exactamente, pero en la practica siempre existen una o mas desviaciones. Incluso
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en un rango limitado de concentracion, la curvatura en las graficas de calibracién es casi inevitable.
Algunas de las causas disefio de esta curvatura se atribuyen al disefio del instrumento, otras
pueden originarse en las condiciones experimentales utilizadas. Por ejemplo, el grado de curvatura
de niquel en los 232,0 nm longitud de onda estd controlado por el ancho de banda espectral
elegido para el monocromador, porque la curvatura surge de la superposicién de una segunda
linea, cercana en el espectro de niquel. En la practica, debido a la configuracién del equipo, no es
posible eliminar esta curvatura completamente. Existen mds causas fundamentales para la
calibraciéon curvilinea que la relacion con el grado de solapamiento en perfiles de las lineas de la
emision y absorcion.

La curvatura no estd bajo el control total del operador. Ya que varia de un elemento a otro, no se
puede eliminado por completo debido al disefio instrumental; por ello, se han desarrollado
diversos dispositivos para compensarla y proporcionar una concentracién de calibrado en los
instrumentos de absorcion atdmica. De manera que la espectrofotometria de absorcién atdmica es
una técnica comparativa, mas que una técnica absoluta.

El espectrofotometro debe estar calibrado contra una serie de soluciones de concentracién
conocida (patrones) para generar un grafico de calibracién. Usualmente, estos graficos no
muestran un comportamiento ideal, dando por lo menos una de tres diferentes tendencias:

Curvatura céncava

Las curvaturas concavas son poco frecuentes, en este caso la absorbancia atdmica incrementa en
una proporcion excesivamente ascendente con respecto al incremento de la concentracidon del
analito. Los algoritmos cuadraticos en estas curvas tienden a fallar y no son deseables para el
trabajo analitico.

Curvatura asintotica (convexa)

La curvatura asintética es el comportamiento mas comuin en espectrofotometria de absorcion
atomica, especialmente cuando se trabajo en altos rangos de concentracidon. A medida que la
concentracion aumenta, la sefial se viene siendo paralela al eje X. Este asintotismo significa que por
sobre cierto nivel de concentracidn el valor de absorbancia no aumenta del todo.

Curvatura parabdlica

Por sobre un determinado nivel de concentracion, la grafica no incrementa ni tiende al paralelismo,
sino que “regresa” al eje X, y la tendencia se observa entonces como una pardbola. Este patrdn se
le conoce por su término en inglés como “roll-over”. Esto implica que dos concentraciones
diferentes dardn la misma sefial de absorbancia. Calibraciones en tales condiciones no son
adecuadas, a menos que se conozca con anticipacion la concentracion esperada del analito.

La operacidn de calibracién automatica, como generalmente se trabaja en el laboratorio, parte de
dos supuestos: que la longitud del paso a través de la poblacién de dtomos es constante y que el
coeficiente de absorcidon atémica es también constante. Los espectrofotdmetros estan disefiados
para lograr la veracidad de ambos supuestos. El disefio de los equipos procura con el mayor
esfuerzo posible que la longitud del paso sea estable. Los coeficientes de absorcién dependen de
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una cantidad fisica llamada fuerza del oscilador. Esta constante implica un arduo trabajo para
asegurar su exactitud y aun se debate sobre la fidelidad de la misma para algunos elementos. De
esta forma se pretende disminuir en la mayor medida posible las fuentes de error en la calibracién;
de manera que el operador Unicamente debe ajustar el instrumento de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Aun asi, la mayoria de los graficos no trazan una linea recta, a pesar
de los intentos para linealizar estos sistemas

La curvatura en los graficos de calibracién no es un problema en términos matematicos. Existe una
considerable diversidad de algoritmos que pueden ser aplicados para trazar una linea de ajuste a
través de los puntos obtenidos. La dificultad radica en cual algoritmo utilizar. La mayoria de los
espectrofotémetros facilitan al usuario un nimero de algoritmos comunes, como la aproximacién
lineal simple, cubica y la cuadratica por ejemplo. La disponibilidad de todos los datos numéricos
permitird determinar cual es el ajuste mds apropiado. Este proceso de seleccién puede darse
durante o después del analisis. Los sistemas computarizados pueden entonces adecuar los graficos
curvilineos de calibracion e interpolar una concentracidon. Empero, existe un peligro potencial en
algunos casos donde los graficos de calibracion pueden dar lugar a resultados falsos o enganosos. El
analista debe efectuar las acciones correctivas pertinentes o interpretar los resultados
cuidadosamente.

En la espectrofotometria termoeléctrica las interferencias son mas comunes que en el sistema de
atomizacion de llama. El horno de grafito se emplea en analisis de trazas, donde las especies
interferentes son casi invariablemente excesivas. EIl comportamiento asintético es el mas tipico en
este sistema. A continuacién se detallan las causas de la curvatura en la calibracidn por atomizacién
con horno de grafito mas significativas.

a) Factores quimicos®*

Los equilibrios de disociacién entre los elementos y sus compuestos deben ser considerados. Estos
determinan la fraccién del analito disponible como atomos libres para la absorcidon atémica y son a
la vez relevantes tanto para la sensitividad como para el estudio de los errores sistematicos en el
método. El comportamiento termoquimico de la muestra afecta la altura de la sefial de
absorbancia atdmica asi como la forma de la misma.

El desarrollo adecuado de un programa de temperaturas para el horno es la primera tarea a
realizar cuando se desarrolla un procedimiento de medicién por absorcién atémica termoeléctrica.
La seleccidn de las temperaturas en los diferentes pasos y el dominio de todos los tipos de efectos
termoquimicos son los aspectos mas importantes para minimizar la influencia de la matriz sin
causar pérdidas en el analito.

En el caso de los especimenes bioldgicos, los residuos de materia sin calcinar pueden resultar mas
probables. Cuando el oxigeno del medio se agota rapidamente, la combustion de la materia
organica es incompleta. Asimismo, pueden prevalecer sales y compuestos inorganicos de alto
punto de fusién. Es casi de comun acuerdo que la correccion de fondo resulta practicamente
obligatoria, sin embargo es mds recomendado el uso del efecto Zeeman antes que la lampara de
deuterio.
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Los acidos presentes en la solucién y componentes de la matriz de la muestra, normalmente son
removidos durante las etapas de secado y calcinacion. No obstante, algunos residuos pueden estar
presentes durante la medicidn, produciendo una absorcidon no atdmica y en general una serie de
interferencias indeseables.

Los acidos con alto punto de ebullicién, tales como el HCIO4, H,SO,4 y el H3PO,4, originan especies
moleculares o radicales como el OHe, CIOe, SOe, SO,* o el POe. Acidos como el HNO; pueden
descomponer térmicamente en NO,, o bien en N,Os y este a su vez en NO, y cuando interactia con
el carbono de la cdmara de grafito puede producir radicales CNe. Estas especies, pueden ocasionar
a la vez, bandas de absorcion no atémica en el momento de la lectura. Sumado a esto, y con
efectos mas criticos, los oxidos de los mismos analitos o de otros compuestos presentes en la
muestra, por ejemplo MgO, ZnO vy el Al,Os, tienden a generarse por la disociacién térmica de sus
sales. Estas fracciones de 6xido no disociado representan una pérdida en la absorcion atomica a la
vez que pueden incrementar la absorcién no atémica. Estos efectos pueden ser evitados utilizando
una plataforma pirolitica, lo cual facilita concentrar el analito en la zona mas caliente de la cdmara.
Cuando tales efectos ocurren, especialmente con matrices complejas de muestras reales, por
ejemplo los residuos quimicos de los solventes o de los dxidos metalicos, una correccion de fondo
con lampara de deuterio (D) conlleva a errores sistematicos, los cuales no pueden ser corregidos
por calibracion con adicion de estandar. Mas aun, la densidad radiante de las [dmparas D, en una
gran parte del espectro es sumamente baja. Por tanto, el procedimiento limita el nimero de lineas
atomicas que pueden ser utilizadas y los elementos que pueden ser determinados. Como la
radiacion espectral de la lampara D, es generalmente baja comparada con las ldmparas de catodo
hueco, estas ultimas deben ser operadas con baja corriente, lo cual significa con frecuencia limites
de deteccidn poco favorables. El uso simultaneo de dos ldamparas, D, y catodo hueco, dificulta el
alineamiento de la cdmara de grafito y en uUltimo caso originar errores sistematicos mas severos.

La termoquimica de los elementos es particularmente importante cuando se logra una destruccién
fiable de la matriz sin el riesgo de pérdida del analito. Algunos reactivos termoquimicos como las
sales de amonio cuaternario (R:N'Cl), permiten que las muestras organicas sean mineralizadas a
bajas temperaturas (por debajo de los 400°C) y previenen pérdidas del elementos volatiles. Esto
puede ser util en el caso del cadmio y el zinc, que forman compuestos organometalicos en muchas
matrices orgdnicas. Estas sales remueven también el cloruro de sodio, presente en la mayoria de
los especimenes bioldgicos. El nitrato de amonio reacciona con el cloruro de sodio produciendo
nitrato sédico, el cual descompone a una temperatura mucho menor, y el cloruro de amonio que
sublima alrededor de los 350°C. La volatilizacion del cloruro de sodio sélo es posible por encima de
los 1400°C.

Existen protocolos bien establecidos que deben ser seguidos para suprimir interferencias quimicas.
Ciertas sales minerales o reactivos orgdnicos se agregan a las soluciones de las muestras como
agentes “liberadores” para efectos correctivos. Estos tratamientos efectivamente liberardn al
analito de compuestos desfavorables que se pueden formar durante el proceso para formar otros
gue mejoren la eficiencia del sistema.
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Para prevenir o disminuir las interferencias quimicas y de matriz, en los sistemas de horno de
grafito se utilizan ademas otros modificadores quimicos como el acido etilendiaminotetracético
(EDTA) para formar complejos con iones divalentes. La adicion de nitrato de magnesio o sales de
paladio son eficaces para lograr una poblacion de atomos libres de efectos de matriz. Los
mecanismos envueltos en la aplicacién de modificadores quimicos relacionan también efectos
sobre la superficie del horno y son en si mismos un campo especifico de investigacion.

Algunos elementos tienden a formar carburos térmicamente estables, dando lugar a pérdidas en la
sefial atdmica. El uso de tubos de grafito con recubrimiento pirolitico es conveniente en este
sentido. Alternativamente, el uso del nitrogeno puede tener un efecto similar, formando nitruros
gue son mas faciles de disociar.

Cuando muchas de las interferencias antes mencionadas causan un cambio definido sobre la
pendiente del grafico de calibracidn se recomienda calibrar por adicidn de estandar.

b) Factores fisicos
El disefio del espectrofotometro juega un rol importante en la forma del grafico de calibracién. Los
parametros a tomar en cuenta al respecto pueden ser resumidos en:

b.1 Resolucion del monocromador

La funcion del monocromador es permitir la entrada al detector (en este caso un tubo
fotomultiplicador) la cantidad de luz mas ajustada a la linea de emision. Al mismo tiempo éste debe
excluir lineas de emisiones no resonantes o extrafias. Esa habilidad del monocromador para
discriminar determinadas longitudes de onda se denomina “resolucion”. El disefio del
monocromador para lograr una buena resolucién debe considerar el intervalo de longitud precisa,
el nimero de lineas en la rejilla de difraccién y la medida de las rendijas de salida. Estos factores
son interrelacionados y no pueden ser considerados separadamente.

Para muchos elementos, la linea de mayor resonancia dista lo suficiente de las lineas de no
resonancia y las lineas de emision del gas de relleno de las [dmparas de catodo hueco. Solamente
una linea de emisidn pasa a través de la rendija de salida del monocromador. Si mas de una linea
logra salir entonces el gréfico de calibracion tiende a ser curvilineo, a menos que todas las lineas
salientes tengan exactamente la misma linea de absorcién.

Las lineas de emisidon que estan demasiado cerca de la linea de resonancia como para ser resueltas
pueden presentarse de dos maneras:

b.1.1 Multipletes sin resolver

Muchos elementos de transicion, tales como el vanadio y el manganeso, tienen lineas de
resonancia que son parte de un multiplete. Por ejemplo, el manganeso exhibe un triplete con lineas
en 279,5 nm, 279,8 nm y 280,1 nm. La linea en 279,5 nm absorbe mas fuertemente que las otras
dos. Un ancho de rendija de 1,0 nm permitiria la entrada de las tres lineas al fotomultiplicador, y
por consecuencia el grafico de calibracién ira curvandose a medida incrementa la concentracién del
analito. Un ancho mas reducido, por ejemplo de 0,2 nm, excluiria la mayor parte de la emisién del
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conjunto de lineas, generando un grafico relativamente rectilineo. En teoria, a medida que el paso
de la rendija se reduce, la cantidad de luz no absorbida disminuye y por consecuencia el
asintotismo en el gréafico de calibracion.

b.1.2 Lineas no absorbidas

Elementos como el hierro y el niquel, poseen lineas no resonantes muy cerca de los haces de
resonancia mas sensitivas. Claramente la cantidad de luz absorbida no es proporcional a la
concentracién atdmica. Esto es especialmente obvio en altas concentraciones donde la intensidad
de la emision de resonancia es pequefia comparada con la intensidad de la linea no absorbida. El
efecto es una grafica de calibracién con pronunciada curvatura. Reduciendo el ancho de entrada
del monocromador se bloquea mas de la luz de la linea no resonante y el grafico tiende a ser
rectilineo. Reduciendo el ancho de las rejillas de salida también se logra un efecto similar. Esta
reduccion también disminuye la cantidad de luz del haz resonante. Esta reduccion en la luz
usualmente significa un incremento en el ruido de la linea base. El ancho de la rendija entonces
obliga a sopesar entre la curvatura del grafico y el ruido.

Un efecto relacionado a estos fendmenos es la luz extraifa, causada por reflexiones aleatorias
dentro del monocromador a través del paso por las rendijas de salida. La capacidad de disminuir
este efecto marca un pardmetro de calidad en el disefio de los monocromadores. Una causa muy
previsible de la luz extrana es la incandescencia del horno de grafito. El tubo de particidon puede
provocar interferencias por emisiones de luz de sus paredes cuando es sometido al paso de la
corriente eléctrica. De manera que también el horno debe ser alineado apropiadamente para
minimizar este efecto.

b.2 Fendmenos opticos en el atomizador

El paso 6ptico del espectrofotémetro tiene un punto focal en el atomizador. Una parte del haz
puede pasar a través del centro del tubo de grafito y el resto cruzar el mismo formando diferentes
angulos. El efecto mas comun es la diferencia de longitudes en estas proyecciones. El disefio del
espectrofotdémetro busca minimizar estos fendmenos, con un sistema 6ptico de haz estrecho,
ajustandose en la medida de lo posible a un paso ideal (el 100% del haz cruzando paralelamente el
tubo), esto reduce las variaciones en el coeficiente de absorcion y la incandescencia producida en
el horno de grafito a altas temperaturas.

b.3 Distribucion térmica de la nube atomica

La distribucidén térmica de la nube atémica debe ser tomada en cuenta en la evaluacién de los
ajustes de calibracion. El tubo de grafito puede tener una variacién de temperatura significativa. El
fabricante debe disefiar cuidadosamente el tubo de manera que pueda asegurar la distribucién
mas constante de la temperatura a lo largo del mismo. Con el uso de hornos isotérmico la mayoria
de los atomos tiende entonces a acumularse en las regiones mas calientes, en tanto que los
extremos mas frios la poblacién atémica tiende a disminuir. Otra herramienta util en este sentido
es la plataforma pirolitica. La plataforma es introducida en el tubo de grafito longitudinalmente. El
analito no recibe el calor transmitido desde las paredes del tubo directamente, sino a través de la
fase gaseosa de manera mas uniforme. Ambas medidas son particularmente Utiles en el caso de
mediciones directas en muestras sélidas, asi como para muestras bioldgicas, donde los residuos de
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materia orgdnica pueden permanecer después de la etapa de calcinacién y formar dobles picos o
sefiales deformes.

Por medio de estas medidas la distribucidon térmica de la poblacién de dtomos no contribuye
significativamente a la curvatura del grafico de calibracidn, sino mas bien a la reduccién de la
pendiente de la misma. El uso de hornos isotérmicos, también pueden minimizar la influencia de
componentes concomitantes en la matriz del analito sobre la volatilizacién de la muestra.

b.4 Distribucion espacial de la nube atémica

En el horno de grafito se dispensa una alicuota de la solucidn el punto medio del mismo. La
solucidn tiende a esparcirse a lo largo de la pared inferior hacia los anillos de particién o en dado
caso sobre una plataforma pirolitica. Es razonable asumir que cuando los atomos son vaporizados
la nube atdmica que trasciende se difundird hacia arriba y luego hacia los extremos, hasta que la
distribucién de los 4tomos se mantiene en un estado mas o menos homogéneo (dependiendo del
elemento). El pico de la densidad atomica durante la atomizacién puede contribuir a la no
linealidad de la curva de calibracién. Deber ser considerado entonces la posibilidad de que el haz
de luz pase a través de una distribucidn insuficientemente homogénea. Esta falla en la uniformidad
influye significativamente en la curvatura del grafico de calibracion.

Otro causante de desproporcion en la distribucion espacial de los dtomos radica en propiedades
fisicas de la matriz. Diferencias en la viscosidad y tension superficial dan lugar a diferencias en la
adhesién y difusion de la muestra por las paredes internas del horno de grafito. El primer efecto, la
poca adhesidn, puede ser suprimido por adicién de surfactantes a la muestra en solucién, tales
como el Tritdn X. El segundo efecto puede ser evitado utilizando tubos de grafito con
recubrimiento pirolitico, donde la difusidon del analito en el tubo de grafito es baja. Esta medida es
efectiva a la vez para prevenir la formacion de carburos indeseables.

La distribucién espacial de los atomos es el factor fisico mas influyente en la curvatura de los
graficos de calibracion obtenidos en la espectrofotometria de absorcidon atémica electrotérmica.

c) Caracteristicas espectrales

Una de las mejores condiciones para la absorcién atdomica es cuando la linea de emisién tiene un
rango de longitud de onda mas reducido que la linea de absorcién. En teoria, una linea de emision
infinitamente estrecha incrementaria la tendencia rectilinea de los graficos de calibracion; en la
practica, se obtienen buenos resultados cuando se mantiene en la mayor medida posible esta
relacion, siempre que la linea de absorcién no cambie a medida incrementa la concentracion del
analito.

cl Perfil de absorcién atémica

En los atomizadores comerciales, los dtomos son producidos en condiciones de presién
atmosférica. Los dtomos y otras especies existentes en el medio dentro de la cdmara colisionan
continuamente unos contra otros. El perfil de absorcién atdmica es ensanchado por tales
condiciones. Por otra parte, la poblacion atémica se produce en altas temperaturas,
aproximadamente entre los 1000K y los 3000K. La velocidad de los &tomos en estas condiciones es

Pdagina 50 de 157



MAESTRIA EN QUIMICA APLICADA AL ANALISIS Y GESTION DE LA CALIDAD
DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO DE DETERMINACION DE ALUMINIO EN CONTENIDO GASTRICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA ELECTROTERMICA, PARA LA CONFIRMACION DE INTOXICACIONES POR
FOSFURO DE ALUMINIO

Carlos Ivan Roque

sumamente alta. Las lineas de absorcion tienen entonces otra fuente de ensanchamiento, causada
por el movimiento de los atomos. La ldmpara de cdtodo hueco estd disefiada para emitir luz
proveniente de dtomos a bajas temperaturas y una presién mas bajas que los atomos absorbentes
en la cdmara de atomizacién. Las lineas de emision son entonces mds estrechas como las lineas de
absorcion.

Cuando se opera la ldmpara de cdtodo hueco con una corriente mas alta que la recomendada,
puede ocurrir un ensanchamiento en las lineas de absorcién. En este caso, el chisporroteo dentro
de la ldmpara se incrementa generando una nube atdémica mds densa. Esos atomos interactian
entre si, causando una mayor presion. La nube tiende a propagarse y enfriarse en los contornos.
Una proporcidn desconocida de los atomos en la zona mas caliente, es excitada térmicamente,
emitiendo fotones con una cantidad de energia que los atomos en estado fundamental de la regidn
mas fria de la nube pueden absorber. Entre mayor sea este efecto la sensitividad serd mas pobre y
la linea de calibracién mas curvada. Para minimizar el error en la medicién, generalmente el voltaje
de la l[dmpara es pulsado, lo cual permite la diferenciacion entre la sefial de emisidn, que es
constante, y la sefal pulsada de absorcién. Esto también sirve para estimar las variaciones
instrumentales. En todo caso, el usuario debe observar las especificaciones de voltaje para la
[dmpara que opera. Naturalmente la vida util de la misma debe ser tomada en cuenta.

No es del todo imposible la superposicién de la linea de absorcién escogida para la medicién y otra
proveniente de una linea secundaria producida por otro elemento. Estas confusiones son inusuales
pero a veces es recomendable tomar una segunda medicién en otra longitud de onda.

c.2 Estructura hiperfina

Se ha asumido el perfil de la linea de emisidn como una linea simple y en caso que el supuesto no
se cumpla, los multipletes pueden ser normalmente resueltos por el monocromador. Sin embargo,
puede ocurrir mas bien un proceso de fraccionamiento de un singulete. Este fraccionamiento es
causado por interacciones entre el nlcleo y los electrones del atomo, debido a un spin nuclear o a
una mezcla de isétopos. En algunos casos puede deberse a los dos fenédmenos. El mercurio a 253,7
nm y el plomo a 283,3 nm pueden sufrir esta division subatémica de la linea de emisién. Las
interacciones crean un numero de transiciones con muy similar pero distintas variaciones
energéticas, de manera que la linea de emisidn consiste realmente de un ndmero de lineas muy
juntas entre si. A esto se le conoce como estructura hiperfina. La diferencia en las longitudes de
onda de cada una es tan pequefia que el monocromador es incapaz de resolverlas. La linea de
emisidn es en efecto ensanchada y ello contribuye a la curvatura. Sumado a esto, cada componente
de la estructura no posee necesariamente el mismo coeficiente de absorcidn y esto contribuye aun
mas a la tendencia curvilinea. Cuando existen otras formas de fraccionamiento de las lineas de
emisién, como las lineas atdmicas ordinarias o las cuasi-ordinarias, la estructura hiperfina no es tan
influyente en la curvatura, pero si contribuye al ensanchamiento de la seial de absorcion atémica.

c3 Efecto Zeeman

Cuando se utiliza el efecto Zeeman como correccion de fondo, se da un tipo de curvatura peculiar
en los graficos de calibracidn, la curvatura reflejo o roll over. Este es un efecto complejo que no se
explica satisfactoriamente en unas cuantas lineas.
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En el campo magnético, una emision o absorcion atdmica es fraccionada en un numero de
multipletes Zeeman. Normalmente, un singulete se fracciona en tres componentes. El componente
central (m) se tiene la longitud de onda original, las dos fracciones laterales (o) son
sistematicamente desplazados simétricamente alrededor del componente m. La intensidad total de
las tres fracciones es igual a la de la linea original. El componente 1 es polarizado paralelamente al
campo magnético aplicado, mientras las fracciones o son polarizadas perpendicularmente. Se mide
la absorbancia en dos condiciones, cuando la fuerza magnética es cero y entonces se obtiene una
medicién tanto atémica con de la sefial de fondo, y a una fuerza magnética maxima, donde ocurre
el fraccionamiento y Unicamente se mide la sefial de fondo. La suposicién de que la absorbancia
atémica es cero cuando se aplica la fuerza magnética no es valida en todos los casos. Los
componentes ¢ pueden no estar suficientemente desplazados; de hecho, estos componentes
siempre se ensanchan a medida que incrementa la concentracién. Estas fracciones tienden a
traslaparse en proporcién a la concentracion. La absorcidn residual incrementa y esto conlleva a un
aumento de la curvatura. Tanto la absorbancia cero como la absorbancia a fuerza maxima tienen
una tendencia asintética, pero esta ultima desarrolla tal comportamiento con menos sensitividad
gue la primera y por consecuencia el grafico resulta parabdlico (curvatura reflejo).

El espectrofotémetro del Laboratorio Quimico Toxicoldgico no cuenta con este sistema de
correccion, por lo que no se considera para el presente estudio.

Algunas causas que contribuyen a la tendencia curvilinea de los graficos de calibracion y las
estrategias corregirlas, se resumen en la siguiente tabla

Tabla 4 Causas de curvatura en los graficos de calibracién y posibles acciones correctivas

. . Acciones correctivas
Causa Grado de influencia
recomendadas
. . Grande (elementos del Modificadores quimicos
Interferencias quimicas . s
grupo Il y refractarios) Uso de plataforma pirolitica
. . Moderado (elementos de | Disminucion de ancho de
Multipletes sin resolver L,
transicion) ranura en el monocromador
o Alineamiento apropiado del
Luz extraina Grande prop
horno
Corriente apropiada para
. , . [dmpara de catodo hueco
Perfil de linea de emisién Moderado P .
(amperaje)
. . Uso de linea espectral
Estructura hiperfina Moderado . p.
alternativa (longitud de onda)
C . . Uso de plataforma pirolitica en
Distribucidn espacial atémica Moderado P P
algunos casos
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2.8.3. Pretratamiento de la muestra *

En la experiencia del Laboratorio Quimico Toxicoldgico, la inyeccion directa de muestras, sangre o
contenido gastrico, producen resultados totalmente desfavorables. La generacién de humo es
excesiva y simplemente no se logran pardmetros de desempefio aceptables. Es indudable la
necesidad un pretratamiento de las muestras para proceder a la medicién en las condiciones del
Laboratorio. Es posible lograr mediciones directas de aluminio en suero y orina, utilizando una
plataforma pirolitica previamente tratada con rutenio como modificador quimico®. Naturalmente,
esta metodologia se encuentra en la actualidad fuera del alcance del Laboratorio Quimico
Toxicolégico.

En la seccidn 2.3 se mencionaron otros procedimientos para la medicion de aluminio en sangre, la
mayoria de ellos consisten en diluciones simples. Se describié un pretratamiento consistente en la
disolucién de la sangre con una mezcla de hidréxido de amonio y acido sulfurico para minimizar los
efectos de matriz, pero en el mismo estudio se reconoce que el buen rendimiento Unicamente fue
comprobado en concentraciones de aluminio por debajo de los 10 pg/L, estos es a niveles
fisiolégicos normales; aln mas relevante es que, segun los autores, el desarrollo del programa del
horno no fue tan satisfactorio. El uso del acido citrico y sus sales aparece como una opcidn factible
y razonable, sabiendo de sus propiedades, ya antes descritas (2.6.2 y 2.6.3). Los métodos que
refieren la adicion de citratos no se encontraron con muchos detalles, pero han sido propicios
como punto de partida para el disefio de procedimientos de pretratamiento. Otros estudios en
sangre refieren resultados adecuados con la medicién del sobrenadante, luego de la precipitacion
de proteinas por un pretratamiento con &cido nitrico concentrado®’. En general, pueden
considerarse métodos de dilucidn simple o con algunos coadyuvantes como un surfactante o un
estabilizador por ejemplo, cuando se ha comprobado que los efectos sobre la medicidn son
controlables y aseguran la fiabilidad de los resultados. La dilucién simple como pretratamiento es la
gue introduce menos ruido en los procesos analiticos, luego de la medicion directa de las muestras,
siempre que se mantenga una relacion razonable entre la concentracién original y la diluida.

Las técnicas y métodos de pretratamiento de muestras para el analisis de metales pueden aplicarse
con diversos objetivos, por ejemplo: degradar o solubilizar las matrices para liberar los analitos;
extraer los metales de la matriz en un solvente mas adecuado para el método de medicion;
concentrar metales en muy bajas concentraciones; diluir un analito en muy altas concentraciones;
separar una especie del analito del resto, cuando las demas pueden interferir.

La formacion de pastas es otro método util. Esto es factible cuando la muestra puede ser
pulverizada finamente y suspenderse para formar una pasta fluida, dando resultados aceptables.

Un resultado esperado en la mayoria de las situaciones, es obtener una solucidn clara. Los métodos
de digestion deben ser seleccionados segun el tipo de muestra, los metales a ser determinados y el
método de ensayo que serd utilizado. Los métodos mds comunes son la digestién himeda con
soluciones 4cidas, la calcinacion y la extracciéon sin destruccion total de la matriz. Cuando se trata
de medicidn de trazas, se debe prevenir error por contaminacion de los reactivos y los recipientes
utilizados. Sumado a esto, existe también la posibilidad de pérdidas del analito durante el proceso.
Las superficies de vidrio pueden de adsorber iones metdlicos. Los materiales de vidrio son los
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menos apropiados para el pretratamiento de muestras en los andlisis de metales. Otro riesgo es la
volatilizacidn de algunos metales, esto no es el caso del aluminio.

La digestién acida es apropiada cuando se destina la muestra a la determinacién del analito total,
ya que el método es destructivo y acaba con cualquier informacidn sobre la especiaciéon del metal
en la muestra original. El método comun es disolver la muestra en un recipiente abierto, aunque
también puede efectuarse una digestién presurizada en contenedores sellados y con
descomposicion asistida por microondas. Las muestras son usualmente preparadas por digestidén
con acidos fuertes. En el caso de matrices bioldgicas, se utiliza comunmente una mezcla oxidante
para destruir toda la materia orgdnica. El resultado es generalmente una solucidn transltcida. El
acido nitrico es uno de los mas comunes para estos efectos, debido a que no forma sales
insolubles, lo que podria ocurrir con el HCl o el H,SO,4. El peréxido de hidrégeno puede ser
adicionado para incrementar el poder oxidante de la solucidn. La escogencia del acido depende de
la muestra. Productos inorganicos solubles, sales, metales activos o electropositivos pueden ser
disueltos en agua o acidos diluidos. El aluminio metalico puede necesitar trazas de cloruro
mercurico para prevenir la formacién del éxido en acidos diluidos. Se prefieren soluciones de
concentracion intermedia de acidos que estos altamente concentrados. En este ultimo caso, el
digestor puede atacar el recipiente y generalmente requiere mayor cuidado en el laboratorio. El
acido nitrico oxida la muestra y podria ser adicionado antes que un oxidante fuerte, como el HCIO,,
para remover la mayor parte de los materiales oxidados. Siempre se adicionan los agentes mas
débiles y por ultimo los mas agresivos. El acido nitrico es recomendable para muestras insolubles.

Cuando el acido nitrico no es suficiente, puede emplearse una mezcla de este con acido clorhidrico
en proporcidn 1:1; si aun asi la digestion no es satisfactoria, entonces se recurre a un tratamiento
mas fuerte como una mezcla 2:1 de acido sulfirico y nitrico. Esta mezcla puede desprende un
denso vapor fumante de SOs; posteriormente, se requerira enfriar y diluir con agua y volver a
calentar para disolver todas las sales. Una opcién alin mas radical es adicionar a una de las mezclas
anteriores una solucion 1:1 de acido nitrico y perclérico, cuando la digestién previa haya culminado
y la muestra haya sido enfriada.

La seleccién del material de los recipientes es critica para la digestion acida, especialmente en los
procesos mas agresivos. Con el vidrio pueden ocurrir dos fendmenos: extracciéon metales del
mismo; y adsorcion del analito por procesos quelantes o de intercambio idnico. Para metales
propensos a perderse por efecto del vidrio, se recomiendas recipientes de polytetrafluoroetileno
(PTFE).

La finalidad de encontrar un método adecuado de pretratamiento es obtener muestras
consistentes que permitan resultados precisos y con una recuperacion tolerable.

2.8.4. Método y modelo de calibracion

Calibracidn es la operacion que relaciona una cantidad de salida a una cantidad de entrada, para un
determinado sistema de medicion en condiciones definidas. En los procesos de mediciones
guimicas las cantidades de entrada generalmente se trata de cantidades caracterizadas de un
analito y las cantidades de salida la respuesta respectiva en un sistema quimico o instrumental. En
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espectrofotometria de absorciéon atémica este proceso de calibracién puede realizarse por al
menos dos formas: caracterizando la sefial de respuesta, en este caso expresadas en unidades de
absorbancia, con respecto a diferentes niveles de concentracion de un patrén de analito, en
condiciones similares a la muestra; y caracterizando las sefales de respuesta en funcion de
distintos niveles de concentracién de analito adicionado a la muestra misma. Esta Ultima se conoce
como adicién de estandar. La decision entre una y otra depende habitualmente del grado de efecto
de la matriz.

La calibracidon con patrones permiten varias aproximaciones matematicas. La aproximacién mas
sencilla es la regresién lineal simple por el método de minimos cuadrados. Para aceptar esta

estimacion, deben ser comprobados dos condiciones:

1) Elerror en la variable independiente (cantidad de entrada) es mucho menor que el error en
la variable dependiente (cantidad de salida)

2) Lavariabilidad de las respuestas a lo largo del rango de calibracion es la misma.

Cuando la condicién 1 no se cumple, la aproximaciéon recomendada es la calibraciéon ortogonal.
Cuando la condicién 2 no se cumple, entonces se recomienda la calibracion lineal ponderada.

Estas tres primeras alternativas son originalmente funciones de primer orden, cuando el patrén
grafico de las sefiales dibuja una linea aproximadamente rectilinea. Como se ha explicado en la
seccién 2.8.2, en espectrofotometria de absorcion atdomica es de esperar patrones curvilineos. Las
aproximaciones de primer orden entonces no resultan satisfactoriamente adecuadas. Los
espectrofotometros, y en particular el spectrAA 200 que posee el Laboratorio Quimico
Toxicoldgico, cuentan generalmente con sofwares capaces de calcular funciones polinomiales para
realizar aproximaciones mas exactas. Los parametros decisivos para escoger uno u otro son el
ajuste y la exactitud del modelo resultante.

El software que controla las actividades del espectrofotdmetro que posee el Laboratorio Quimico
Toxicoldgico, es el spectrAA v 5.1 (Varian®). Este programa cuenta con los siguientes algoritmos:

a) Lineal: calculo de regresion lineal simple

b) Origen lineal: calculo de regresidn lineal simple sin intercepto

c) Cuadratico: célculo de regresién cuadratica (segundo orden)

d) Origen cuadratico: cdlculo de regresion cuadratica, sin término independiente (intercepto)
e) Cubico: célculo de de regresion cubica

f) Origen cubico: célculo de regresidn cubica sin término independiente
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g) Racional: ploteo de punto a punto de los niveles de la curva de calibracion

h) Racional nuevo: calculo de una relacién polinomial de calibraciéon inversa, la absorbancia es
tratada como variable independiente y la concentracion como variable dependiente. El
algoritmo resultante consiste en la racién de la absorbancia entre una funcién de segundo
orden de la misma. La funcién de calibracidn es igual a la funcién de analisis.

Esta ultima aproximacion es la mas aplicada en los trabajos rutinarios, a pesar de no ser
convencional y de hecho inexistente en los ensayos rutinarios de otras técnicas analiticas.

Cuando se evidencia un efecto de matriz en las mediciones, trivialmente se aplica el método de
adicién de estdndar. Este consiste en adicionar en una razén constante porciones de patrén a
diferentes alicuotas de de igual volumen de muestra, y llevadas todas a un mismo volumen. Las
caracteristicas fisicas y quimicas de todos los niveles son las mismas, excepto la concentracién de
patrén adicionado. La curva de calibracion es la muestra misma en esta situacion.

Se ha indicado en todos los textos convencionales que la aproximacién matematica apropiada para
este método debe restringirse a la regresién lineal simple, quizas en ultima instancia a otra
aproximacion que tienda a una grafica rectilinea. En la practica, cuando se trabaja con
espectrofotometria de absorcion atéomica, en especial la termoeléctrica y en matrices bioldgicas,
este comportamiento no siempre es posible. Koscielniak demuestra con algoritmos cuadraticos que
es posible el calculo de aproximaciones de segundo orden para adicién de estandar®. El autor
demostré en varios ensayos por espectrofotometria de absorcion y emision atdomica de llama que
estos algoritmos pueden proporcionar resultados precisos y veraces, de hecho con mayor
rendimiento que los algoritmos de primer orden. En sintesis, se calculan los coeficientes de los
términos de una ecuacidn cuadratica. Partiendo de la ecuacion para el conjunto solucién de
férmulas cuadraticas, se incorpora un valor equivalente al incremento de la cantidad de patrén
adicionado y el numero de niveles. El calculo de la concentracién del analito queda expresado de la
siguiente manera

B,—.B2-4-B, B
c 27" 153 Ac.y

X 2-N-Bs

Ecuacién 20

Donde: By, B, y Bs, son los coeficientes de una relacién donde R = B; + nB, + nng; n en este caso es
el nimero de nivel de adicidn de patrén en la curva (n =1, 2, 3....N) y R es la respuesta obtenida; N
es el numero total de niveles con los que se construye la curva y C,y es la cantidad afiadida en el
nivel N de adicién (Gltimo nivel)

Desarrollar y evaluar sistemas de calibracién no lineales conlleva algunos desafios. La mayoria de
las guias para la validaciéon de métodos estan disefiadas para métodos cuantitativos asumiendo
modelos de regresion lineal, en el mejor de los casos se presentan métodos para desarrollar y
evaluar el desempefio de modelos ponderados para sistemas heterocedasticos. Para algunos
parametros de desempefio que ocupan la funciéon de calibracién, los algoritmos deben ser
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modificados, como el caso de los limites de deteccidn y de cuantificacién que basan sus ecuaciones
en el supuesto de un intercepto y una pendiente Unicamente influidos entre si. La exactitud y la
incertidumbre de la curva es también se ven afectadas por el error de un coeficiente extra que se
incorpora e interactua con el resto. En un modelo cuadratico el intercepto influye drasticamente
sobre los resultados en la funcidn de andlisis. Se han publicado varios trabajos que proponen
métodos exitosos determinar estos parametros con funciones parabdlicas de calibracion.
Steliopoulos y colaboradores presentan un enfoque de la validacién de métodos que se basa en un
modelo de regresion de segundo grado, en el que dos tipos de errores se han incorporado, esta
perspectiva se expone y se aplica a un conjunto de datos experimentales. La guia de validacién
desarrollada permite la determinacion de las caracteristicas de rendimiento de analisis
mencionados en la Decision 2002/657/CE, es decir, la repetibilidad, la reproducibilidad de
laboratorio, el limite de decisién y la capacidad de deteccién®. Van Loco y colaboradores exponen
alternativas para estimar el valor minimo detectable (VMD), que se tratan de modificaciones del
procedimiento de la norma ISO 11843-2, para graficos de calibracidn curvilinea. En principio, se
linealizaron los graficos y el VMD se evalué con férmulas basadas en la estimacion de la MDV para
calibracion lineal. Alternativamente, el mismo parametro fue determinado por un método basado
en los intervalos de confianza para grafico polinomial de segundo orden.

Dos parametros que se consideran importantes para la evaluacion de la calidad del desempeio de
los modelos de calibracidn lineal son el factor de curvatura (Q) y el coeficiente de la calidad de la
curva (QC). El parametro Q, con una dimension entre -1y +1, estima la gradacion de la curvatura en
la linea de calibracion (Ecuacién 21). Este parametro es de especial importancia para valorar la
precision de la calibracion no lineal. Se observa cuando del valor de Q disminuye la desviacion
estandar aumenta progresivamente. Esta tendencia es especialmente acusada cuando Q < 0, es
decir, cuando la linea de calibracidon se hace cdéncava hacia el eje de concentracién. Por otro lado,
aparece la posibilidad de reducir el error aleatorio con el aumento de la curvatura convexa de la
linea de calibracidn, es decir, cuando se incrementa el valor positivo del parametro Q, siempre que
el analisis se realice en condiciones que permitan la linea de calibracidn explicitamente convexa.

Z.RN/Z_RN_RO
= R _R Donde R es la predicciéon del modelo para el nivel 0, Ny N/2
N— ™0

Ecuacidn 21

El factor recomendado a menudo con el fin de estimar la bondad del ajuste del modelo de
calibracion es el coeficiente de calidad de la curva (QC). Para modelos cuadraticos se puede calcular
con la Ecuacién 22

2—1/2

ii (Rn)m —Rn
%QC = | m=1n=0 Rn e 1100
M(N+1)-3

Ecuacién 22
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Vankeerberghen y Smeyers—Verbeke40 propuso este parametro en el desarrollo de sistematicas de
decision de la calidad de los datos en la espectrometria de absorcidn atdmica con horno de grafito.
Planted un coeficiente de calidad (QC), como una prueba de la calidad de las calibraciones. La
filosofia en su sistema es que la linea de calibracidon con una QC por debajo de un cierto umbral
predefinido por el usuario podria considerarse "buena", siendo tratada con el método usual de
minimos cuadrados, mientras que la linea con una QC que sobrepasa el limite deberian ser
investigada por los errores que podrian afectar el ajuste (errores de modelo, valores atipicos, etc).
Una aproximaciéon que se supone que aceptable en un caso concreto es un %QC < 5%. Este
parametro asume previamente que la desviacidon estandar se mantiene a lo largo del rango de
calibracion.

En espectrofotometria de absorcién atdmica la tendencia de la sefial en funciéon de la
concentracion no es tipicamente parabdlica sino asintdtica, es decir que la variabilidad se reduce
constantemente pero no es igual a cero, asi tampoco la pendiente invierte su signo, exceptuando
algunos casos; sin embargo este fendmeno de “saturacion de la sefal” puede ser aproximado por
modelos cuadraticos apropiadamente. Como se ha expuesto anteriormente, existen suficientes
estudios que caracterizan las funciones de calibracién cuadraticas para presentar un trabajo de
validaciéon utilizando un método de regresion polinomial de segundo orden. Como el
comportamiento del sistema no es precisamente parabdlico, generalmente no manifiesta un punto
de inflexion y por ello las curvas de calibracidon deben ser limitadas en el rango de concentracién
donde estas aproximaciones tienen concordancia con el modelo fisico de la medicidn.
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3. FACTIBILIDAD

Se especificaron las condiciones de trabajo para el desarrollo del estudio. Estas especificaciones se
detallan en la seccion 4.1. Los requisitos técnicos especificados se ajustan a los recursos existentes
en el Laboratorio Quimico Toxicoldgico. De hecho se aprovecharon recursos sin utilizar (en bodega)
dentro del laboratorio, lo que favorecié a la reduccion del desperdicio y los costos de baja calidad.

La demanda ordinaria de insumos del Laboratorio Quimico Toxicolégico no fue incrementada
significativamente. La metodologia desarrollada se basé en el microanalisis, utilizando volumenes

reducidos de solventes, reactivos y estandares.

Para la realizacion del trabajo se estiman el consumo de los siguientes insumos

Tabla 5. Insumos solicitados especificamente para el estudio de desarrollo y validacién

Insumo Ca!ﬁtldad Precio unitario Precio total
(unidades)
Lampara de catodo hueco de aluminio

(Parte 5610100100) ! »250,00 »250,00

Nitrégeno grado UHP* 3 $100,00 $300,00

Solucién de nitrato de magnesio AA 1 g/L (250 ml) 1 $ 60,00 $60,00
Solucién de referencia de aluminio AA 1 g/L (500 mL) 1 $80,00 $80,00
Total (1,5 afios) $ 690,00

*Se estiman recargas extras por consumo en experimentos de desarrollo y validacion durante 1,5 afios

El consumo de acido nitrico ultratrazas fue menor a 250 mL a lo largo de toda la investigacién. En
tanto que el consumo de solucién de referencia y de modificador fueron menores a los 500 mL y
250 mL respectivamente.

Respaldado por los insumos rutinarios disponibles y los insumos sin movimiento (almacenados) en

el Laboratorio Quimico Toxicoldgico la realizacion del proyecto es sostenible sin la implicacién de
una sobrecarga presupuestaria para la organizacion.
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4. METODOLOGIA

4.1. Requerimientos técnicos

4.1.1. La metodologia desarrollada debe recoger los siguientes elementos de entrada:
a) Requisitos técnicos y funcionales
b) Requisitos legales y reglamentarios
c) Requisitos externos o de otras partes involucradas

4.1.2. Personal

El responsable para el proyecto de disefio y desarrollo del presente método debe estar calificado
sobre la base de una educacién, una formacion, una experiencia apropiadas y de habilidades
demostradas*'. Para ello, se debe tener un dominio satisfactorio de la Espectrofotometria de
absorcion atédmica electrotérmica, de principios de aseguramiento y control de calidad en
laboratorios de ensayo, del manejo de muestras biolégicas, asi como de la toxicologia del fosfuro
de aluminio.

4.1.3. Instalaciones y condiciones ambientales

4.1.3.1. Debe destinarse un drea exclusiva para los trabajos de preparacién de muestras y
reactivos, para evitar cualquier contaminacion cruzada

4.1.3.2. Todas las dreas de preparacién de muestras deben estar separadas del area de
instrumentacion.

4.1.3.3. las instalaciones donde se realicen los trabajos deben poseer drea limpias para el
desarrollo de los mismos, y asegurar un riesgo minimo de contaminacién de las muestras

4.1.3.4. Antes de llevar a cabo los experimentos debe efectuarse una limpieza meticulosa
del area de trabajo, primeramente con limpiones humedos, seguido de papel absorbente
desechable y luego con papel absorbente de fibra de vidrio u otro material que deje la
menor cantidad de residuos posibles. Se debe limpiar la superficie del area de trabajo con
agua destilada.

4.1.3.5. Se debe trabajar en ambiente climatizado a temperaturas menores a los 25°C, para
evitar la degradacion de los especimenes bioldgicos y minimizar la reactividad de los

productos quimicos utilizados

4.1.3.6. El rango de temperatura especificada para el area instrumental es entre 10°C y 25°C,
y el rango de humedad relativa especificado es de 8% al 80% sin condensacién, de acuerdo a
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la altitud de la zona geografica donde se encuentra el Laboratorio (aproximadamente 1000
42 43
msnm)

4.1.3.7. El atomizador de tubo de grafito requiere voltajes de 208 V, 220 V, 6 240 V AC %
10%.42 43

4.1.3.8. En vista que no puede evitarse la difusidon de particulas suspendidas en el drea de
trabajo, los materiales volumétricos y demas recipientes para muestras y materiales
guimicos deben ser expuestos lo menos posible al ambiente. Los materiales son
almacenados permanentemente en contenedores plasticos cerrados mientras no se usan.

4.1.3.9. Las condiciones ambientales deben ser evaluadas. La validacion del método debe
demostrar que las condiciones ambientales asequibles por el Laboratorio Quimico
Toxicoldgico no invalidan ni comprometen los resultados, de acuerdo al propdsito para el
gue la metodologia es disefiada (1.1).

4.1.4. Equipo
El equipo basico con el que se parte para los experimentos de desarrollo son los siguientes:

4.1.4.1. Equipos instrumentales e insumos de operacidn
a) Espectrofotdmetro de absorcidén atémica, marca Varian®, modelo SpectrAA 200
b) Atomizador de horno de grafito, marca Varian®, modelo GTA 100
¢) Lampara de catodo hueco de aluminio, marca Varian®
d) Lampara de deuterio, marca Varian®
e) Automuestreador (PSD), carrusel portamuestras con su cobertor
f) Tubo de grafito, particionado, con recubrimiento pirolitico
g) Nitrégeno grado UHP, pureza 99,999%
h) Suministro de agua por sistema de bombeo
i) Bomba mecanica, 5 caballos de fuerza
j) Centrifuga, marca Abbot
k) Vértex, modelo Genier, marca Fisher

4.1.4.2. Insumos y materiales

a) Papel parafinado

b) Frascos de polietileno de distintos volimenes

c) Viales polipropileno, de fondo cénico, de aproximadamente 2 mL
d) Viales de vidrio, de 25 mL, para carrusel

4.1.4.3. Materiales volumétricos
a) Micropipeta con capacidad para transferir (10 — 100) pL, marca Eppendorf
b) Pipeta volumétrica seroldgica de 1 mL de capacidad, clase A
c) Perilla de hule para pipetas
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d) Seis Matraces volumétricos de vidrio de 5 mL de capacidad, clase A, marca Pyrex®

e) Matraz volumétrico de 10 mL de capacidad, marca Kimax®, clase A, certificado con
tolerancia 0,02 mL

f) Matraz volumétrico de 25 mL de capacidad, clase A, marca Pyrex®

g) Beacker de polietileno, con capacidad para 1000 mL, destinado a la preparacion de
soluciones de acido nitrico ultratrazas

h) Beacker de polietileno, con capacidad para 50 mL, destinado a contener y transvasar acido
nitrico ultratrazas

i) Beacker de polietileno, con capacidad para 1000 mL, destinado a la preparacién de
soluciones reactivas y de limpieza

j) Beacker de polietileno, con capacidad para 250 mlL, destinado a la preparacion de
soluciones reactivas y de limpieza

k) Beacker de polietileno, con capacidad para 1000 mL, destinado a contener y transferir agua
destilada y desionizada

[) Pizeta de polietileno

m) Gotero de polietileno, de aproximadamente 2 mL de capacidad

n) Probeta graduada de polimetilpenteno (PMP), de 100 mL de capacidad, clase B, marca

Nalgene®
o) Probeta graduada de polimetilpenteno (PMP), de 10 mL de capacidad, clase B, marca
Nalgene®
4.1.4.4. Solventes y reactivos quimicos

a) Agua destilada y desionizada

b) Acido Nitrico »69,0%, grado ultratrazas, TraceSelect, marca Fluka

c) Acido Clorhidrico ACS

d) EDTA, grado reactivo

e) Tritén X-100

f) Solucion de EDTA 10% (EDTA y agua destilada y desionizada)

g) Solucion de HNOs 50% v/v (acido nitrico ACS y agua destilada y desionizada en proporcion
1:1)

h) Solucién de HNOs 1% v/v (acido nitrico grado ultratrazas y agua destilada y desionizada)

i) Solucidn de HCI 1% v/v (acido clorhidrico grado analitico y agua destilada y desionizada)

j) Solucién de nitrato de magnesio 1 g/L, marca Fluka, grado ultratrazas

k) Acido citrico grado p.a. A.C.S., marca Fisher

I) Acido clorhidrico (36,5 — 38,0)%, grado reactivo, marca Fisher (Ca = 0,3 mg/L)

4.1.4.5. Solucion de referencia de aluminio, (1,002 + 0,004 ) g/L en &cido clorhidrico,
trazable BAM

4.1.4.6. Todos los dispositivos volumétricos son asignados a un uso especifico dentro del
procedimiento, de manera invariable e intransferible. Por ejemplo un matraz volumétrico se
utiliza exclusivamente para la dilucién previa de las muestras, un beacker fue destinado sélo
para la preparacién de soluciones con acido nitrico ultratrazas y acido citrico.

Péagina 62 de 157



MAESTRIA EN QUIMICA APLICADA AL ANALISIS Y GESTION DE LA CALIDAD
DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO DE DETERMINACION DE ALUMINIO EN CONTENIDO GASTRICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA ELECTROTERMICA, PARA LA CONFIRMACION DE INTOXICACIONES POR
FOSFURO DE ALUMINIO

Carlos Ivan Roque

4.1.4.7. Todo el material de vidrio que entre en contacto con las muestras o insumos
quimicos debe ser prelavado con solucién de acido nitrico al 50%. Los matraces volumétricos
deben ser mantenidos permanentemente llenos con acido nitrico al 50%, y ser lavados con
abundante agua desionizada antes de su uso. Cuando se culmina la jornada de trabajo, estos
materiales deben ser llenados nuevamente con solucidn de acido nitrico al 50%

4.1.4.8. Todo material de polietileno u otro polimero que tenga contacto con las muestras
debe ser lavado previamente con solucion de EDTA 10% y agua destilada y desionizada

4.1.4.9. Todos los materiales volumétricos deben estar protegidos del polvo vy
contaminacién ambiental, en contenedores de plastico.

4.1.4.10. Para efecto de minimizar los errores sistematicos, los equipos de medicidn seran
reemplazados Unicamente en caso de dafios o desperfectos. En tal caso deben aislarse y ser
reemplazados.

4.1.4.11. Todo equipo que durante el estudio se reemplace o sume a la lista enunciada en
4.1.4, debe ser sometido a los procesos de limpieza y mantenimiento descritos en este
protocolo de trabajo.

4.1.4.12. Si un material volumétrico calibrado se reemplaza, la calibracién debe ser repetida.

4.1.4.13. Debido a que la variabilidad introducida por la calibracidon de los equipos no es
significativa comparada por la variabilidad de condiciones experimentales, en la etapa da
desarrollo del método Unicamente debe asegurarse que se han seleccionado los materiales
adecuados de trabajo, por ejemplo material volumétrico clase A

4.1.4.14. Todos los equipos de medicidon deben estar calibrados, o su calibracidon debe ser
verificada, antes de la etapa de validacién

4.1.4.15. El cabezal del horno de grafito y el alineamiento de las ldmparas no deben alterarse
una vez que el espectrofotémetro haya sido calibrado

4.1.4.16. Todos los equipos, insumos y materiales en general, deben estar identificados
inequivocamente y destinados a un uso especifico para evitar errores de contaminacion
cruzada. Los materiales volumétricos y recipientes no seran permutados o reemplazados sin
antes proceder con la limpieza y preparacién adecuada.

4.1.4.17. Todos los equipos deben ser operados y recibir el mantenimiento, conforme al
procedimiento rutinario del Laboratorio. Antes de la calibracion del sistema de
espectrofotometria de absorcidon atémica electrotérmica y consecuentemente la validacidon
del método, se debe tener un procedimiento de operacion y mantenimiento rutinario para
el mismo, conforme a las especificaciones y requisitos operativos definidos en los
respectivos manuales.
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4.1.5. Muestreo y manipulacion preanalitica

4.1.5.1. Las muestras seleccionadas para el estudio son sangre postmortem total vy
contenido gastrico

4.1.5.2. El contenido gdstrico debe ser recolectado en frascos plasticos estériles para
muestras clinicas, en un volumen minimo de 5 mL

4.1.5.3. Idealmente, las muestras deben ser manipuladas manteniendo una cadena de frio,
para evitar la degradacién de las mismas.

4.1.5.4. Una vez recibidos los especimenes, se transfieren dos alicuotas de
aproximadamente 1,5 mL a los viales cénicos de centrifugacion. Cuando es posible, se
recolectan mas alicuotas; asimismo, en caso de volumenes pequefios de muestras
disponibles, Unicamente se extrae una alicuota

4.1.5.5. Cada vial debe ser identificado inequivocamente, y codificado de manera que pueda
ser trazado con una matriz de datos sobre la muestra.

4.1.5.6. Esta matriz de datos, contiene informacion como: nimero de autopsia u otra
identificacion de origen, tipo de espécimen, causa de muerte, via de administracion segun
historia forense, fecha de muerte, fecha de ingreso a Laboratorio Quimico Toxicoldgico,
fecha de extraccidn de muestra para estudio, descripcién de contenedor de recoleccion,
volumen almacenado y observaciones

4.1.5.7. Las muestras deben ser almacenadas en congelacion, a -20 °C, hasta su andlisis

4.1.5.8. Las muestras deben ser descongeladas totalmente y homogenizadas en Vértex
antes su estudio

4.1.6. Registros y documentacion
Todos los resultados obtenidos deben registrarse, segin la actividad en el formulario o libro
apropiado:

a) Actividades de operacidon y mantenimiento del sistema de espectrofotometria de absorcion
atomica: bitdcora de operacién y mantenimiento del espectrofotémetro de absorcién

atomica y atomizador de tubo de grafito SpectrAA 200 GTA 100

b) Disefos y condiciones experimentales, resultados, observaciones y conclusiones de los
experimentos: bitdcora del analista
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¢) Condiciones ambientales, limpieza de area de trabajo, temperaturas: bitdcora de operacién
y mantenimiento del espectrofotémetro de absorcién atdmica y atomizador de tubo de
grafito

4.2. Procedimiento

4.2.1. ldentificacion de Factores

Basado en la revisidn bibliografica se identificaron por relacién de causa-efecto los factores criticos
qgue influyen en la estabilidad de la curva de calibracién, definida por su grado de asintotismo o
curvatura (Q) y la precisién de las mediciones. Estas caracteristicas de desempefio tienen un efecto
directo sobre la recuperacién, al estandarizar las condiciones para asegurar un modelo de
calibracion quimica adecuado y la estabilidad en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad del
método fue posible resolver el problema de la recuperacion y la exactitud en las mediciones. Los
diagramas de causa-efecto elaborados se muestran en la llustracion 4 e llustracion 5

De los factores identificados, varios dependen del disefio del instrumento de medicién y otros,
indefectiblemente forman parte del aseguramiento de la calidad del método. Sin embargo, se
identificaron tres factores criticos para ser evaluados experimentalmente

Para el estudio de la curvatura se identificaron los siguientes factores y niveles experimentales

Factor Nivel 1 Nivel 2
Solvente Acido nitrico 1% Acido clorhidrico 1%
Modificador quimico Nitrato de magnesio Cloruro de paladio
Ancho de ranura en rendija de monocromador 0,2 nm 0,5 nm

Como indicador se utilizo el factor de curvatura Q y como criterio de evaluacién fue un factor Q
cercano a cero como evidencia de una reduccion del sintonismo

Para el estudio de la precisidn y recuperacion se aplicaron las condiciones dptimas encontradas en
la primera sub-etapa experimental. Se aplicaron practicas orientadas a la estabilizacion del analito:

. El uso de un preservador que estabilice tanto el aluminio poco soluble (hidroxidos y
clorohidréxidos) como el aluminio coloidal (polimerizado)

. La homogenizacion previa de las muestras antes de la extraccion de alicuotas

. La centrifugacién racional de las alicuotas para eliminar particulas groseras

° La aplicacidén de buenas practicas para la preservacion de los especimenes bioldgicos (el
uso de viales de polipropileno, sellados, en congelacién a -20 °C)

Se identificaron como factores criticos sobre la recuperacién y la exactitud el efecto de la dilucién y
el efecto de la matriz bioldgica.
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llustracion 4. Diagrama de Ishikawa sobre causas que influyen en la curvatura de la linea de calibracion
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llustracion 5 Diagrama de Ishikawa sobre causas que influyen en la curvatura de la precision y recuperacion
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4.2.2. Pruebas de Desarrollo
4.2.2.1. Pruebas experimentales previas

Seleccion de longitud de onda
Se selecciond entre las opciones provistas por el instrumento dos longitudes de onda
recomendadas: 396,2 nm y 309,3 nm. Se evalud la factibilidad de obtener sistemas calibrados
automaticos en ambas longitudes de onda, asi como el factor de curvatura y el coeficiente de
calidad de la curva de calibrado

Rango de trabajo
Se realizaron pruebas con tres conjuntos de calibradores en tres rangos de concentracion:

e lug/L-10pg/L
° 10 pg/L - 100 pg/L
e 100 pg/L- 1000 pg/L

Cada curva fue elaborada tanto en solucién de acido nitrico 1% como en acido clorhidrico 1%, con
modificador y sin modificador.

Se diseid una matriz experimental para cada set de calibradores, combinando estos dos factores y
sus niveles. Este disefio cumple con el requisito de ortogonalidad. Previamente los factores y sus
niveles fueron codificados

Tabla 6. Codigos de factores y niveles

FACTORES | bO (intercepto) b1l b2
-1 1 Acido nitrico 1% Sin modificador
1 1 Acido clorhidrico 1% Con modificador
Tabla 7. Matriz experimental
EXPERIMENTO b0 bl b2
1 1 -1 -1
2 1 -1 1
3 1 1 -1
4 1 1 1
llustracion 6. Ortogonalidad del disefio
QOrtogonalidad del disefic experimental
1.5
@n—ﬁl{‘\; 777777777777 11 ffffffffffffffff {i’y 1
| T 05 |
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Se evalud la capacidad para lograr sistemas con ajuste aceptable y se selecciond el rango mds
apropiado para las concentraciones esperadas en las muestras reales para proseguir con disefios
experimentales mas detallados.

Ancho de ranura en rendija del monocromador

Para seleccionar los niveles del factor de ancho de rendija se evalud entre las posibilidades que
provee el instrumento tres opciones: 0,2 nm, 0,5 nm y 0,5 nmR (El ancho de hendidura 0.5R indica
gue se reduce la altura de hendidura. Esto es util para limitar la incandescencia proveniente de las
paredes del horno que llega al detector)

La seleccidn se realizé por inspeccion visual de los espectros de emisién.

4.2.2.2. Optimizacion del método sobre asintotismo

Con los factores identificados en 4.2.1 se diseid una matriz experimental en la que las variables
experimentales seleccionadas (solvente, modificador y ancho de ranura) se combinaron
uniformemente. Este disefio experimental cumple con el requisito de ortogonalidad. Previamente
los factores y sus niveles fueron codificados. Los experimentos se efectuaron fortificando alicuotas
de igual volumen de una muestra de contenido gastrico, de manera que se obtuvieron una serie de
curvas de adicidn patron. Los factores seleccionados se prueban entonces interactuando con la
matriz bioldgica.

Tabla 8. Cédigos de factores y niveles

FACTORES b, (intercepto) b1l b2 b3
1 1 HNO; 1% | MgNO3 0,2 nm
-1 1 HCl 1% PdCl, 0,5nm

Tabla 9. Matriz experimental

EXPERIMENTO | b0 | bl | b2 | b3 | b12 | b13 | b23
1.5.1 1 1 1 1 1 1 1
1.5.2 1 1 1 -1 1 -1 -1
1.5.3 1 1 -1 1 -1 1 -1
1.5.4 1 1 -1 ] -1 -1 ] -1 1
1.5.5 1 -1 1 1 -1 ] -1 1
1.5.6 1 -1 1 -1 -1 1 -1
1.5.7 1 -1 -1 1 1 -1 -1
1.5.8 1 -1 -1 -1 1 1 1
suma 8 0 0 0 0
llustracién 7
Ortogonalidad del disefio experimental
1.5
$ea 1 P
) i \.\\\\ 0.5 i - - T
E 1I5 }1 - /—015, /';5 \\\LQ\ i 1I5
b7 4 e S
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| & blh2Z —— b2b3 ‘
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4.2.2.3. Evaluacidn del efecto de matriz
Se prepararon doce sets de mezclas bioldgicas fortificadas, constituidas por seis pares de
especimenes bioldgicos, y un set de solucidn acuosa de cloruro de aluminio patrén.

Preparacion de mezclas con matriz (M;)

Se seleccionaron seis especimenes de contenido gastrico liquido y con la menor cantidad de
particulas groseras posible. Cada muestra fue homogenizada y dividida en dos alicuotas de 400 pL
cada una. A una alicuota se adicionaron 400 uL de agua destilada desionizada, estas mezclas fueron
identificadas con la letra mayuscula “O”. La segunda alicuota de cada muestra fue fortificada con
un numero “n” de porciones de 100 pL de solucién patrén y fueron completadas con porciones de
“4-n" de agua destilada y desionizada, para obtener un volumen equivalente a las muestras sin
fortificar, estas alicuotas se identificaron con la letra “F”. La Tabla 10 indica las proporciones para la
preparacion de las mezclas de matriz.

Tabla 10. Preparacién de muestras biolégicas para la evaluacién de la recuperacién del método

. Porciones de Volumen de Porciones de Volumen de
- Volumen de matriz ) . . .
Cédigo ) patrén de referencia patrén de referencia agua agua
(n) (nt) (4-n) (L)
M;0 400 0 0 4 400
M,0 400 0 0 4 400
M0 400 0 0 4 400
M;0 400 0 0 4 400
M;0 400 0 0 4 400
M¢O 400 0 0 4 400
M;F 400 4 400 0 0
M,F 400 4 400 0 0
M;F 400 2 200 2 200
M,F 400 2 200 2 200
M;F 400 1 100 3 300
MgF 400 1 100 3 300

A partir de cada una de las mezclas se elabord una curva de calibracidn por adicion de patrdn. Se
adicionaron distintas cantidades, en proporcién constante, de solucidn patrén a cuatro alicuotas de
igual volumen de matriz, una quinta alicuota se diluyé sin adicién de patrén y fue identificada como
nivel de adicidon cero. Todas las mezclas fueron diluidas a un volumen de 5 mL en matraces
volumétricos. Los volimenes para la elaboracién de los niveles se exponen en la Tabla 11.

Tabla 11. Preparacién de niveles para curvas de adicion de patrén

Nivel de adicion 0 1 2 3 4

Volumen de matriz (uL) 100 100 100 100 100
Volumen de patrén (pL) 0 50 100 150 200
Volumen de dilucién (mL) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

De cada nivel de adicién se diluyeron 25 uL agregando 1,5 mL de solucién de HNO3; 1% y acido
citrico 1% y seguidamente se realizé la medicion espectrofotométrica. La preparacion de los niveles
de adicion de las mezclas se esquematiza en la llustracion 8
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llustracion 8. Esquema de preparacion de muestras para curvas de adicion patrén

Transferir aproximadamente 1,5
mL de la muestra seleccionada

Homogenizar la muestra en
agitador Vortex

MiF
MO 400 pulL muestra +n*100 L
400 pL muestra +400 pL agua + (4-n)*100 pL solucién
agua + 50 pL (HCI 1%/Ac. Cit. patrén + 50 uL (HCl 1%/Ac.
50%) Cit. 50%)
100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
+50 L +2%50 uL +3%50 uL +4%50 pL +50 uL +2%50 pL +3%50 pL +4*50 pL
sIn. patrén sIn. patrén sIn. patrén sIn. patrén sln. patrén sln. patrén sIn. patrén sIn. patron
| | | | | | | |
Dilucién a Dilucién a Dilucién a Dilucién a Dilucién a Dilucién a Dilucién a Dilucién a Dilucién a Dilucién a
5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL
25pL +
25pL+ 25puL + 25l + 25 L+ 25l + 25 L + 25 puL + 25l + 25 uL + 15mL
1,5mL 1,5mL 1,5mL 1,5mL 1,5mL 1,5mL 1,5mL 1,5mL 1,5mL (HNO5 1%/
(HNO; 1%/ (HNO; 1%/ (HNO; 1%/ (HNO; 1%/ (HNO; 1%/ (HNO; 1%/ (HNO; 1%/ (HNO3 1%/ (HNO; 1%/ Ac. Cit. 1%)
Ac. Cit. 1%) Ac. Cit. 1%) Ac. Cit. 1%) Ac. Cit. 1%) Ac. Cit. 1%) Ac. Cit. 1%) Ac. Cit. 1%) Ac. Cit. 1%) Ac. Cit. 1%)
[ [ [ [ [ [ [ [ [
Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion
EAA EAA EAA EAA EAA EAA EAA EAA EAA EAA

Efecto de matriz

Se utilizaron calibradores preparados en soluciones acuosas y calibradores a los que se les adiciond
una cantidad constante de una matriz bioldgica. Se examind el grafico de calibracién que
corresponde al sistema de adicidon de patrdon (AE), elaborado con matriz para determinar si difiere
significativamente de la curva de calibracion en solucién acuosa.

Se realizd el andlisis de regresién por un modelo de segundo orden, tanto para las curvas de adicidn
de patrén (AE) como la curva de estandar acuoso (EA). Durante las mediciones se verificd la
linealidad de las absorbancias en cada nivel por medio del coeficiente de correlacién cuadratica y la
inspeccidn visual de la desviacion de los puntos con respecto a la linea de regresidn. El pardmetro
de aceptacién del coeficiente de correlacidn fue > 0,99
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Se realizaron tests para los siguientes supuestos:

a) Las varianzas residuales de las dos curvas de calibracién son homogéneas ante la prueba de
F (confianza 95%)

b) La regresion de las mediciones obtenidas por adicién estandar (AE) contra las obtenidas con
soluciones estandar acuosas (EA) tiene un modelo:

Ay=m-A, +a

Ecuacion 23

Donde: m =1, ya =0, aplicando el test de student (significancia 95%)

Las hipotesis para la pendiente son:

Ho:m=1
Ham=z1

El estadistico se define por la

Ecuacion 24

Donde m es la pendiente calculada; 1 es el valor supuesto de la pendiente y S, es el desvio
estandar de la pendiente.

El desvio estandar de la pendiente se calcula por la

S _ sa/m

" [Sle, )

Ecuacion 25

Donde Sa/m es la desviacion estandar residual del modelo, que se calcula por la Ecuacion 26

Ecuacion 26

El valor tex, Se compara con el valor tabulado (tiab), b €S correspondiente a N — 2 grados de
libertad con un nivel de 99% de confianza.
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Se calculé también el valor de probabilidad de rechazar una hipdtesis nula verdadera (p) en
MINITAB®.

Se admite que la pendiente no difiere estadisticamente de 1 Si texp < twap Y P > 0,05 (95% de
confianza)

Las hipodtesis para el intercepto son:

Ho:a=0
H:az0

El estadistico se define por la Ecuacién 27

a-0
s,
Ecuacion 27

a

Donde a es el intercepto calculado; 0 es el valor supuesto del intercepto y S, es el desvio estandar
del intercepto.

El desvio estandar de intercepto se calcula por la Ecuacidn 28

S, =S, |
a a/m \ N'Z(Ci _c)z

Ecuacion 28

El valor tex, Se compara con el valor tabulado (tiab), twn €S correspondiente a N — 2 grados de
libertad con un nivel de 95% de confianza.

Se evalua también la falta ajuste del modelo lineal, por medio de una prueba de ANOVA vy el grafico
de residuales.

La evidencia de un ajuste adecuado y el cumplimiento de los supuestos sobre los coeficientes del
modelo de regresién lineal no se consideran suficientes si el grafico de residuales evidencia una

relacion no lineal.

Criterios de evaluacion

e Si se evidencia que la pendiente difiere significativamente de 1 puede inferirse que existe
un efecto de matriz proporcional a la concentracién en el rango de trabajo.
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e Si se evidencia que el intercepto difiere significativamente de 0 puede inferirse que existe
una interferencia de fondo o constante por efecto de la matriz bioldgica.

e Si se evidencia un comportamiento no lineal en el sistema, inclusive cuando los criterios
para pendiente e intercepto se cumplen, puede inferirse que existe un efecto de matriz
sistematico, que puede obedecer por ejemplo a factores fisico-quimicos, instrumentales,
entre otros.

e Cuando se verificd que no se cumplen estos supuestos, se estimd un factor o un modelo de
correccion por efecto de matriz. Este afecto de matriz se evalué por medio de sistemas de
regresion por adicion de estandar (AE) y estandar acuoso (EA) respectivamente.

e Si ocurre al menos una de las situaciones antes enunciadas, se procede a determinar un
factor de correcciéon por efecto de matriz

Desarrollo de la funcidn de ajuste por efecto de matriz

Del modelo de regresion de cada una de las treces curvas se calculd la primera derivada,
obteniendo una funcién de sensitividad que predice la pendiente en cada nivel de concentracion de
analito.

Ecuacion 29. Modelo de regresion

Ei == 2b2c + bl
Ecuacion 30. Funcidn de sensitividad

Donde:

A es la absorbancia

b,, by y bg son los coeficientes de sensibilidad del modelo de regresion.

C es la concentracion del analito en el paso 6 indicado en la llustracién 31

E; es la sensitividad, expresada como la variacién de la pendiente del modelo de regresién, en
funcién del nivel i de concentracién.

La primera derivada de la funcién de calibracién expresa la variabilidad de la pendiente en funcién
de la concentracidn total del analito. Cuando se tratan de modelos de primer orden, se cuenta con
una sola pendiente, cuando la matriz no afecta lo suficiente para producir diferencias significativas
entre la pendiente de un sistema de adicién patrén y un sistema de calibracién en medio acuoso se
infiere que los posibles efectos de matriz son cuantitativamente despreciables. En el caso de los
modelos cuadraticos la pendiente es de por si variable, pero esta variabilidad se supone no ser
significativamente diferente entre un sistema con matriz biolégica y un sistema con solvente
acuoso cuando el efecto de matriz no es un factor de error considerable.
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La variacién de la pendiente del sistema con matriz bioldgica en funcion del sistema en solvente
acuoso se define como factor de recuperacién y sirve como corrector del efecto de matriz. Se
estimo el factor de ajuste por efecto de matriz (factor de recuperacion) en cada nivel de adicién,
para cada curva, relacionando la sensitividad del sistema de adicion patrén con la sensitividad del
sistema de calibracion acuosa del respectivo nivel, aplicando la Ecuacién 31

Enc:

FR — AEi
Ecai

Ecuacion 31

Donde:

Fr es el factor de correccién por efecto de matriz, Eag €s la pendiente del sistema de adicion de
patron (AE) en el nivel i de adicidn y Ega; corresponde a la pendiente del sistema de calibracion
acuosa (EA) en el nivel i de concentracién.

Esta relacion permitio evaluar el efecto de matriz en la medicién, por medio de un modelo que
relaciona la concentracién adicionada con el factor calculado (Fg). Una vez que se obtiene una
estimacion de la concentracién por interpolacidon con curva de calibracidn acuosa, esta relacion
permite calcular un efecto de correccion por efecto de matriz que se aplicara al valor obtenido. El
modelo para calcular Fg consiste en una funcién cuadratica que marca la tendencia decreciente de
la sensibilidad del sistema por el efecto de matriz en relacién a la disminucién de la pendiente en
sistemas acuosos.

2
FR =Py C" +pq-CHpg
Ecuacion 32. Funcion de ajuste por efecto de matriz

Donde p,, p1 Y po son los coeficientes de regresidn el Fg en funcién de ¢

Las figuras de mérito de la funcién de correccidn fueron determinadas con el mismo procedimiento
utilizado para evaluar la linealidad de la curva de calibracion. Se determiné el corredor de errores
de prediccion y los componentes de variabilidad de la curva.

4.2.2.4. Evaluacién del efecto de la dilucion

El factor de correccidon por dilucién se calcula por medio de un modelo polinomial de segundo
orden que correlaciona este factor de ajuste con el factor de diluciéon tedrico. Para desarrollar este
modelo se prepararon una serie de soluciones acuosas de AIClI; patron en diferentes
concentraciones y un blanco de solvente, se realizé la medicién espectrofotométrica de cada unay
se registraron las absorbancias. La absorbancia corregida con el blanco mas alta que fue posible
medir se tomd como base para calcular el factor de correccién efectivo. El calculo se efectud con la
Ecuacién 33
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e = Ai —Apik
exp; —
' A —Apk
Ecuacion 33
Donde A; es la absorbancia de una solucidon acuosa de AICl; en el nivel i de dilucién; Api es la

absorbancia del blanco de solvente; A; es la absorbancia de la solucién mas concentrada medible,
identificada como dilucién 1 o factor de dilucién 1 (FD = 1)

Con la Ecuacién 33 se resuelve una fuente de error por efecto de la dilucién de las soluciones.
Comunmente se asume que la relacién de la sefal, A, contra el factor de dilucién, FD, es
exponencial en una razén constante, k, idealmente igual a 1 como multiplo de la base y un
exponente, x, idealmente igual a 1, tal como lo expresa la Ecuacién 34.

A=k-FD*
Ecuacion 34

Donde:

i=k
[ ve

_i=1

FD= =
[Tv

i=1

Ecuacion 35

i=k i=k
Hvdi Hvai

Siendo =1 y = los productos de voliumenes de dilucién (volumen final) y de alicuota

(inicial) respectivamente. Se asume que esta proporciéon tiene una relacién inversamente

proporcional a la sefial de la medicion, sin otra variable que interfiera en la misma; de manera que

la relacién entre FD y A siempre se mantiene constante, idealmente igual a 1, como lo expresa la

Ecuacion 36

A
k="'
FD

Ecuacion 36

Introduciendo logaritmos en ambos lados, la Ecuacién 34 queda expresada como una funcion lineal
de primer orden

LogA = Logk —xLogFD

Ecuacion 37
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Donde idealmente LogK=0 y x, la pendiente en el modelo, idealmente es igual a 1, la ecuacion se
expresa como LogA = pFD; Sin embargo, este supuesto sélo es practico cuando las relaciones entre
la sefial y la concentracién/masa del analito son de primer orden. En el caso de sistemas no
lineales, los modelos de dilucidn-sefial tendrian el mismo comportamiento que la relacién
concentracion/masa-sefial, por haber una relacién entre dilucion-volumen-concentracién-masa.
Cuando los calibradores son diluidos de la misma manera que las muestras, este efecto puede
considerarse “absorbido” por el sistema, enfatizando el ajuste especialmente en el efecto de matriz
(matematicamente el factor de dilucién se multiplica y divide simultdneamente). Cuando las
muestras son pre-diluidas o son sometidas a diluciones adicionales, debe ser considerado el ajuste
por efecto de dilucién, en vista de que el modelo de calibracién no es influido por estas
operaciones. La Ecuacién 34 debe ser corregida entonces para ajustarse al modelo de calibracién
efectivo y entonces ser aplicado a las diluciones no incluidas en el procedimiento de calibracién
guimica.

Se llevd a cabo un experimento para estimar un modelo que ajuste el factor de dilucién calculado
por la Ecuacidn 35 con el factor de correccion experimental o efectivo (FDeyp) calculado por la
Ecuacién 33. Este modelo permite una prediccién del factor de correccion por efecto de dilucidn
(Fp). Se prepararon cuatro soluciones de AlCl; patron en diferentes niveles de dilucion, utilizando
como solvente una mezcla de HNOs 1% y acido citrico 1% en agua desionizada. Cada solucion fue
medida directamente en el espectrofotdmetro, sin tratamientos previos o adicionales. Las
diluciones se exponen en la Tabla 12

Tabla 12. Guia de preparacion de diluciones para la determinacion del factor de ajuste

Solucidn patron AICl; en mezcla acuosa de HNO; 1% y acido citrico 1%
Va Vi Va Vi FD
25 uL 125 L 5
50 L 25 mL 500
25 uL 125 L 25 uL 25 mL 5000
25 uL 400 pL 50 uL 50 mL 16000
*Todas las soluciones fueron preparadas independientemente

Se obtuvo en primera instancia un modelo lineal simple, representado por la Ecuaciéon 38,
transformando previamente las absorbancias a valores logaritmicos (LogA) y el factor de dilucion
experimental a logaritmos negativos (-LogFD = pFD).

LogA =x - pFD + Logk
Ecuacion 38

Se verificaron los siguientes supuestos para la pendiente y el intercepto del modelo
Ho:x=1 Ho: Logk=0
Haxz1 H.:Logk#0

Los estadisticos de prueba aplicados son respectivamente:
x—1 k-0

= texp =
Sx k

t exp
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Donde S, y Sk son las desviaciones estandar de la pendiente y el intercepto respectivamente. Estos
estimadores son calculados utilizando en forma andloga la Ecuacién 25, Ecuacion 26 y Ecuacién 28

Si se aceptan la hipétesis nulas de que la pendiente no difiere significativamente de 1 y el
intercepto no difiere estadisticamente de 0, ambas con un 95% de confianza, puede inferirse que el
comportamiento lineal del efecto de la dilucién no es suficientemente influyente en el error de la
medicidén.

Alternativamente se elabora entonces un modelo cuadratico (Ecuaciéon 39) y se cotejan con el
modelo lineal simple. En este caso no se aplica el test de Mandel debido a que los grados de
libertad son muy pequefios para dar un diagndstico confiable.

LogA=x, - pFD2 + X, - pFD + Logk
Ecuacién 39

En base a las conclusiones de estas pruebas se define una funcién predictiva de correccién por
efecto de dilucién, correlacionando el factor de diluciéon calculado tedricamente (Ecuacion 35)
contra el factor empirico, estimado de datos experimentales (Ecuacion 33). La funcidn correctiva se
expresa en la Ecuacion 40

Fp =0, -FD* +q; -FD+qp
Ecuacion 40

Donde Fp es el factor de correccién por efecto de la dilucién; gz, q1 Y go son los coeficientes de
sensibilidad del modelo y FD es el factor de dilucidn aplicado.

4.2.2.5. Limite de Decision

Se definié el limite de decision como la concentracién maxima de aluminio elemental que podria
considerarse normal en un contenido estomacal, con un riesgo a de un error tipo | (aceptar un
verdadero “negativo”) y un riesgo B de un error tipo Il (rechazar un valor “no negativo”).
Considerando que el aluminio es un elemento natural en el espécimen y no podria establecerse un
blanco de muestra real, se determind un valor promedio y una desviacién estdndar de
concentraciones de aluminio elemental en contenidos gdstricos aceptados como “normales” para
establecer un limite cut off.

Los especimenes seleccionados fueron identificados como “verdaderos negativos” (VN). Las
muestras fueron tratadas de manera ordinaria, procesadas conforme al método desarrollado.

Se evalud la normalidad de los datos obtenidos, se calculd la media y el desvio estandar.

Una vez verificada la normalidad de los datos, se realizé un experimento de simulacién de Monte
Carlo para estimar el limite superior del intervalo de valores que pueden catalogarse como
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normales. Se establecié como limite de decisidn el valor de concentracién que puede ser atribuido
estadisticamente al menos al 95% de las muestras negativas (error alfa a = 0,05 de una cola) con la
Ecuacién 41

CCy =Cx(sim) T Z(1-a) * O (sim)
Ecuacion 41

Donde C(sim) es la concentracion calculada en una simulacidén de N datos (Ns,=10000) con la
funcién de analisis expresada en la Ecuacidn 85, utilizando los coeficientes de regresion obtenidos
en condiciones de precisiéon entre dias (Ecuacidon 59), con sus respectivas desviaciones estandar
(Ecuacion 79, Ecuacion 80 y Ecuacidn 81). Este experimento simulé 10 000 mediciones realizadas

, . . . .z O (i . .z .
un nimero de posibles coeficientes de regresion. El valor de “6im es |a desviacién estandar
obtenida es la simulacidn. Para este experimento se insertaron la Ecuacién 32 y la Ecuacion 40 en
la Ecuacion 85, resultando la jError! No se encuentra el origen de la referencia.

2
(_b1+\blz_bz(bO_Ax_Ablk)j Vy 1 (_bl"'\blz_bz(bO_Ax_Ablk)j (_b1+\blz_bz(bO_Ax_Ablk)j

Copp = ~—-(q -FD2+q ‘FD+q T 1Py +pq- +p
exp Z-bz Va1 2 1 0 2 2'b2 1 2'b2 0

Ecuacion 42

Los coeficientes pz, P1, Po, 92, 91 Y 9o, asi como las variables Vy4; ¥ Vg2 S& mantuvieron constantes
debido a que pertenecen a funciones normadas que no cambiaradn durante los ensayos rutinarios.

e . . ® ®
El software utilizado para estos experimentos fue Quantum XL para Microsoft Excel que opera
como un complemento de Excel® para ejecutar la simulacién de Monte Carlo de modelo y andlisis
creados en las hojas de calculo.

Se programo la simulacion estableciendo el limite de deteccién como limite inferior de aceptacion.
Los valores simulados por debajo de este limite se contabilizaron automaticamente por medio del
software.

4.2.3. Pruebas de Validacion

Se evaluaron los parametros de desempeno que por acuerdo general se consideran basicos para la
validacién de métodos cuantitativos de bioanalisis:

a) El modelo de calibracidn (linealidad)

b) La exactitud (sesgo, repetibilidad, la precisidon intermedia)

c) Larecuperacién

d) La estabilidad

e) Ellimite inferior de cuantificacion (LLOQ) y limite de deteccién (LD)
f) La selectividad
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Se determind también la sensitividad, que es una de las figuras de mérito mas relevantes en la
espectrofotometria de absorcion atomica electrotérmica.

Para el disefo de los experimentos de validacién y el establecimiento de los criterios de evaluacién
se tomd como referencia la Guia de la GTFCh para la garantia de la calidad en estudios
toxicoldgicos forensesb (GTFCh: German speaking Society of Toxicological and Forensic Chemistry),
especificamente del apéndice B, Requisitos para la validacion de métodos analiticos (primera
version revisada, 01.06.2009). Esta guia a su vez se basa en el Informe de la Conferencia I,
Validacion de métodos de andlisis: biodisponibilidad, bioequivalencia y los estudios
farmacocinéticos, patrocinada por la Asociacién Americana de Cientificos Farmacéuticos y la Food
and Drug Administration de los Estados Unidos.

Estas guias fueron elaboradas enfocadas en el bioanalisis, pero especialmente para ensayos de
moléculas y para métodos cromatograficos y de espectrofotometria molecular; de manera que fue
necesario adaptarlas a la validacién de un método de espectrofotometria de absorcién atéomica
electrotérmica, considerando las particularidades del caso. No se encontrdé una guia especial para la
validacién de métodos de espectrofotometria atémica.

4.2.3.1. El modelo de calibracion (linealidad)

Se evalué la capacidad del método analitico para generar mediciones proporcionales a la
concentracion de analito en la muestra, en un rango determinado, y que esa proporcionalidad es
predecible por un modelo matematico

Se evalud la linealidad de calibraciéon por interpolacion con estandar acuoso (IEA)

Se elaboraron seis réplicas de calibradores acuosos en cinco niveles diferentes, distribuidos de
manera uniforme, incluyendo el nivel cero. Los calibradores fueron preparados a partir de una
solucidn de referencia con una concentracion de aluminio elemental de 1000 mg/L. La preparacion
consistid en transferir con una micropipeta Eppendorf un nimero de porciones de 50 pL de
solucién patrén a matraces volumétricos clase A de 5 mL y completar el volumen de dilucién con
una solucién de acido nitrico calidad ultratrazas al 1% v/v y acido citrico ultrapuro 1%p/v en agua
destilada y desionizada. La guia de preparacidon se muestra en la Tabla 13

Tabla 13. Guia de preparacion de calibradores para el ensayo de aluminio por espectrofotometria de absorciéon atémica

. Porciones de Volumen de . .
Nivel de . . Volumen de Concentracion nominal
. volumenes (50pl) de solucion I
calibrador - . . dilucién (mg/L)
solucidn patron (n) patron
0 0 0 5mL 0
1 1 50 pL 5mL 10
2 2 100 pL 5mL 20
3 3 150 puL 5mL 30
4 4 200 pL 5mL 40

b Richtlinie der GTFCh zur Qualitdtssicherung bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen
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Las concentraciones nominales corresponden a la cantidad del analito en cinco mililitros. Estas
soluciones son diluidas la misma manera que las muestras, como se indica a partir del paso del
esquema representado en la llustracion 31 Se realizé la mediciéon conforme al método establecido.

1.1 Normalidad de las mediciones

Se realizaron pruebas para detectar datos atipicos en cada nivel durante las mediciones. Se
aplicaron el test de Grubbs (nivel de significacién: 95%) y test de Huber. Ante un dato outlier ser
repitié la réplica para corregir la falla.

Se establecid que el total de datos atipicos no puede ser mas de dos y estos no deben producirse
en el mismo nivel de concentracion.

Se verificd la normalidad de las mediciones por evaluacién visual de gréaficos de probabilidad
normal y el test de Anderson-Darling para una distribucion normal. La prueba de Anderson-Darling
es una prueba no paramétrica que sirve para valorar si los datos de una muestra provienen de una
distribucién especifica, en este caso una distribucion normal. Es adecuada para muestras pequenas
y es una de las herramientas estadisticas mas potentes para la deteccion de la mayoria de las
desviaciones de la normalidad. Los calculos para la deteccion de valores atipicos fueron realizados
en Excel®, en tanto que el grafico de probabilidad normal y la prueba de Anderson-Darling se
realizaron utilizando Minitab® 14

Se establecidé aceptar la distribucidon de las réplicas como una distribuciéon normal cuando el valor
de probabilidad p es mayor que 0,05 (95% de confianza) en el test Anderson-Darling

En la valoracion visual de las graficas, se considera una distribuciéon normal de los puntos sobre el
grafico de probabilidad cuando son adyacentes a la linea trazada. Esta apreciacion es subjetiva y se
aceptan algunas desviaciones en vista del nimero reducido de réplicas.

1.2 Homogeneidad de varianzas
Se verificé la homogeneidad de la varianza efectuando una prueba de Fisher con la varianza
correspondiente a la concentracion mas alta contra la respectiva al nivel mas bajo (confianza 99%)

El modelo se considera homocedastico si el valor F calculado es menor al valor F tabulado a un 99%
de confianza. En caso contrario el modelo se considera heterocedastico y se procede a calcular
ponderacién para compensar el efecto.

1.3 Ajuste del modelo

Se estudié el modelo de regresion lineal simple (RLS) contra el modelo de regresidén cuadratica
(QUAD), evaluando el ajuste de ambos algoritmos con la prueba de linealidad de Mandel (confianza
99%)

El test de Mandel se basa en el supuesto de que las desviaciones relativamente grandes de los
valores medidos en una funcidn lineal de primer orden son causadas por la no linealidad y que
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puede ser reducida mediante la seleccion de un modelo "mejor" de regresién, en este caso una
funcién de segundo orden.

Para ello se usan las funciones de calibracion de primer orden y de segundo orden, incluyendo sus
respectivas desviaciones estandar residuales. Se calcula la diferencia de las variaciones (DS?)
utilizando la desviacién estandar residual Sa; (a partir de la funcién de calibracion de primer orden)
Y Saz (a partir de la funcién de calibracidon de segundo orden) y sus grados de libertad, conforme a
la Ecuacién 43

2 9.2 _ __2\.e2
DS =(N-2)S3 —(N-3)s

Ecuacion 43

El valor de prueba, VP, se calcula para la prueba F

AZ
Ecuacion 44

VP se compara con el valor correspondiente en la tabla F, para los grados de libertad g/; = 1 (grados
de libertad de VP) y gl; = N - 3, (P = 99%)

Se tomaron como guia de evaluacion los siguientes criterios:

B Si VP < Fipia, €ntonces la segunda funcidn de calibracidn para no servira de mucho para un
mejor ajuste y la funcidn de calibracion puede seguir un modelo de regresion lineal simple (RLS)

B Si VP > Fipia, €ntonces se recomienda la revisidon y optimizacidon del proceso analitico hasta
donde sea factible para lograr un modelo de calibracién de primer orden. Cuando esto no sea
posible, por ejemplo por causas fisicoquimicas, y este es el caso de las mediciones por
espectrofotometria de absorcién atédmica con horno de grafito, deberia ser reducido el rango de
trabajo hasta un intervalo donde el comportamiento sea rectilineo. En ultima instancia se opta
por un modelo de calibracién de segundo orden.

También se compararon los graficos de los residuales para cada modelo de calibracién, verificando
que la distribucidn de los puntos sea aleatoria. Un ordenamiento semicircular de los residuales del
modelo de primer orden, indica un comportamiento no lineal en el sistema, esto se confirma
cuando los mismos datos generan residuales sin un orden cuando se aplica el modelo de segundo
orden, en este caso el modelo de regresion cuadratica (QUAD)

Una vez verificada la normalidad de las repeticiones, la homogeneidad de las varianzas y la

ausencia de datos andmalos se llevd a cabo una prueba de falta de ajuste por analisis de varianza.
De la suma cuadrada de errores de la regresion y la desviacién residual se genera un valor F
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experimental (Ff) que es comparado con un valor critico. Cuando Fjf > Fiapa v €l valor p < 0,05
entonces puede inferirse que el ajuste del modelo es adecuado.

Para un modelo cuadratico los algoritmos de calculo para los coeficientes de sensibilidad son las
siguientes ecuaciones.

Para un modelo de calibracion:
2

A= bO + blci + szi

Ecuacion 45

bo = ;(Zﬁl _bl 'Zci —b2 ZCIZ)

Ecuacion 46

Donde N es el nimero de calibradores; " ! es la de la absorbancia media de un nimero de réplicas
j, en el nivel de concentracion c;

_ QcA _b2 'Qc3
Qe

Ecuacion 47

by

_ QcA .QCS _QCZA 'Qcc
(@Q:)* Qe -Q
Ecuacion 48

by

Q. s )’
cc

Ecuacion 49

Qe =(c; Ay | i) (A

Ecuacion 50

(Z¢;)- (Zcf)

3
QC3:Zci — N

Ecuacion 51
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Ecuacion 52

2
ch_A IZ(Ciz Ay - M

Ecuacion 53

En la practica los coeficientes también fueron calculados por medio de MINITAB® y una calculadora
Texas Instruments TI-83 Plus. No se observo diferencias en las estimaciones para las primeras
nueve cifras decimales. Las datos procesados por MINITAB® fueron copiados a las hojas de calculo
en Excel® con numeros de hasta once cifras decimales. Los valores obtenidos por la TI-83 Plus
fueron exportados con nueve cifras decimales.

Valores de dispersion de la curva de calibracién en condiciones de repetibilidad

Se calcularon las siguientes figuras que representan la variabilidad del proceso de medicion
analitica

Desviacidn estandar residual
Dispersion de los valores de medicion en relacién de la recta de regresién en condiciones de
repetibilidad (mismo dia)

Ecuacion 54

Donde " ! es la absorbancia calculada a partir de la funcion de calibracion (Ecuacion 45) en el nivel
i de concentracién.

Sensitividad
La sensitividad se define como variabilidad tipica de la sefal de respuesta en funcién de la

concentracion. Se calculé con la funcién de la primera derivada del modelo de calibracion,
utilizando los coeficientes de sensibilidad calculados por la Ecuacién 45

E(c)=b, +2-b,-(c)
Ecuacion 55

Desvio estandar de la prediccidon de la concentracion
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s
S, = ~A.100%
E(c)

Ecuacion 56

Desvio estandar relativo (RSD,cx[%]) del proceso en condiciones de repetibilidad

RSD, ¢ [%]= Srfc"-loo
C

Ecuacion 57

Criterio de evaluacion
o,
Es aceptable un RSDqy [%] <5%

Intervalo de confianza de la medicién
El intervalo de confianza con un riesgo a del 5% para una concentracion c, estimada por regresion
se calcula con la Ecuacion 58 Esta valoracion se realizé en condiciones de repetibilidad

2
Sen -t 2 2
szw. 1+l+ 1 - (CX—C)Z'QCA‘F C)Z(_ZCI 'QCC_Z'(éx_C)' C)Z(_Eq Q
by +2b, - €, \N m Qu-Qg - Q) N N

Ecuacion 58

Valores de dispersion de la curva de calibracion en condiciones de precision intermedia

Se determinaron caracteristicas de variabilidad del sistema de calibracion en condiciones de
reproducibilidad dentro del mismo laboratorio, con el mismo analista, en distintos dias. Esta
caracterizacion permite evaluar precision intermedia del sistema y valoraciones de caracteristicas
de limite (Valor critico, limite de deteccion y limite de cuantificacién) con mejores aproximaciones,
especialmente porque se incluye como factor el desgaste del horno de grafito y las fluctuaciones de
intensidad de la lampara de catodo hueco.

Se elaboraron curvas de calibracién, haciendo una repeticion por dia durante seis dias. La
preparacion de los calibradores se efectud con el mismo procedimiento expuesta en la Tabla 13. En
esta etapa experimental cada repeticion es identificada también como j. El niumero total de
repeticiones es simbolizado como m.

Estos experimentos fueron realizados simultaneamente con los ensayos de precision (durante 5
dias consecutivos) y del blanco (durante 6 dias consecutivos)
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Para los célculos se aplicaron modelos matriciales. La Ecuacién 59 estima los coeficientes de
sensibilidad del modelo.

0j
_ T 1 7
Bj=| by _[c -CT ¢y,
sz
Ecuacion 59

Donde B; es un vector compuesto por by, byj y by, que son estimadores para los coeficientes de
sensibilidad de orden cero, primer orden y segundo orden respectivamente para la repeticién j. C

A.:
es la matriz de concentracién. Y; es el vector de absorbancias ( ") para cada nivel i de
concentracién (c;) en la repeticion j

La matriz Cy el vector Y; se expresan de la siguiente manera

2

1 clj clj Alj

. 2. A

c=|} U]y W

1 CNm c%lm ANm
Ecuacion 60 Ecuacion 61

Cuando los componentes de Y; son sustituidos por las absorbancias medias de las m-repeticiones

. A; . . iy
de cada nivel (" ') se obtiene un vector Y con el que puede estimarse en la Ecuacién 59 en un solo
paso los coeficientes de sensibilidad del modelo de calibracion. Asi la matriz B; se convierte en la
matriz B.

bo

B=|b, =[cT~cF-cT-v
b,

Ecuacién 62

Donde Ay
Ecuacion 63

Para deducir las fuentes de variabilidad del modelo de calibracién, la Ecuacidn 45 es expresada de
la siguiente manera:
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2
Aij = bo + blcij + szij + uh (Ci ) + eij
Ecuacién 64

Donde e;j; representa el error constante de la medicidn A;;, siendo el nimero de repeticiones j

constante y asumiendo por consecuencia que posee una distribucién normal N(0,1); m(ci) es el
error inducido por las repeticiones del proceso en el nivel de concentracién i (¢;) y se asume con
una distribucién normal N (0,1). Este error tiene un efecto sobre cada coeficiente de sensibilidad
del modelo. Este efecto de variabilidad en los coeficientes se asume con una distribucién normal
con media 0.

La varianza de la medicion A;; para un cierto nivel de concentracion ¢, dentro del rango operativo
de la curva de calibracion (es decir ¢; £ ¢, < cy) estd dada por la siguiente ecuacion:

2 2 2
OA;(cx) = n;(c) T Tey
Ecuacién 65

. iy . . Gg.. ) 52,
Aplicando la Ecuacién 59 la varianza residual (" ) puede ser estimada como ~Al

SA Z[Yj _C'Bi]T '[Yj —C'Bi]'[N—?’]_l
Ecuacidn 66

Asi la varianza residual (en condiciones de reproducibilidad R) del modelo puede ser estimada por:

j=m 5

2. Shj

2 =
SAR) =

Ecuacion 67

Se advierte que no es igual aplicar la Ecuacién 62 a la Ecuacion 66 (utilizando B en lugar de B;), en

este caso se obtendria la variabilidad del ajuste del modelo (SS.of :Z(Ki_Ai )?/(N-3) ) y no la
varianza residual

Cuando se efectian m repeticiones de ensayos a una muestra de concentracion c, se obtiene una

A
poblacién de respuestas Acy de distribucion normal. La variabilidad de la prediccién (') para cada

2
L. . OA,(c - . ..
medicién j, que se define como () , es tedricamente estimada por la Ecuacion 68 (cuando c, es

desconocido no puede ser aplicado)
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2 <2 2| [T 1
SAi(c,()_SA.'[1 x CXHC 'CT | &x

Ecuacion 68
2
Oy(cx)

La variabilidad de las repeticiones, que se define por , se estima con la media de las varianzas

de m repeticiones y la varianza empirica de las mismas

2
A
icy)
Z AJ(CX) L. L SZ
SZ _ m _ Aj(cx)
m m-1 m

Ecuacion 69

A
Donde = &) es la estimacién de cada conjunto de coeficientes de regresion calculados por la
Ecuacion 59 y puede ser obtenido por un modelo matricial, donde el resultado es un escalar

2
Aj(cx)Z[l Cx Cx]'Bi
Ecuacion 70

La sumatoria de cada resultado de la Ecuacion 70 dividido entre el nimero de repeticiones estima
una media poblacional de predicciones (M) para un nivel de concentracién C,, asumiendo una
distribucién normal. La media de la varianzas es un estimador del error aleatorio inducido por la
medicion individual de una funcidon de calibracion en un nivel de concentracion C,.

Aplicando la ley gaussiana de propagacion de la incertidumbre, el error aleatorio del promedio de
las mediciones estimadas, para una muestra de concentracién C,, puede ser calculada como sigue:

2
2 ZS’Ai(cx)
o+
2
T Ee—

Ecuacion 71

La varianza total de la imprecision de la predicciéon A(cx) consiste en tres componentes: la varianza
del error de la medicién, la varianza del error entre repeticiones y la varianza del error de
estimacion. Un estimador de la varianza total de la prediccidn estd dado por la suma de las tres
varianzas:

2
R(totd)

Ecuacion 72

2 2 2
:sA(R) +Sm +SA(CX)
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Con estos tres componentes es factible calcular los parametros de variabilidad de la curva de
calibracion. Mas adelante seran utilies también para el calculo de los pardmetros de umbral del
método (Valor critico, limite de deteccién y limite de cuantificacion)

Desviacidn estandar en condiciones de repetibilidad
La desviacién estandar en condiciones de repetibilidad, inferida por el modelo entre dias, para un
nivel de concentracidn Cx se calcula a partir del error de la medicién

dA(Cy) 2 1 2
Srcal) =| | SaR) =4S
el = g AR =5 e, v, AR

Ecuacion 73

Se calculd el desvio estandar relativo para cada nivel medio de concentracién de la curva

Sr(caL)

RSD;(car)[%]= -100

X
Ecuacion 74

Desviacion estandar en condiciones de reproducibilidad intermedia (intralaboratorio)

La desviacidn estandar en condiciones de repetibilidad para un nivel de concentracién Cx se calcula
a partir del error de la mediciéon y de las repeticiones

1 2 2
S = = . SR +S
R(CAL) 2.by-Cy +b, A[PAR) T2m
Ecuacion 75

Se calculd el desvio estandar relativo para cada nivel de concentraciéon de la curva

s
RSDpcar)[%]= %- 100

X
Ecuacion 76

Criterios de evaluacién
Segun la guia de referencia“ se considera aceptable:

0
Un RSDr(car) [A] <15% (< 20% en los niveles cercanos a los limites del rango de trabajo)

RSD 0
e Un SDr(caL) M]s 15% (< 20% en los niveles cercanos a los limites del rango de trabajo)

¢ Richtlinie der GTFCh zur Qualititssicherung bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen
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Intervalo de confianza para la prediccién en el nivel C,

El intervalo de confianza con un riesgo a del 5% para la prediccidon de la sefial de absorbancia en
funcién de la concentracién Cx se calculd en condiciones de precisién intermedia. Esto permitié la
evaluacién de otros pardmetros de desempefio que requieren conocer la mayor variabilidad
posible del método.

2
ICA(cx) = it(m—1/1—0¢/2) i Stotal
Ecuacion 77

Intervalo de confianza de la medicién en condiciones de reproducibilidad intermedia
El intervalo de confianza con un riesgo a del 5% para la concentracién Cx estimada por regresién
puede ser calculada con la Ecuacién 78.

IC. —o Um-1/1-a/2) |2
ST 20by - Cy+by VT Rew

Ecuacion 78

Varianzas de los coeficientes de regresién
Los coeficientes del modelo son resultado de un proceso deterministico sujeto a una variabilidad
sistematica. Estas varianzas son utilizadas para la evaluacion de la incertidumbre de la medicién

Varianza de coeficiente bg

s - -2t —(Ec3)z §
by — A

m-d
Ecuacion 79

Varianza del coeficiente b,

> (N+1)-Zc* —(Zcz)Z 2

S =

b, m-d A
Ecuacion 80
Varianza del coeficiente b,

2 (N+ 1)'2C2 —(ZC)Z 2
sz = “Sa

m-d
Ecuacion 81
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Donde d es la determinante de la matriz D, generada por la suma de cuadrados residuales. De
hecho, los numeradores para cada ecuacién consisten en la determinante derivada de la matriz D,
correspondiente a cada coeficiente de sensibilidad

m N
SSA= Zz[bo +b1 'C+b2 'CZ _Aij ]'2
=1li=1

Ecuacion 82

N+1 Xc Xc?
D=| ¢ 3 33
v =zt

Ecuacion 83

4.2.3.2. La exactitud (sesgo, repetitividad y precision intermedia)
Se evaludé la capacidad del método para generar mediciones repetitivas y reproducibles en
condiciones internas del laboratorio

Para evaluar este parametro se dos prepararon dos mezclas, identificadas respectivamente
como Sp (solucidn acuosa de AICl3) y Mg (matriz fortificada con formulacion de AlP)

Preparacion de mezclas de prueba

B Sy: Solucidn acuosa preparada de un patréon de referencia de aluminio, en concentracién de
1,002 mg/L. Se transvasaron tres porciones independientes de solucidn patron a un vial
cénico de centrifuga, a cada una se adicioné 100 pL de solucién de acido citrico 50% p/v y
acido clorhidrico 1% v/v. estas porciones fueron identificadas como S;, S; y Ss
respectivamente.

® My: consistid en una mezcla de contenido gastrico preparada por disolucién de 0,15 g de
formulacién comercial de fosfuro de aluminio (equivalente a 0,039805 g Al)® en
aproximadamente 8 mL de contenido gdstrico homogenizado. Una vez adicionada la porcién
del producto de AIP, se esperd que la reaccion se completara, en una campana extractora de
gases, liberando la fosfina y dejando el aluminio en forma de cloruro, hidréoxidos y otras
especies quimicas posibles segin la composiciéon de la matriz. Esta mezcla se transvasé a un
matraz volumétrico de 10 mL y se completé el volumen a la marca de aforo con contenido
gastrico homogenizado. Seguidamente la mezcla se transvasd en varias porciones a viales
cénicos y fue centrifugada por aproximadamente un minuto. Los sobrenadantes fueron
combinados otra vez, y nuevamente se dividieron en tres alicuotas, transfiriendo a un vial
conico de cen trifuga cada una. Estas alicuotas son identificadas como Mi;, M; y Ms

d La cantidad de material adicionado fue calculado para obtener una concentraciéon de aproximadamente 3980,5 mg/L,
que producirian mediciones cercanas al centro del rango lineal de trabajo, asumiendo una recuperacion del 100% y que
todo el aluminio finalmente se encontrara como AlCl3
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respectivamente. A cada porcién se adiciond 100 pL de solucién de acido citrico 50% p/v y
acido clorhidrico 1% v/v.

Las porciones fueron almacenadas a -20 2C y durante cinco dias consecutivos cada una fue
procesada segun el esquema presentado en la llustraciéon 31, como se indica en el paso 4y
paso 5, diluyendo cinco alicuotas de cada porcion a partir del paso 6. En otras palabras, cada
dia fueron medidas cinco alicuotas de cada una de S4, S5, S3, M1, M, y M3 respectivamente.

Las porciones fueron sometidas a cinco ciclos de congelamiento y descongelamiento, por lo
gue las mediciones diarias no solamente sirvieron para evaluar la precision intermedia sino
también la estabilidad de las muestras durante cinco dias.

Disefo experimental

Se efectuaron las mediciones de cinco alicuotas (réplicas) de tres porciones preparadas como
se indica en el paso 2 y el paso 3 de la llustracion 31, de dos muestras control, una elaborada
con solucién acuosa de patrén (Sp) y otra con matriz bioldgica y formulacion comercial (Mg). De
esta manera se evalla la influencia de tres factores sobre la precisién de las mediciones:

e Preparacion de la muestra (pasos 2 — 5)
e Réplicas (pasos 6 — 8)
e Dia de la medicién (pasos 2 — 8)

La preparacién de las muestras control y el disefio experimental se exponen en la llustraciéon 9
y la llustraciéon 10

Analisis de valores outliers

En vista de que las pruebas estadisticas aplicadas para esta etapa de la validacidn son sensibles a la
normalidad de las muestras y parten del supuesto de ello, se realizaron pruebas para detectar
datos atipicos en cada nivel durante las mediciones. Se aplicaron el test de Grubbs (nivel de
significacién: 95%). Como medida correctiva, los datos andémalos fueron repetidos hasta lograr
conformidad en el test o hasta lograr un desvio estandar relativo menor al 15%. Se establecié como
pardmetro de aceptacion hasta dos valores atipicos, en tanto no se encuentren en una misma serie
de réplicas cada dia.
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Patron de
referencia
So

llustracidon 9. Disefio experimental y medicion de la muestra control S,

1,5 mL + 100 pL de solucién de
acido citrico 50% p/v y acido
clorhidrico 1% v/v

1,5 mL + 100 pL de solucién de
acido citrico 50% p/v y acido
clorhidrico 1% v/v

1,5 mL + 100 pL de solucion de
acido citrico 50% p/v y acido
clorhidrico 1% v/v

S1 SZ S3
oA 1 [oms | [ome | [ oms |
Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién

] \ \ \
—{RE’PLICA 1ﬁuj «{REPLICA 1};1] —{RE’PUCA 1}@ —{RE’PUCA 1}@

Diluir 100 pL a 5 mL
con solucién de
HNO; 1% y acido

citrico 1%
—{RE’PLICA 2@ «{REPLICA 2‘@ —{RE’PUCA 2@ —{RE’PUCA z‘.@
REPLICA 1: Transvasar 25 pL a
|_|una cubetillay adicionar 1,5 mL | —{REPLICA 3‘@ {RE’PUCA 3‘;@ —{REPLICA 3‘@ —{REPLICA 3‘.@
de solucién de HNO3 1%y  |Réplical
acido citrico 1%
~ —{RE’PLICA 4‘.@ «{REPLICA 4‘@ —{RE’PUCA 4‘@ —{RE’PUCA 4‘.@
REPLICA 2: Transvasar 25 plL a
| luna cubetilla y adicionar 1,5mL | —{REPLICA 5‘R§ ~{RFLPLICA S‘Ri —{RE’PUCA 5‘R§ —{REPUCA 5‘R§
de soluciéon de HNO3 1% y Replica 2
acido citrico 1%
—_
REPLICA 3: Transvasar 25 plL a
una cubetilla y adicionar 1,5 mL
[] de solucion de HNO3 1%y  |Réplica3
acido citrico 1%
—_
REPLICA 4: Transvasar 25 plL a
| luna cubetilla y adicionar 1,5 mL L
de solucién de HNO3 1% y Réplica 4
acido citrico 1%
—_
REPLICA 5: Transvasar 25 pL a
|_luna cubetilla y adicionar 1,5 mL L
de solucién de HNO3 1% y Réplica 5
acido citrico 1%
—_
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Homogenizar
Contenido gastrico

(Vértex) Transferir el sobrenadante a un
f frasco de polietileno
Mo
Transferir ‘ ‘

aproximadamente
8 mL a un beaker
de 50 mL

Adicionar 0,15 g de
AIP 57%
(formulacién
comercial)

Almacenar en
campana de gases
hasta completar la

reaccién

Transvasar a un

llustracion 10. Disefio experimental para la preparacion y medicion de la muestra control M,

1,5 mL + 100 pL de solucién de
acido citrico 50% p/v y acido
clorhidrico 1% v/v

1,5 mL + 100 pL de solucién de
acido citrico 50% p/v y acido
clorhidrico 1% v/v

1,5 mL + 100 pL de solucién d
acido citrico 50% p/v y acido
clorhidrico 1% v/v

e

G

“

<>

Ms

DIA2

‘ DIA3 ‘ DIA 4 ‘ ‘ DIAS ‘
matraz volumétrico

de 10 mLy ‘ ‘ ‘

completar volumen
con contenido
gastrico
Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién

4RE‘PL|CA 1}uj {RE’PUCA 1}“] —{RE’PUCA 1#(1j —{RE’PUCA 1}uj
4RE‘PL|CA Z‘Rg ~{RE’PLICA 2‘@ —{RE’PUCA Z‘Ra —{RE’PUCA 2‘@

Diluir 100 uLa 5 mL
con solucién de HNO;
1% y acido citrico 1%

e

Centrifugar por 1
minuto

[

REPLICA 1: Transvasar 25 ulL a
| luna cubetillay adicionar 1,5 mL | 4RE’PL|CA 3‘;@ {RE’PUCA 3‘@ —{RE’PUCA 3‘@ —{RE’PUCA 3‘@
de solucion de HNO3 1%y |Réplical
acido citrico 1%
~— {RE’PUCA 4‘@ {REPUCA 4‘@ —{REPLICA 4‘@ —{REPLICA 4‘@
REPLICA 2: Transvasar 25 pLa
|_luna cubetilla y adicionar 1,5 mL | 4RE’PUCA 5‘@ {RE’PUCA 5‘@ —{RE’PUCA 5‘@ —{RE’PUCA 5‘@
de solucién de HNO3 1% y Replica 2
acido citrico 1%
~—
REPLICA 3: Transvasar 25 ulL a
| |una cubetillay adicionar 1,5 mL | =~
de solucién de HNO3 1%y Réplica 3
acido citrico 1%
~—
REPLICA 4: Transvasar 25 plL a
| luna cubetilla y adicionar 1,5 mL
de soluciéon de HNO3 1% y Réplica 4
acido citrico 1%
~—
REPLICA 5: Transvasar 25 ulL a
|luna cubetilla y adicionar 1,5 mL L
de solucién de HNO3 1% y Réplica 5
acido citrico 1%
~—
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Calculo de concentraciones y correccidn por efecto de dilucién

El sesgo es la diferencia entre la medicién y un valor aceptado como verdadero que sirve como
punto de referencia. Se trata de una medida del componente de error sistemdtico de un
procedimiento de analisis cuantitativo.

Se calculé la concentracién experimental de cada alicuota por dia de Sq, partiendo del promedio de
las réplicas obtenidas la absorbancia obtenida por la funcién de analisis, que parte de la férmula
cuadratica general para encontrar un conjunto solucion, dado que el modelo de calibracidn
seleccionado en la etapa de desarrollo es cuadratico. El algoritmo de célculo originalmente se
expresa como en la Ecuacién 84

—blt.b;2—b,(by—A, —A )
c _ [ \/ 1 2( 0 X blk) .le.V£

-1
= -Fp "-FR
exp D

2:b, Va1 Vao

Ecuacion 84 funcién de analisis para las muestras acuosas

Donde:

b,, by y by son los coeficientes de regresion para el modelo de calibracion cuadratico;
A, es la absorbancia de la muestra

Ay es la absorbancia del blanco

V,; es el volumen de la alicuota para la primera dilucion: 0,1 mL (paso 6)

V4 es el volumen de la primera dilucion: 5,0 mL (paso 6)

V,, es el volumen de la alicuota para la segunda dilucién: 0,025 mL (paso 7)

Vg4, es el volumen de la segunda dilucion: 0,025 mL + 1,5 mL (paso 7)

Fp es el factor de ajuste por efecto de dilucion.

FR es el factor de ajuste por efecto de matriz

De la Ecuacion 84 se utiliza la funcién positiva debido a que la funcion negativa da por lo general
valores irreales. También, debido a que el efecto de la segunda dilucion es efectivo en los mismos
pardmetros tanto para las muestras como los calibradores, el modelo se simplifica para la
cuantificacion rutinaria®. La funcion de andlisis aplicada es entonces la que se expresa en la
Ecuacion 85

(—b1+x/b12 —by(by — Ay — Ay )) Vg

Fp 1-FR
2b, Va1

cexp =
Ecuacion 85. Funcion de andlisis simplificada
Para el calculo de concentraciones en soluciones acuosas FR es igual a 1. En bajas concentraciones

la correccion con el blanco no es recomendable debido a su variabilidad que puede dar lugar a
sefiales netas erréneas.

e Para la evaluacion de la incertidumbre se toma como modelo la Ecuacién 84
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Calculo y evaluacién del sesgo

Se calculé la media de todas las determinaciones de SO y la diferencia de esta con la concentracién
consignada en el certificado de la solucién de referencia. El sesgo se calculé a partir de la diferencia
y el valor aceptado como verdadero con la Ecuacién 86:

X—
sesgo[%] =200
n
Ecuacion 86. Calculo de sesgo en escala porcentual

Donde: X es la media de todas las concentraciones calculadas por la Ecuacién 85; W es el valor
consignado como verdadero en la certificacion del patrén de referencia

Se consideran aceptables los valores de sesgo en un intervalo de + 15% cuando se encuentran
alrededor del punto medio en el rango de trabajo, y de + 20% cuando se encuentran cerca del
limite de los limites.

Esta prueba evalla la inexactitud sistematica del método en si mismo, sin tomar en cuenta el
efecto de matriz. No fue posible determinar el sesgo en el espécimen bioldgico dado que no se
cuenta con un material de referencia externo certificado para aluminio especificamente en
contenido gastrico como matriz

Repetibilidad y Precision intermedia
Se calculd la imprecisién en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad entre dias, expresados
como desvios estandar relativos, en escalas porcentuales, partiendo del analisis de varianzas
ANOVA de los conjuntos de mediciones de Mg y So. La prueba de ANOVA se desarrollé para tres
factores utilizando MATLAB. Se obtuvieron las sumas de cuadrados medios de las réplicas (varianza
residual), las preparaciones y los dias.

Previamente se verificd el supuesto de homogeneidad de las varianzas por el test de Harley. Se
P 14 . s . 2 s . 2 . .« . ,
dividié la varianza maxima (Smaex ) €ntre la minima (Smax ) de las series de mediciones de cada dia

(Ecuacion 87) y se comparo con el valor critico tabulado

2
[ Smax
c 2

min
Ecuacion 87

Si el valor del cociente calculado (r.) es mayor que el valor critico con un 95% de confianza (rygs), se
dice que las varianzas no son homogéneas.

Se evalud la variabilidad de las absorbancias medias agrupadas por réplicas, preparaciones y dias
de medicién. Partiendo de la prueba de ANOVA, con las varianzas dentro de las réplicas, dias y
preparaciones, se determind la repetibilidad y la precisiéon intermedia de laboratorio por la
Ecuacion 89 y la Ecuacién 91.
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Ecuacion 88. Calculo de variacién de la repetibilidad

Donde:
SZ
r es la varianza en condiciones de repetibilidad

MS, es la varianza dentro de los grupos (réplicas dentro del mismo dia)

RSDA%]= V[_-1oo R.100

Ecuacion 89. Calculo de Ia variabilidad de la varianza en condiciones de repetibilidad

Donde:

RSDr[f/] . . . , ,
ol es la precision en condiciones de repetibilidad expresado como el desvio estandar

relativo en escala porcentual

2
S, es la varianza en condiciones de repetibilidad
X es la media de todas las determinaciones

MS, es la varianza dentro de los grupos (réplicas dentro del mismo dia)

MS, —MS,
n
Ecuacion 90. Calculo de la variacién entre los dias

S2 =

D

2
Sp es la varianza las mediciones entre los dias

MS

IVISRes la varianza dentro de los grupos (réplicas dentro del mismo dia)
n es el nimero de réplicas por dia (para el disefio propuesto n = 5)

\/S2 +S?
22 "' .00

RSD, [%] = X

Ecuacion 91. Calculo de la precision dentro del laboratorio en diferentes dias

D es la varianza entre los grupos (dias)

Donde:

RSD, M] es la precision en condiciones de reproducibilidad entre dias de medicion
SZ
D es la varianza las mediciones entre los dias

Sr es la varianza en condiciones de repetibilidad

X es la media de todas las determinaciones
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Intervalo de tolerancia

Se calculd el intervalo en el que se espera que al menos el 95% de las futuras medidas, en base al
sesgo y la precision que fueron calculados; no obstante, el intervalo calculado tomara como
supuesto un mismo numero de réplicas para el control rutinario y sélo dos factores, las réplicas y
los dias

Ecuacion 93. Limite superior del intervalo de tolerancia

g2 R+1
nR+1
Ecuacion 94
gl (R+1)°
ma] ()
nl | n
(p-1) pn

Ecuacion 95. Grados de libertad

_S
s

Ecuacion 96

R

Donde:

L, es el limite inferior del intervalo de tolerancia

Ls es el limite superior del intervalo de tolerancia

tg1,0,075 €5 el percentil 97,5% de la distribucidn t con grados de libertad gl
p es el nimero de dias

n es el nimero de réplicas por dia

Criterios de evaluacion

La evidencia de variabilidad significativa o no significativa en las medias de las mediciones entre
dias, preparaciones vy réplicas, asimismo, la evidencia de homocedasticidad o heterocedasticidad,
fueron tomados como factores decisivos para la valoracion de la capacidad y la normalizacién del
método desarrollado.
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, / . f .
Segun la guia de referencia se considera aceptable:

0,
e Un sesgo[/,] en un intervalo entre el +15% del valor consignado (£20% en los niveles
cercanos a los limites del rango de trabajo)

e Un RSD'{%] < 15% (< 20% en los niveles cercanos a los limites del rango de trabajo)

e Un RSD, [%]s 15% (< 20% en los niveles cercanos a los limites del rango de trabajo)

4.2.3.3. Estabilidad

Se evalud la estabilidad del analito en la matriz durante cinco dias consecutivos, repitiendo los
ciclos de congelamiento y descongelamiento, para evaluar el tiempo viable para obtener datos
reproducibles.

Las mezclas y soluciones preparadas para el ensayo de precision (M; y S;) fueron a su vez utilizadas
para evaluar la estabilidad. Los esquemas de preparacion son expuestos en la llustracion 9 e

Con la medicién registrada de cada alicuota en cada dia se construyeron graficos y modelos de
regresion. Considerando la posibilidad de un error por el desgaste del horno de grafito se hizo la
misma operacion con las absorbancias del calibrador mds cercano al promedio de las seiales de las
mezclas de prueba. Los calibradores son soluciones preparadas a diario, inmediatamente antes de
efectuar las mediciones.

El modelo de regresidn corresponde a una funcién de primer orden y se espera una pendiente
cercana o igual a cero y un el intercepto coincidente con la media de las absorbancias.

Se calcularon los coeficientes de regresion, y se comprobd una hipétesis nula para la pendiente que
fue evaluada mediante un test de student como estadistico de prueba

Dado un modelo

A=m-D+b
Ecuacion 97

Donde m es la pendiente, b el intercepto y D el dia de la medicién (D=1, 2, 3, 4, 5)

Se formulan las siguientes hipotesis

Ho:m=0
Hoam=#0

Estadistico de prueba

" Richtlinie der GTFCh zur Qualitdtssicherung bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen
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Ecuacion 98

El valor tex, se compara con el valor tabulado (tiab), twn €s correspondiente a N — 2 grados de
libertad con un nivel de 99% de confianza (a=0.01/2)

Se calculé también el valor de probabilidad de rechazar una hipdtesis nula verdadera (p) en
MINITAB®.

Se admite que la pendiente no difiere estadisticamente de 0 Si texp < twap Y P > 0,05 (95% de
confianza). También se observa si el intervalo de confianza incluye la pendiente cero.

Se verificd adicionalmente si existe una correlacidon significativa entre la sefial y el tiempo
transcurrido utilizando el coeficiente de correlacion (r) bajo las siguientes hipdtesis:

HoZI'=0
Harz0

El estadistico de prueba utilizado es el siguiente

. rl-\/n-2
exp \Iil—rz

Ecuacion 99

Se contrastd el valor tex, con el valor en tabla, con un 95% de confianza (ti.o/2; n-2). Se infiere que no
existe una correlacion significativa estadisticamente si texp < ttab

Las pendientes de las muestras de prueba también fueron contrastadas contra la pendiente del
calibrador de referencia, para evaluar si la tendencia de la respuesta de las muestras podria
deberse en parte al desgaste del horno de grafito. Para ello se efectud un test de medias pareadas,
sometiendo a prueba una hipdtesis nula de que las pendientes no difieren significativamente.

Ho: m1—mz=0
Himi—myz0

4.2.3.4. Recuperacion

La recuperacién total se define como la transferencia completa de los analitos de la matriz en la
solucién que deba medirse. Se determind la recuperacion a partir de una relacién de sefiales entre
una muestra biolégica fortificada y una misma cantidad de analito en solucién acuosa.

Para determinar la recuperacién de las muestras fortificadas se asumié que la medicién
espectrofotométrica representa una absorbancia total (A;) de todas las especies quimicas que
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absorben a las longitudes de onda programada, mayoritariamente aluminio elemental en estado
gaseoso. De manera que al comparar la matriz i fortificada con una cantidad x de aluminio patrén
con la matriz i sin fortificar, la Unica diferencia seria x. Esto es representado en las ecuaciones
siguientes

AT = Ay +As + Ag
Ecuacién 100
MiO
AT"® =Amrx + Abik
Ecuacién 101

AMiF
Donde "7 es la absorbancia total obtenida de la i-mezcla de matriz fortificada, que se compone

de la absorbancia propia de los componentes en la matriz biolégica (Awrx), la absorbancia del
patron agregado a la matriz bioldgica (As) y la absorbancia de los interferentes en el solvente (Agi)

MiOo
En tanto, A es la absorbancia total de la i-mezcla sin fortificar, que se compone de la
absorbancia del aluminio en la matriz bioldgica (Amrx) Yy la absorbancia proveniente de los

interferentes en la mezcla (Api)

La recuperacién se calcula a partir de la diferencia entre la alicuota fortificada y la alicuota sin
fortificar de cada i-mezcla, por medio de la Ecuacion 100 y la Ecuacién 101

AY™ —AYO = (Aprx +As + Ak ) —(Avx + Apik) = As
Ecuacion 102

En una solucién acuosa, procesada en las mismas condiciones, sujeta a las mismas condiciones ha
de producir una absorbancia total con los mismos interferentes exceptuando los contenidos en la
matriz bioldgica. Principalmente seria el resultado de las especies absorbentes provenientes de la
solucién patrdn y del blanco de solvente.

S
AT =Ag +Api
Ecuacion 103

Para obtener una sefial primordialmente influida por el patrén de referencia se resta un blanco de
solvente

s
At —Apk =(Ag +Ap)—Apik =As
Ecuacion 104

Con las aproximaciones expresadas en la Ecuacion 102 y la Ecuacion 104 puede efectuarse una
estimacion de la recuperacion
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MiF MiO M
AMIF_ A A
%R = %-100: is-loo
AT —Api Ag

Ecuacion 105

M
Donde A es la absorbancia atribuida al patrén de referencia recuperado de la mezcla con matriz

S
bioldgica; yAS es la absorbancia atribuida al patrén de referencia de la solucién acuosa.

Esta medicidon de absorbancia permite hacer una relacion sin tomar en cuenta las concentraciones
de todas las especies, que son sensibles a sus respectivos coeficientes de absorcion molar los
cuales de hecho seran desconocidos para cada matriz. Aunque A efectivamente no es de una
magnitud igual en las mezclas con matriz bioldgica y la solucién acuosa, las medidas de
aseguramiento para el experimento se orientaron con énfasis a minimizar su efecto.

Preparacion de soluciones y mezclas

Se prepararon dos muestras de contenidos gastricos afiadiendo 100 pL de solucién estabilizadora
(HCI 1% v acido citrico 50%) a 1,5 mL de cada espécimen y homogenizando en Vortex; se dividieron
cada una en dos alicuotas de 200 pL. Una alicuota de una de las mezclas se fortificéd con 200 pL de
solucidn de referencia de AICl; (1,001 g/L), para obtener una concentracion aproximada de AlCl; de
500 mg/L; una alicuota de la segunda mezcla se fortificé con 100 uL de la solucién de referencia y
se completd el volumen con 100 uL de solvente (HNO3 1% vy acido citrico 1%) para obtener una
concentracion aproximada de 250 mg/L; las alicuotas de muestra restantes fueron diluidas con 200
uL de solvente. Se prepararon dos soluciones acuosas con 200 pL y 100 pL de solucion de
referencia respectivamente y completando a 400 pL con porciones de 100 pL de solvente, para
obtener concentraciones de 500 mg/L y 250 mg/L. Todas las soluciones y mezclas fueron diluidas y
procesadas conforme al esquema mostrado en la llustracion 31. La guia de preparacién se
esquematiza en la llustracién 11

Tabla 14. Guia de preparacion de soluciones y mezclas para el ensayo de recuperacion del método

Volumen de Concentracion
Volumen de ., Volumen de Volumen total de . .
Id mezcla matriz (L) solucién de solvente (L) la mezcla (L) atribuida al patrén
referencia (uL) de referencia
M,0 200 0 200 400 0
M, F 200 200 0 400 500 mg/L
M,0 200 0 200 400 0
M,F 200 100 100 400 250 mg/L
S; 0 200 200 400 500 mg/L
S, 0 100 300 400 250 mg/L

Criterios de evaluacién
Segun la guia de referencia, se considera aceptable un promedio de recuperacién entre el 75% vy el

125%.
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llustracion 11. Esquema de preparacidn de soluciones y mezclas para el ensayo de recuperacién del
método

Transferir aproximadamente 1,5 mL
de la muestra seleccionada

‘ Agregar 50 uL estabilizador (HCI 1%/Ac. Cit. 50%)

Homogenizar la muestra en
agitador Vortex

Solucién de
referencia (SR)

MiF

200 pL muestra +n*100 S
ML SR + (2-n)*100 pL n*100 pL SR + (4-n)*100
solvente (HNO3 1%/Ac. uL solvente (HNOs 1%/

MO
200 pL muestra +200
uL solvente (HNOs; 1%/

Ac. Cit. 1%) Cit. 1%) Ac. Cit. 1%)
Transferir Transferir Transferir
25 uL 25 uL 25 uL
Diluir a Diluir a Diluir a
5mL 5mL 5mL
25 pL + 25 pL + 25 pL +
1,5 mL 1,5 mL 1,5 mL
(HNO; 1%/Ac. Cit. (HNO; 1%/Ac. Cit. (HNO; 1%/Ac. Cit.
1%) 1%) 1%)
Medicion EAA Medicion EAA Medicion EAA
AMIO AMiIF ASi
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4.2.3.5. Limites analiticos: Valor critico (LC), limite de deteccidon (LD) y limite de
cuantificacion (LQ)

Se calcularon los limites de decisién, deteccidon y cuantificacidon partiendo de experimentos en
blancos de solvente.

Limite de deteccion
Se determind el limite de deteccién partiendo de blancos de solvente y el modelo de calibracién,
para establecer la concentracion calculada maxima que puede ser atribuida al blanco de solvente.

Se efectud la medicion de 6 réplicas de blanco de solvente durante 5 dias consecutivos. Con estos
datos fue calculada la variabilidad tipica en condiciones de repetibilidad y de reproducibilidad
intermedia (entre dias), esta ultima tomada como la maxima imprecisién para establecer un limite
critico, expresado como absorbancia. Las desviaciones estandar en condiciones de repetibilidad y
precision entre dias fueron calculadas siguiendo el mismo procedimiento que My y So en las
pruebas de precision.

Se calculd el valor de respuesta critico como el limite superior del intervalo de confianza de la seiial

del blanco insertando en la Ecuacion 106 la absorbancia media Kb"‘ en condiciones de
reproducibilidad intermedia (entre dias)

ALC == Kblk +ICA

blk
Ecuacion 106

IC
Donde Aui es el intervalo de confianza estimado por la Ecuacidn 107 con un riesgo a = 0,05

ICA,, = t1-a;g1 " Shik
Ecuacion 107

Donde Sy es la desviacién estandar del blanco en condiciones de reproducibilidad entre dias y con
varias réplicas-

Se calculd el valor critico de concentracién que corresponde a A aplicando como funcién de
analisis la Ecuacion 108, donde los coeficientes utilizados corresponden a la curva de calibracion
elaborada en condiciones reproducibilidad entre dias. El resultado se identificé como C,.

(—b1+\/b12 b, (b, —A,_c))
2,

ch:

Ecuacion 108
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Partiendo de C,. se obtiene el limite de deteccion por medio de la Ecuacién 109, estableciendo un
riesgo B = 0,05

tn-11-p) 2
c=C_+_ LA
Lo Le 2- b2 . ch + bl \ R(t‘“d)

Ecuacion 109

2

s 2
R
Donde et

_c2 2
= SA(R) +Sm +SA(ch)

Limite de cuantificacion

C

El limite de cuantificacion se define como la concentracién minima ( @) que puede ser
determinada con una incertidumbre relativa especificada de los resultados del 33,3% (significancia:
99%),

Para calcular el limite de cuantificacion se requirié del factor K que se relaciona con el resultado
maximo aceptable de la incertidumbre relativa. Una incertidumbre relativa de 33,3% equivale a un
factork=3

La aproximacion del limite de cuantificacion se obtuvo multiplicando el valor critico de
concentracion (C.) por el factor k

CLQ :k'CLC

Ecuacion 110

El limite de deteccién se considera adecuado en tanto que no sobrepase el limite de decision
(significancia 1%). La estimacion del limite de decision (CCa) se detalla en los ensayos de
selectividad.

El limite de cuantificacidn se considera aceptable en tanto no supere el limite inferior nominal del
rango de calibracion.

4.2.3.6. Selectividad

La selectividad del método desarrollado se definié como la habilidad del mismo para discriminar
entre muestras negativas verdaderas (verdaderos negativos o vn) y positivas verdaderas
(verdaderos positivos o vp) en base a un limite de decisién. La determinacion cuantitativa de
aluminio elemental en contenido gastrico permite estratificar las muestras en dos categorias:
“muestras positivas” y “muestras negativas”. Es asi que el método de andlisis cuantitativo se
convierte al final en una prueba cualitativa. Las muestras fueron clasificadas en tres grupos:

VERDADEROS NEGATIVOS (VN2): muestras cuya historia médico-legal y las pruebas realizadas
indican que la causa de muerte fue ajena a intoxicaciones por ingestion de fosfuro de aluminio
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VERDADEROS POSITIVOS (VP): muestras cuya historia médico-legal afirma que la causa de muerte
fue puntualmente una intoxicacion por ingestién de tabletas de fosfuro de aluminio, sumado a esto
las pruebas realizadas confirman este hecho

POSIBLES FALSOS NEGATIVOS: muestras cuya historia médico-legal refieren ingesta de fosfuro de
aluminio pero los ensayos de laboratorio dieron resultados negativos. Existe en estas muestras una
probabilidad de falsos negativos clinicos o analiticos, incluso debido al procedimiento de
recoleccion y preservacion preanalitica. Estas muestras Unicamente fueron contrastadas sin ser
referentes para establecer el limite de decision.

Para evaluar la selectividad del método fue necesario primero establecer un limite de decisién
(CCa) por un método estocastico, como parte de la etapa de desarrollo.

Validacién del limite de decisién

Para validar el limite de decision fueron seleccionadas seis muestras independientes, identificadas
como grupo VN2 sin relacion con las utilizadas en los ensayos para el cdlculo de limite de decisién.
Estas muestras tienen una historia médico legal en la que se descarta la ingesta de fosfuro de
aluminio.

De estos especimenes tres fueron acidificados con 100 pL de solucién de acido clorhidrico (3 M)
con el objeto de incluir un efecto de especiacién del aluminio, ya que el pH de los contenidos
estomacales tiende a incrementar durante el almacenamiento.

Estas muestras fueron dividas en dos alicuotas cada una. Una alicuota de cada espécimen fue
fortificada con distintas cantidades de formulacion de fosfuro de aluminio, elaborando un conjunto
de muestras positivas sintéticas; sumado a estas se incluyeron cuatro especimenes reales
clasificados como verdaderos positivos (VP).

Las alicuotas restantes se dejaron sin alteracion, para conformar un grupo de muestras negativas.
Este grupo fue identificado como VN, (verdaderos negativos de cotejamiento)

Tabla 15. Guia de preparacion de muestras positivas y muestras negativas verdaderas

Volumen Cantidad
ID muestra De écid\c:célll;rrﬁgrico 3M inicial adicionada de all'cltlj)ota finalvc?eluarlrl"ce:ota*
de alicuota | AIP en tableta (pulverizado)
M1 100 pL 1,0 mL 24,8 mg MP1 1,5mL
1,5mL | - MN1 1,5mL
M2 1,0 mL 28,1 mg MP2 1,5mL
1,5mL | - MN2 1,5mL
M3 100 pL 1,0 mL 45,6 mg MP3 1,5mL
1,5mL | - MN3 1,5mL
M4 1,0 mL 45,6 mg MP4 1,5mL
,5mL | - MN4 1,5mL
M5 100 pL 1,0 mL 70,2 mg MP5 1,5mL
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Volumen Cantidad
Volumen s .. ID Volumen
ID muestra L . s inicial adicionada de , ) ,
De acido clorhidrico 3M , . alicuota final de alicuota*®

de alicuota | AIP en tableta (pulverizado)
1,5mL | - MN5 1,5mL
M6 1,0 mL 77,1 mg MP6 1,5mL
1,5mL | - MN6 1,5mL

*el volumen de las alicuotas fue completado con el mismo espécimen

Estos juegos de muestras fueron categorizados a priori como verdaderos positivos y verdaderos
negativos.

Las muestras fueron tratadas como se indica en el llustracién 31 y se efectuaron las mediciones
espectrofotométricas para calcular la concentracién de aluminio elemental de cada una.

Se repitio el experimento de simulacion descrito anteriormente, utilizando la Ecuacién 42, con el
grupo VN,. En esta simulacién se programd el software para identificar y contabilizar las
concentraciones por encima del limite de decision. De igual forma se procesaron las muestras
positivas verdaderas (VP) con la diferencia de que se programé el limite de decision como limite
inferior de la poblacidon. Las muestras fueron de esta manera identificadas a posteriori como
“negativas” o “positivas” en base al limite de decisidon, generando una poblacién del al menos
10000 datos de cada grupo.

Cotejando los datos experimentales contra el conocimiento previo se construyd una tabla de
contingencia donde se contrastan: el numero de muestras negativas verdaderas que son
identificadas como tales (vn), siendo que la concentracién calculada es menor al limite de decision;
el nimero de muestras negativas verdaderas que son identificadas como positivas al superar el
limite de decisidn y son clasificadas como falsos positivos (fp); el nUmero de muestras positivas
verdaderas que se identifican de esta manera (vp), cuyas concentraciones sobrepasan al limite de
decisidn, siguiendo el procedimiento de ensayo; y el nimero de muestras positivas verdaderas
cuyas concentraciones calculadas fueron menores al limite de decisidn, siendo estas muestras
clasificadas como falsos negativos (fn)

Tabla 16. Tabla de contingencia para contratar datos a priori contra informacién a posteriori
Datos a posteriori (usando CCa)

NEGATIVO POSITIVO TOTAL
Dat o i6n/ histori NEGATIVO vn fp vn +fp
atos a priori ’(p.reparaaon istoria POSITIVO fn v ot vp
médico legal)
TOTAL vn + fn fo+vp T

Con los datos obtenidos se calcularon los siguientes pardmetros cualitativos de desempeiio
relacionados de la selectividad:

indice de falsos positivos
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La probabilidad de que una muestra de prueba a priori negativa, sea clasificada como positiva por
el método

_
vp+fp
Ecuacion 111

rfp

indice de falsos negativos
La probabilidad de que una muestra de prueba a priori positiva, sea clasificada como positiva por el
método

_ fn
vp+fn
Ecuacion 112

Ffn

Sensitividad [%]
La probabilidad, para una concentracién dada, de que el método clasifique una muestra positiva
verdadera como tal, expresada en términos porcentuales

vp

————-100
vp+fn

sensitivid ad[%] =

Ecuacion 113

Especificidad [%]
La probabilidad, para una concentracién dada, que el método clasifique una muestra negativa
verdadera como tal, expresada en términos porcentuales

Especifici dad[%] = v 100
vn+fp

Ecuacion 114

Eficiencia
La capacidad del método para clasificar muestras negativas y positivas verdaderas como tales,
expresada como una probabilidad en términos porcentuales

vn+vp o

Eficiencia [%] = 00

Ecuacion 115
Criterios de evaluacién
Se considera que el método tiene una selectividad adecuada con una probabilidad de falsos

positivos menor al 5% y un riesgo de falsos negativos menor al 5%. La sensitividad y especificidad
deben ser mayores o iguales al 90%, y la eficiencia no menor al 95%
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5. RESULTADOS

5.1. Pruebas de desarrollo

5.1.1. Pruebas experimentales previas

Seleccion de longitud de onda
Realizados los ensayos se obtuvieron como resultados los siguientes:

Tabla 17. Disefio experimental y resultado de la calibracion automatica (realizada por el instrumento)

Codigo experimental Anchoderanura  Longitud de onda  CALIBRACION AUTOMATICA
EXP1.1.1 0.2nm 309.3nm Sl
EXP1.1.2 0.2nm 396.2nm NO CALIBRADO
EXP1.1.3 0.5nmR 309.3nm Sl
EXP1.1.4 0.5nmR 396.2nm NO CALIBRADO
EXP1.1.5 0.5nm 309.3nm Sl
EXP1.1.6 0.5nm 396.2nm NO CALIBRADO
Tabla 18. Factores de curvatura y coeficientes de calidad de la curva calculados
C (ug/L) EXP1.1.1 EXP 1.1.2 EXP1.1.3 EXP 1.1.4 EXP 1.1.5 EXP 1.1.6
0 0.1754 0.5672 0.2418 0.3685 0.2245 0.2777
50 0.2872 0.2657 0.3654 0.2685 0.5597 0.4165
150 0.6905 0.551 0.6416 0.7076 0.7628 0.6488
300 0.9073 1.151 0.8974 1.1736 0.9976 0.8628
500 1.0833 1.6087 1.0806 1.7767 1.1459 1.0722
Q 0.0361 -0.6044 -0.0666 -0.4506 0.1005 -0.1200
%QC 12.41 47.64 3.02 33.49 20.57 2.90

A 396,2 nm se observan curvaturas que tienden a ser convexas en tanto los mejores
coeficientes fueron encontrados a 309,3 nm (excepto en el experimento 1.1.6). Considerando
ambos aspectos y que el rango de interés del analito en la muestra se espera es alto, se
prefiere desarrollar el método con una longitud de onda de 309,3 nm

Rango de trabajo
Al realizarse los ensayos el primero conjunto de calibradores no proporciond resultados
aceptables. Esto indica que el Laboratorio Quimico Toxicolégico no tiene capacidad de

efectuar determinaciones a bajas concentraciones.

De los otros conjuntos se obtuvieron los siguientes resultados:
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Tabla 19. Absorbancias entre 10 y 100 microgramos por litro

ABSORBANCIAS

Concentracién (pg/L) EXP1.3.1 EXP1.3.2 EXP13.3 EXP1.3.4

10 -0.0275 0.0495 0.0606 0.0474

20 0.252 0.0999 0.1057 0.0917

50 0.1464 0.2216 0.2205 0.2071

80 0.2558 0.3268 0.3131 0.3096

100 No calibra 0.3866 0.3637 0.3657

Qexe 0.15826 0.02120 0.05396 0.00754

Tabla 20. Absor|

bancias entre 100 y 1000 microgramos por litro

ABSORBANCIAS

Concentracién (pg/L) | EXP1.4.1 EXP1.4.2 EXP1.4.3 EXP1.4.4
100 0.5072 0.4764 0.5159 0.4624
200 0.7627 0.7282 0.7027 0.6625
500 1.0464 1.0344 0.9977 0.9641
800 1.2536 1.2125 1.1513 1.134
1000 1.3555 1.3141 1.2745 1.2313
Qexe 0.27841 0.32879 0.24212 0.29371

Se demostrd capacidad para efectuar ensayos en un rango de concentracion de 10 pg/L a

1000 pg/L.

Se decide efectuar el desarrollo del ensayo dentro del segundo rango de trabajo, al ser
demostrado una factibilidad para operar en esos niveles de concentracion y estimando una
mayor proximidad con el rango esperado en las muestras reales.

Ancho de ranura en rendija del monocromador
Se hicieron barridos espectrales variando el ancho de ranura de la rendija del monocromador

llustracion 12 Barrido espectral con ancho de ranura de 0,5 nm

Intens, _No existen datos
1,00

0,00]

0,10

I R

T T
300.0 3050
Zoom

T
3100
Longitud de onda (nm)

T
315,0

llustracion 13 Barrido espectral con ancho de ranura de 0,2 nm

1
3200
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Intens. _No existen datos

1,00

OOO,A—,gmu_g )
Zoom 3—oc_s?memnner 5050 Longitud de anj::::n) o0 __Aumescsl.’ar.i‘f)lgv0
llustracion 14. Barrido espectral con ancho de ranura de 0,5 nmR
0 AT e
Se seleccionaron para el estudio experimental 0,2 nmy 0,5 nm.
5.1.2. Optimizacion del método sobre asintotismo
Tabla 21. Absorbancias obtenidas en el experimento 1.5
ABSORBANCIAS |
Curvas de adicion patrén

Concentracion (ue/L) 1.5.1 1.5.2 1.5.3 1.5.4 1.5.5 1.5.6 1.5.7 1.5.8

0 0.2677 | 0.2287 | 0.1722 | 0.3162 | 0.3905 | 0.3347 | 0.2241 | 0.408

1 1.0186 1.0623 | 1.0091 | 1.1912 | 1.4717 | 1.2048 | 1.207 | 1.2305

2 1.3507 1.3013 | 1.4381 | 1.5215 | 1.5509 | 1.4924 | 1.5188 | 1.5573

3 1.6308 1.6474 | 1.8041 | 1.7773 | 1.8352 | 1.7148 | 1.8097 | 1.7315

4 1.805 1.6843 | 2.0244 | 1.8748 | 1.9688 | 1.8152 | 2.0968 | 1.9283

R? 0.9917 | 0.9815 | 0.9956 | 0.9878 | 0.9308 | 0.9817 | 0.9759 | 0.9808

BO 0.3050 | 0.2732 | 0.2045 | 0.3628 | 0.4980 | 0.3890 | 0.2999 | 0.4622

B1 0.7131 | 0.7743 | 0.8203 | 0.8359 | 0.8349 | 0.8056 | 0.8384 | 0.7553
B2 -0.0861 |-0.1062 | -0.0926 | -0.1164 | -0.1207 | -0.1146 | -0.1009 | -0.1003

QEXP 0.4671 | 0.6073 | 0.4115 | 0.6286 | 0.6859 | 0.6604 | 0.4641 | 0.5663

%QC 11.86 16.78 14.50 12.64 24.21 14.10 | 26.36 12.21
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Al realizar el cdlculo matricial para estimar el valor de los coeficientes b2, b1, b0 y sus interacciones
en relacion a Q y %QC respectivamente se obtienen los siguientes resultados

Qexp Prediccion de Q %QC Prediccion %QC

1.5.1 0.4671 0.4734 11.86 12.20
1.5.2 0.6073 0.6009 16.78 16.44
153 0.4115 0.4052 14.50 14.15
154 0.6286 0.6350 12.64 12.98
155 0.6859 0.6795 24.21 23.87
1.5.6 0.6604 0.6668 14.10 14.44
1.5.7 0.4641 0.4704 26.36 26.71
158 0.5663 0.5600 12.21 11.87

MIN 0.4115 0.4052 11.9 11.8685

MAX 0.6859 0.6795 26.4 26.7078

COEFICIENTES DE SENSIBILIDAD DE LAS MATRIZ EXPERIMENTAL Y SIGNIFICANCIA
ASOCIADA

COEFICIENTES Q %Pq %QC %Pqci00
b0 0.5614 99.28 16.5827 98.68
bl -0.0328 87.79 -2.6387 91.74
b2 0.0438 90.81 0.1547 26.87
b3 -0.0543 92.57 2.6500 91.77
b12 -0.0352 88.61 0.2215 36.38
b13 -0.0351 88.57 -3.4169 93.60
b23 0.0256 84.47 -1.9 89.08

Con los coeficientes del modelo experimental se calcularon las predicciones para Qy %QV

Tabla 22. Predicciones de Q y %QC para cada experimento

Q exp Prediccion de Q %QC Predicciéon %QC
151 0.4671 0.4734 11.86 12.20
1.5.2 0.6073 0.6009 16.78 16.44
1.5.3 0.4115 0.4052 14.50 14.15
154 0.6286 0.6350 12.64 12.98
1.5.5 0.6859 0.6795 24.21 23.87
1.5.6 0.6604 0.6668 14.10 14.44
1.5.7 0.4641 0.4704 26.36 26.71
1.5.8 0.5663 0.5600 12.21 11.87
MIN 0.4115 0.4052 11.9 11.8685
MAX 0.6859 0.6795 26.4 26.7078

Se grafico la relacidn de los factores experimentales y la curvatura
combinaciones las que se aproximen al centro 0 del grafico

. Serian consideradas las mejores
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lustracion 15

Resultados experimentales y Prediccién de Q

1.5.1

&

155

< Prediccion de Q @ Qexp

llustracion 16. Relacion de %QC y las combinaciones experimentales

30.00

m%ac

25.00 m Prediccion %QC
20.00
10.00
5.00
0.00
1 2 3 6 7 8

4 5
Experimentos (EXP 1.5)

%ac
o
Qo
o

Se elaboraron graficos de superficie de respuesta de Q y %QC en funcidn de los experimentos

llustracion 17

Diagrama de superficie de respuesta de la relacién de Qy %QC en cada experimento

Experimento

El gréfico sugiere que en los experimentos 1.5.5 en adelante incrementa el riesgo de valores %QC
inaceptables y a medida que la curvatura sea reducida.
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Del andlisis realizado se selecciona la combinacién 1.5.1 como la mas adecuada para el propdsito

establecido.

5.1.3. Evaluacidn del efecto de matriz
Se elaboraron curvas de adicion patrén (AE) con seis especimenes de contenido gastrico diferentes
y fueron cotejadas con una curva de calibracién en solucién acuosa (EA). Se obtuvieron los
siguientes resultados

Tabla 23. Mediciones espectrofotométricas de Aluminio en muestras bioldgicas y solucién acuosa

DATOS EXPERIMENTALES

Api 0.1387 Absorbancias de alicuotas sin fortificar
Concentracién de Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
patron Patrén acuoso Bioldgica Bioldgica Bioldgica Bioldgica Bioldgica Bioldgica
adicionado 1 2 3 4 5 6
CADD EA M10 M20 M30 M40 M50 M60
0 0.1863 0.1774 0.0939 0.1801 0.1784 0.1104 0.0997
10 0.2587 0.2836 0.2632 0.3068 0.2535 0.2633 0.2541
20 0.3545 0.3645 0.3515 0.4083 0.3883 0.3685 0.3629
30 0.4127 0.4507 0.4359 0.4525 0.4636 0.4301 0.4160
40 0.4720 0.4789 0.5152 0.4932 0.4865 0.4763 0.5008
b2 -0.00005 -0.00011 -0.00013 -0.00016 -0.00012 -0.00018 -0.00014
bl 0.00908 0.01201 0.01541 0.01427 0.01295 0.01633 0.01521
b0 0.18265 0.17547 0.10261 0.18104 0.16539 0.11329 0.10604
Absorbancias de alicuotas fortificadas Absorbancia
Concentracion Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra (Toe;i
de patron Bioldgica Bioldgica Bioldgica Bioldgica Bioldgica Bioldgica las
adicionado 1 2 3 4 5 6 muestras)
CADD M1F M2F M3F MA4F M5F M6F (AE)
0 0.2569 0.2486 0.2478 0.2513 0.1900 0.1679 0.1835
10 0.3659 0.3475 0.3479 0.3467 0.2826 0.2906 0.3005
20 0.4402 0.4096 0.3975 0.4374 0.3834 0.3883 0.3917
30 0.4767 0.4628 0.4786 0.4881 0.4378 0.4572 0.4542
40 0.5125 0.5017 0.5329 0.5496 0.5298 0.5220 0.5083
b2 -0.00013 -0.00009 -0.00004 -0.00008 -0.00003 -0.00010 -0.00011
bl 0.01148 0.00990 0.00873 0.01046 0.00971 0.01288 0.01244
b0 0.25973 0.25133 0.25217 0.25162 0.19096 0.16958 0.18494
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CURVAS DE CALIBRACION DE ADICION PATRON Y CALIBRACION ACUOSA EN SEIS MUESTRAS BIOLOGICAS

INDEPENDIENTES

llustracion 18 Curvas de calibracién de adicion patrén y en solucién acuosa MUESTRA BIOLOGICA 1

0.60

0.50 -

0.30

Abosrbancia (A/s)

0.00

0.20 |

M1F:A=-0.0001C?+0.0115C+ 0.2597

M10
R?=0.9966
M10: A =-5E-05C3 + 0.0091C + 0.1826 EA
R?=0.9964
EA:A=-0.0001C*+ 0.012C+ 01755 e M1F
R?=0.9962

M1F: muestra fortificada con 0,4 mg de aluminio

10 20 30 40 50

Concentracién de Aluminio patrdn adicionado (mg/L)

llustracién 19 Curvas de calibracién de adicién patrén y en solucién acuosa MUESTRA BIOLOGICA 2

0.50 +

< it
< : M20:A=-0.0001C? + 0.0154C + 0.1026 EA
£ 030 - R?=0.9937
5
3 EA: A =-5E-05C2+ 0.0091C + 0.1826
5 R?=0.9964 m20
4 020 -
< B
M2F:A=-9E-05C2+0.0099C+ 02513 ......... NI2F
. R?=0.0983
0.10 =
M2F: muestra fortificada con 0,4 mg de aluminio
0.00 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracién de Al adicionada (mg/L)

llustracién 20 Curvas de calibracién de adicion patrén y en solucién acuosa MUESTRA BIOLOGICA 3

0.60 4

0.40 -

0.30 +

0.00

M3F: A=-4E-05C+0.0087C+ 0.2522

R?=0.9932 EA
M30: A =-0.0002C2+ 0.0143C+ 0.181
R*=0.9976 M30

EA:A =-5E-05C?+0.0091C+0.1826
R?=0.9964

M3F:muestra fortificada con 0,25 mg de Aluminio
T

10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracion de Al adicionada (mg/L)
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llustracién 21 Curvas de calibracién de adicion patrén y en solucién acuosa MUESTRA BIOLOGICA 4

0.60 -

0.50
= 040 -
=z
= MA4F: A=-8E-05C2 + 0.0105C+ 0.2516 EA
S R?=0.9977
2 030
B .
5 M40:A=-0.0001C*+0.0129C + 0.1654 _____ M40
2 R?=0.9793
< 0.20 -

i EAzA=-5E-05C2 + 0.0091C + 0.1826 =---=---- M4F
R!=0.9964
0.10 4
M4F: muestra fortificada con 0,25 mg de Aluminio
0.00 T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracion de Aladicionada {mg/L)

llustracién 22 Curvas de calibracién de adicién patrén y en solucién acuosa MUESTRA BIOLOGICA 5

0.60
-
0.50
__ 040
Q3
3
<
S MSF: A =-3E-05C2 + 0.0097C+ 0.191
S 1A =-3E-05C2+ 0. +0. EA
5 030 R?=0.9949
2
I
2z M50:A=-0.0002C + 0.0163C= 0.1133 +seseen MISF
. 2
T g0 L R?=0.9987
//
o EA:A = -SE-05C7 + 0.0091C + 0.1826 —~~—— M50
7 RZ=0.9964
0.10
MS5F: muestra fortificada con 0,1 mg de Aluminio
0.00 T T T

T 1
0 10 20

30 40 50
Concentracion de Al adicionada {mg/L)

llustracién 23 Curvas de calibracién de adicion patrén y en solucién acuosa MUESTRA BIOLOGICA 6

0.60 4

0.50 -
- 040 -
<
< MGF: A = -0.0001C* + 0.0129C + 0.1696 EA
3 R?=0.9993
£ 030 4
=]
S MG0:4=-0.0001C: + 0.0152C - 0106 M6E0
2 R?=0.0024
=]
< 020 | .

T EA: A =-5E-05C7 + 0.0091C + 0.1826
% o o ceveeeees MGF
0.10 4
MG6F: muestra fortificada con 0,1 mg de Aluminio
0.00 T T T T .
0 10 20 30 40 50

Concentracion de Aladicionada {mg/L)

Pruebas estadisticas

Se efectud una prueba de Fisher para las varianzas residuales de cada curva en contraste a la curva
de calibracién acuosa
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Tabla 24. Pruebas de contrastes de significancia para las varianzas residuales de las curvas de adicién patron

sA2 Fexp sA2 Fexp

EA 9.5865E-05 Anedia (AE) 1.9008E-05 | 5.043
M10 0.00011644 | 1.215 M1F 6.9343E-05 | 1.382
M20 0.00033183 | 3.461 M2F 3.3233E-05 | 2.885
M30 7.625E-05 1.257 M3F 0.00016869 | 1.760
M40 0.00074226 | 7.743 MA4F 6.4964E-05 | 1.476
M50 5.6313E-05 | 1.702 M5F 0.00018043 | 1.882
M60 0.00036667 | 3.825 MG6F 2.7642E-05 | 3.468

Ftabla 19.0

La prueba de homogeneidad para las varianzas residuales demuestra que la matriz no tiene un
efecto significativo sobre la variabilidad del sistema de mediciones

Se realizé el contraste de la magnitud de la sefiales entre una solucién acuosa y las matrices
biolégicas. Para ello se trataron los seis sistemas de adicidon patrén como una sola curva de

calibracién

llustracion 24. Curva de adicién de patrén combinada (doce sistemas de calibracion)

ABSORBANCIA (A/s)
© ° ©
—_ N w
S} =} =}

©
=3
=3

[=]
N
o

CURVA DE ADICION PATRON (ALUMINIO EN CONTENIDO GASTRICO)

A=-0.00011-C? +0.0124-C + 0.1849
R?=0.999

10 20 30 40 50

Concentracién de Al adicionado (mg/L)

llustracion 25. Comparacién de curva de calibracion en medio acuoso y curva combinada de adicién de patrén

o
N
o

0.60

0.50 A=-0.000-C2+0.012-C+0.184

0.40

Absorbancia (A/s)
o
w
o

et

Adicidn de estandar

2
R?=0.999 a

B
Estandaracuoso:

A=-5E-05-C?+0.009-C+ 0.182
R%=0.996

0 10 20 30 40 50
Concentracion de Al adicionado (mg/L)
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Se verificd si la regresidon de las mediciones obtenidas por adicién estandar (AE) contra las
obtenidas con soluciones estandar acuosas (EA) tiene un modelo lineal de primer orden, donde la
pendiente esigual a 1y el intercepto esiguala 0

A,=m-A_ +a
Dado el modelo: " 4 EA

Las hipotesis para la pendiente son: Las hipdtesis para el intercepto son:

Hp:m=1
Hi:m=z1

He:a=0
H.:az0

Tabla 25. Calculos de regresion y comprobacion de supuestos

Absorbancia EA | Absorbancia AE Sa/m2 0.00180
0.1863 0.1835 Sa/m 0.04238
0.2587 0.3005 HO:m=1
0.3545 0.3917 texp (M) 0.6000
0.4127 0.4542 tes (M) | 7.4533
0.4720 0.5083 Pexp (M) 0.5908

m 1.1103 HO:a=0

a -0.0064 texp (a) -0.0984
Sm 0.18389 b (3) 7.4533
S, 0.06478 Pexp (@) 0.9278

Las pruebas estadisticas permiten inferir que existe una relacién lineal entre ambas seinales y por lo
tanto el efecto de la matriz bioldgica es poca significativa. Pero al graficar los resultados y realizar
un examen de los residuales proveyeron nuevos elementos para considerar un efecto sistematico
de la matriz sobre la medicién.

llustracion 26. Modelos de correlacion de Absorbancias de patrones acuosos vrs. Adicion patrén.

0.55

0.50 e

’/

0.45 ol

0.40 y=1.1103x-0.0064
N / R*=0.9881
s 035 o
@ =
E 030 0
S o2s "
& /'
£ 020 P
: i
g 015 s
< 0.10 S

e y=-1.2561x2+1.9334x-0.1278
0.05 2o 0.
/ ) R?= 0.9961
0.00 : : : : .
0.00 0.10 0.20 030 0.40 0.50
Absorbancia en solvente acuoso

Al realizar el andlisis de residuales se verifica que el modelo lineal no es mds adecuado que otro
modelo, como un modelo cuadratico. El grafico de residuos en funcidn de la respuesta muestra una
tendencia tipica de correlaciones no lineales.

llustracion 27
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Andlisis de residuales para un modelo lineal para evaluacién de efecto de matriz

Grafico de probabilidad normal de residuales Grafico de residuales en funcién de valores graficad|
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llustracion 28

Andlisis de residuales para un modelo cuadrético para evaluacién de efecto de matriz

Grafico de probabilidad normal de residuales Grafico de residuales en funcion de valores graficad
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Se efectud un test de Mandel para comprobar el modelo que explica con mas precision el efecto de
matriz en la magnitud de la seial de absorbancia.

Tabla 26. Test de Mandel para curva de efecto de matriz

Modelo lineal VP 40.1408
Sa/m2 I 0.00180 Fiab (95%) 18.51
Modelo cuadratico p 0.0240
Swe_ | 0.00013 <0.05

Con un 95% de confianza se rechaza la hipdtesis de que el efecto de la matriz bioldgica en la
variabilidad de la magnitud de la absorbancia se explica mejor por un modelo lineal simple en
contraste a un modelo cuadratico.

Una tendencia no lineal pero si proporcional indica un error sistematico por efecto de la matriz. Se
procedioé a desarrollar un modelo que permita el ajuste por efecto de matriz.

Modelo de ajuste por efecto de matriz

Se estimo el factor de ajuste por efecto de matriz (factor de recuperacion) en cada nivel de adicién,
para cada curva, relacionando la sensitividad del sistema de adicidn patrén con la sensitividad del
sistema de calibracién acuosa del respectivo nivel. La Tabla 27 muestra los datos y su

Pagina 119 de 157



MAESTRIA EN QUIMICA APLICADA AL ANALISIS Y GESTION DE LA CALIDAD
DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO DE DETERMINACION DE ALUMINIO EN CONTENIDO GASTRICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA ELECTROTERMICA, PARA LA CONFIRMACION DE INTOXICACIONES POR
FOSFURO DE ALUMINIO

Carlos Ivan Roque

procesamiento para obtener una serie de factores de correccién aplicando la Ecuacién 31.
Ploteando los factores de correccion combinados de una serie de seis especimenes independientes
en funcién de la concentracidn de analito adicionado se obtiene un modelo que se influye por la
mayor cantidad de variantes provocadas por la matriz bioldgica que fue posible. Se construyé
entonces una curva de ajuste en condiciones de reproducibilidad por variacién del efecto de matriz
(muestras independientes). El modelo resultante se muestra en la Ecuacién 116

FR=-0.00022276-C* - 0.00852853-C + 1.36764562
Ecuacion 116. Modelo de regresién para calcular el ajuste por efecto de matriz

Este modelo serd aplicado insertando en el mismo la concentracién (C) calculada por la Ecuacién
85, antes de introducir el factor de dilucién (FD) y su factor de ajuste (Fp). Se obtiene asi el factor de
ajuste por efecto de matriz que se introduce en la funcidn de analisis para completar la operacién.

En la llustracidén 29 se muestra la curva de regresidn obtenida, con su intervalo de prediccion
calculado con un 95% de confianza. La construccién de este grafico con muestras independientes
permitiria abracar la mayor variabilidad posible, alin asi se verifico que el sistema es
homocedastico

llustracion 29. Curva de regresion de factores de ajuste por efecto de matriz, con su corredor de errores
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Tabla 27. Datos para el calculo modelo de ajuste por efecto de matriz

CADD EA M10 M20 M30 M40 M50 M60 M1F M_2F M3F MA4F MSF M6F Anedia (AE)
0 0.1863 | 0.1774 | 0.0939 | 0.1801 0.1784 | 0.1104 | 0.0997 0.2569 0.2486 | 0.2478 | 0.2513 0.19 0.1679 0.1835
10 0.2587 | 0.2836 | 0.2632 | 0.3068 0.2535 | 0.2633 0.2541 0.3659 0.3475 0.3479 | 0.3467 | 0.2826 0.2906 0.3005
20 0.3545 | 0.3645 | 0.3515 | 0.4083 0.3883 | 0.3685 0.3629 0.4402 0.4096 | 0.3975 | 0.4374 | 0.3834 0.3883 0.3917
30 0.4127 | 0.4507 | 0.4359 | 0.4525 0.4636 | 0.4301 0.416 0.4767 0.4628 | 0.4786 | 0.4881 | 0.4378 0.4572 0.4542
40 0.4720 | 0.4789 | 05152 | 0.4932 0.4865 | 0.4763 0.5008 | 0.5125 0.5017 | 0.5329 | 0.5496 | 0.5298 0.522 0.5083

2:b, -0.00009 | -0.00022 | -0.00026 | -0.00033 | -0.00023 | -0.00037 | -0.00028 | -0.00026 | -0.00018 | -0.00009 | -0.00015 |-0.00007 | -0.00021 -0.00022

by 0.00908 | 0.01201 | 0.01541 | 0.01427 | 0.01295 | 0.01633 | 0.01521 | 0.01148 | 0.00990 | 0.00873 | 0.01046 | 0.00971 | 0.01288 0.01244

COEFICIENTES DE SENSIBILIDAD (PENDIENTES E)

0 0.0091 0.0120 | 0.0154 | 0.0143 | 0.0129 | 0.0163 | 0.0152 | 0.0115 | 0.0099 | 0.0087 | 0.0105 | 0.0097 0.0129 0.0124
10 0.0082 | 0.0099 | 0.0128 | 0.0110 | 0.0106 | 0.0127 | 0.0124 | 0.0089 | 0.0081 0.0079 | 0.0089 | 0.0090 0.0108 0.0102
20 0.0073 | 0.0077 | 0.0102 | 0.0077 | 0.0083 | 0.0090 | 0.0096 | 0.0062 | 0.0062 | 0.0070 | 0.0074 | 0.0083 0.0087 0.0080
30 0.0063 | 0.0055 | 0.0075 | 0.0044 | 0.0059 | 0.0053 | 0.0069 | 0.0036 | 0.0044 | 0.0062 | 0.0058 | 0.0077 0.0067 0.0058
40 0.0054 | 0.0034 0.0049 | 0.0012 | 0.0036 | 0.0016 | 0.0041 0.0010 | 0.0025 | 0.0053 | 0.0043 | 0.0070 0.0046 0.0036

FACTOR DE AJUSTE POR EFECTO DE MATRIZ (Relacién de pendientes FR=E ¢/Eca)

0 1.000 1.323 1.697 1.572 1.426 1.799 1.676 1.265 1.090 0.961 1.152 1.070 1.419 1.37
10 1.000 1.207 1.565 1.346 1.299 1.550 1.522 1.084 0.987 0.964 1.092 1.106 1.324 1.25
20 1.000 1.062 1.400 1.064 1.139 1.239 1.329 0.857 0.857 0.966 1.017 1.151 1.206 1.11
30 1.000 0.875 1.187 0.701 0.934 0.838 1.081 0.566 0.690 0.970 0.921 1.209 1.054 0.92
40 1.000 0.625 0.902 0.215 0.659 0.303 0.750 0.176 0.466 0.974 0.792 1.287 0.850 0.67

Tabla 28. Componentes de la variabilidad del sistema
Caoo | Fored | Sem’ | Seiton media S’ Sotal | 1Crpreg LIF LSF Sb2
0 1.3676 | 0.0001 0.000131 0.074055 0.074271 | 0.8621 0.5055 2.2298 8.53405E-08
10 | 1.2601 | 0.0001 | 0.000117 0.047163 | 0.047365 | 0.6885 | 0.5716 | 1.9485 Sbl
20 1.1080 | 0.0001 0.000096 0.029178 0.029359 | 0.5420 0.5659 1.6500 3.33811E-06
30 0.9113 | 0.0001 0.000070 0.040735 0.040889 | 0.6397 0.2716 1.5510 Sbho
40 0.6701 | 0.0001 0.000038 0.108512 0.108635 | 1.0426 | -0.3726 1.7127 2.37578E-05
Fexp 1.463 RSDI(Crnedia) [%] 0.0077
Frag(a=0,01) 10.967 RSDR(Credia) [%] 0.0077

Pdagina 121 de 157




5.1.4. Evaluacion del efecto de la dilucion

Se determind una funcién de ajuste para corregir la no linealidad de las diluciones previas, no
incluidas en el sistema de calibradores.

El factor de correccién por dilucién se calculé por medio de un modelo polinomial de segundo
orden que correlaciona este factor de ajuste con el factor de dilucidn tedrico. Se prepararon las
diluciones de prueba conforme al procedimiento expuesto y se registraron las absorbancias. Se
desarrollé un modelo lineal simple y un modelo cuadratico como alternativo. Se verificaron los
supuestos para el modelo de regresion lineal simple (RLS). Los datos obtenidos se presentan en la

Tabla 29
Tabla 29. Datos experimentales
FDreorico Absorbancia (A/s) FDexp pFD LogA
5 1.8733 1.00 -0.6990 0.2726
500 1.1731 1.60 -2.6990 0.0693
5000 0.3706 5.05 -3.6990 -0.4311
16000 0.3152 5.94 -4.2041 -0.5014
Evaluacion de modelo de regresion de logaritmos LogA y pFD
Modelo lineal (logaritmos) Hoe:x=1
LogA = xpFD + Logk texp (X) 13.3
LogA = 0.23001pFD + 0.50219 R2=0.8877 teab (X) 4.3
X 0.5022 Pexp (X) 0.0056
k 0.2300
S/ 0.1552 Ho: Logk=0
Sy 0.05785 texp (K) 2.78
Sk 0.18093 teap (k) 4.30
Pexp () 0.1090

llustracion 30. Comparacion de modelos

LOGA

Evaluacién de modelo de regresién de logaritmos LogA y pFD

LOG(FD)

7777777 LogA (modelo cuadrdtico)  LogA=-0.0721pFD?- 0.114pFD + 0.2355 (R?

LogA (modelo lineal simple) LoBA=0.23pFD +0.5022 (R*=0.8877)

0.9617)

Se determina que la variable x difiere significativamente de 1 y por tanto hay una influencia

proporcional del factor de dilucion sobre la medicién.

En tanto que Log k no difiere

estadisticamente de 0, por lo que puede inferirse que k es aproximadamente igual a 1.
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En base a las pruebas se define una funcién predictiva de correccién por efecto de dilucion,
correlacionando el factor de dilucidon calculado tedricamente (Ecuaciéon 35) contra el factor
empirico, estimado de datos experimentales (Ecuacion 33). La forma grafica de esta relacién se
obtiene por medio de MINITAB® y se muestran también sus intervalos de prediccion (para Feyp) y de
confianza de regresion (para FD)

Curva de ajuste por efecto de dilucion
FDexp = 1.042 +0.001029 FD
5E-08 FD**2

Regression
________ — 95%Cl
== 95% PI

s 0.0726680
R-Sq 100.0%
R-Sq(adj) 99.9%

FDexp

N W DA U1 OO N 0 W
N s N L 1 L 1 L

T T T T T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
FD

El sistema obtenido tiene un comportamiento asintético, donde a partir de un punto la sensitividad
es practicamente nula aun en diluciones extremas. Un modelo de tercer orden (cubico) resultaria
de dificil comprensién en la practica rutinaria, de manera que se optd por un modelo de segundo
orden el cual se mostrdé apropiado. Los intervalos de prediccién y de regresion se ensanchan
excesivamente en diluciones con factores por encima de los 4000 unidades aproximadamente, por
lo que implicaria un riesgo elevado aplica esta funcién ante factores de dilucion demasiado altos;
de hecho se desaconseja aplicar factores de dilucién mayores a 1000 en espectrofotometria de
absorcidn atémica. En este caso, el método establece fraccionar la dilucién en dos pasos sucesivos
para operar con errores de menor magnitud.

Se determina como funcién de ajuste la siguiente expresion
Fy =—5,4-10"2.FD? +0,001-FD+1,04

Donde FD es el factor de dilucion calculado matematicamente y Fp es el factor de ajuste por el
efecto de no linealidad en el sistema. Este factor se aplica en la forma FD'1 al factor de dilucidn
matematico. El factor Fp fue validado en el ensayo de evaluacién del sesgo y de efecto de matriz,
resultando adecuado para su propésito.

5.1.5. Procedimiento desarrollado
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Se desarrolld un método para la determinacidn de aluminio en contenido gastrico por
espectrofotometria de absorcién atomica electrotérmica, para la confirmacién de intoxicaciones
por fosfuro de aluminio. El procedimiento desarrollado se esquematiza de la siguiente manera:

llustracion 31. Diagrama del procedimiento de preparacion de las muestras de contenido gastrico para la

determinacion de aluminio por Absorcién Atémica

—
~—
—
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5.1.6. Limite de decision

El limite de decision se determiné por medio del grupo de muestras negativas verdaderas (VN).
Previamente se verificé del supuesto de normalidad de este grupo

VERDADEROS NEGATIVOS (VN) llustracion 32. Distribucidn de datos del grupo VN

Absorbancias de 17 muestras

1 0.0720 Histograma de distribucion de absorbancias en grupo VN

2 0.0562 Normal

3 0.0576 74 Mean  0.05162
4 0.0515 StDev  0.006501
5 0.0473 6 N 17
6 0.0474

7 0.0467 51 /—

8 0.0498 g,

9 0.0422 s

10 0.0536 & 31

11 0.0486

12 0.0497 21

13 0.0477 L

14 0.0501

15 0.0495 o : : : . : : Mﬂm_

16 0.0550 0.040 0.045 0.050 0.055 0.060 0.065 0.070

17 0.0526 N

Se observa en el histograma que una de las mediciones es posiblemente atipica. Este valor podria
tener la suficiente fuerza de influencia sobre el resto de la muestra de datos como para generar un
sesgo inaceptable. Esto fue verificado por evaluacidon visual de graficos de probabilidad normal vy el
test de Anderson-Darling para una distribucion normal. También se aplicé el test de Grubbs para
examinar el dato identificado como dudoso

Tabla 30. Pruebas de normalidad para grupo VN

TEST DE GRUBBS Prueba de normalidad para conjunto de absorbancias en muestras negativas verdaderas (VN)
Normal
Datos sospechoso ©
Mean 0.05162
0.0720 o] ) StDev  0.006501
904 N 17
Tamafio de muestra 17 %] AD | 0.953
; J P-Value 0.012
media 0.0516 T ol
/ z s 4
Desvio estandar 0.0065 g
& 30
20
Gexp 3.14 o]
5
1-7 T T T T T T T T
Gtabla 2.75 0.035 0.040 0.045 0.050 0.055 0.060 0.065 0.070 0.075
VN

Se comprobd que uno de los datos evaluado es atipico con respecto al resto de valores y que
ademas tiene el suficiente peso como para sesgar la distribucion normal de la muestra de
mediciones.
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Una vez eliminado del grupo “VN” se graficé un nuevo histograma y se realizé un nuevo test de

normalidad

llustracion 33. Histograma de mediciones de grupo VN

llustracion 34. Grafico y test de normalidad Anderson-Darling

Normal

Histograma de distribucion de abosrbancias en grupo VN (sin dato atipico)

44

Frecuencia
N

14 ——

L

Mean 0.05034
StDev  0.003956
N 16

—
0.044

0.048 0.052
VN

Porcentaje

Prueba de normalidad para conjunto de absorbancias en grupo VN (sin dato atipico)

Normal

Mean 0.05034
StDev  0.003956
N 16
AD 0.267
P-Value 0.637

0.045 0.050
VN

0.055 0.060

Una vez que se ha eliminado el valor atipico, se realizé nuevamente el test de Grubbs y no se
detectd ninguln otro valor andmalo. Aunque se observa una ligera desviacion en la distribucién esto
es tolerable en muestras relativamente pequefias.

Una vez verificada la normalidad de los datos, se realizé una de simulacién de datos por el método
de Monte Carlo utilizando como modelo de cdlculo la funciéon analitica especificada. Las
concentraciones calculadas de las muestras reales se muestran en la Tabla 31

Tabla 31. Concentraciones calculadas en muestras VN

muestra | Absorbancia Con;:s‘lt/rf)cmn muestra Absorbancia | Concentracién (mg/L)
Blanco 0.0573 | e
1 0.0562 78.1 9 0.0536 70.3
2 0.0576 82.2 10 0.0486 55.4
3 0.0515 64.1 11 0.0497 58.7
4 0.0473 51.6 12 0.0477 52.8
5 0.0474 51.9 13 0.0501 59.9
6 0.0467 49.8 14 0.0495 58.1
7 0.0498 59.0 15 0.0550 74.5
8 0.0422 36.4 16 0.0526 67.3
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Tabla 32. Simulacién de datos en concentraciones de muestras negativas verdaderas (VN)

Software: Quantum XL Banyan Tree Engine (Rocket mode) Generacién de numeros aleatorios: Mersenne Twister
10000 Simulaciones en 0,10 segundos

Variables de entrada Percentiles (mg/L)
b2 Media Desvio estandar Maximo 305.32
Distribucién: Normal -0.00017867 2.90853E-07 99.9999% 305.29
b1 Media Desvio estandar 99.999% 305.00
Distribucién: Normal 0.021278 1.13768E-05 99.99% 302.14
bo Media Desvio estandar 99.95% 278.16
Distribucién: Normal 0.08722 8.09701E-05 99.90% 266.62
Aui Media Desvio estandar 99.50% 237.90
Distribucién: Normal 0.07629 0.0151 99% 226.75
A Media Desvio estandar 95% 196.08
Distribucion: Normal 0.0503 0.0040 90% 177.05
80% 156.17
Resultados C (mg/L) 75% 148.15
Numero de Simulaciones 10,000 70% 141.23
Media 117.46 60% 129.11
Desvio estandar 46.67 50% 117.45
Varianza 2178.47 40% 105.56
Mediana 117.45 30% 93.43
Limite de deteccidn (LD) 101.01 25% 86.26
Valores simulados menores a LD 3623 20% 78.61
Test de normalidad 10% 57.91
Valor p Test Smirnov-Kolgomorov >0.15 5% 40.86
llustracién 35. Histograma de concentraciones simuladas 1% 8.10
0.50% -4.87
el T Histograma C (mg/L) 0.10% 31.44
200 0 0.05% -43.29
350 - 0.01% -53.89
300 | 0.001% -66.93
250 0.0001% -68.24
200 Minimo -68.38
150
100
50
0

Se observa que alrededor del 40% de las muestras tienen concentraciones menores al limite de
deteccion y alrededor del 99,99% estan por debajo del limite de cuantificacion.
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Tabla 33. Estimacién de limite de decision
Media () 117.46 |z -3.72
Desvio estandar (o) 46.67 | Limite superior (99,99%) 291.04

El 99,99% de las concentraciones calculadas podrian ser menores a 291,04 mg/L. esta cantidad es
menor al limite de cuantificacidn, pero superior al limite de deteccién. Se establecié entonces como
limite de decision 300 mg/L

La probabilidad de que un verdadero negativo, de esta misma poblacién simulada, sobrepase este
valor es del 0.0046% (aproximadamente 5 por cada 100000 muestras)

5.2. Pruebas de validacion

5.2.1. El modelo de calibracion (linealidad)

5.2.1.1. Prueba para valores atipicos y normalidad

Se realizd el experimento conforme al procedimiento descrito. Se obtuvieron una serie de seis
réplicas de mediciones en cinco niveles de concentracion incluyendo un nivel cero.
Simultaneamente se verifico la ausencia de datos atipicos. Los resultados se exponen en |la Tabla 34

Una vez verificados los resultados se verificd el supuesto de la normalidad de los datos. El analisis
se realizd en MINITAB®, los graficos se muestran en la llustracidn 36. Se verificd que las réplicas en
cada nivel tienen una distribucién aproximadamente normal.

llustracion 36

0
Mean  0.04938

Graficos de probabilidad normal Stbev  0.008785

Normal - 95% CI N 6
AD 0361
. 0 " 0 % 20 P-Value 0.310

10

Mean 0.2229
90 90 4 90 4 StDev  0.01849
» N 6

50 50 4 50 4 AD 0.187
P-Value 0.829

20
10 104 Y 10 1 Mean 03704
StDev  0.01221
T T ro1k 1 T N 6
0.18 0.24 0.30 0.32 0.36 0.40 AD 0.436
£ m P-Value  0.189
30
Mean 04615
StDev  0.02254
N 6
s 504 AD 0309
P-Value  0.433

Percentil
o
=
2
°
=
&
o
=
38

40

10 4 104 Mean 04875

StDev  0.03845

1 T T T 1 f T T N 6
0.40 0.48 0.56 0.4 0.5 0.6 AD 0.514

P-Value 0.113
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Tabla 34. Resultados de medicion espectrofotométrica de soluciones acuosas de aluminio

EVALUACION DE DATOS ATiPICOS
NIVEL B Réplicas de mediciones (A/s)
c°"f;’:;f)c'°" GRUBBS (G HUBER (r)
R1 R2 R3 R4 RS R6 media s rsd | mediana/MAD | MED-3,5MAD | MED+3,5MAD

CALO 0 | 0.0524 | 0.0525 | 0.0623 | 0.0503 | 0.0392 | 0.0396 | 0.0494 | 0.0088 | 17.79 0.0514 0.0302 0.0725
r | 0.0011 | 0.0012 | 0.0110 | 0.0011 | 0.0122 | 0.0118 0.0061
G | 0.3434 | 0.3548 | 1.4703 | 0.1043 | 1.1591 | 1.1136

CAL1 | 10 | 0.1947 | 0.2408 | 0.2121 | 0.2194 | 0.2262 | 0.2442 | 0.2229 | 0.0185 | 8.29 0.2228 0.1726 0.2730
r | 0.0281 | 0.0180 | 0.0107 | 0.0034 | 0.0034 | 0.0214 0.0144
G | 1.5253 | 0.9682 | 0.5841 | 0.1893 | 0.1785 | 1.1521

CAL2 | 20 | 0.3892 | 0.3609 | 0.3600 | 0.3597 | 0.3783 | 0.3745 | 0.3704 | 0.0122 | 3.30 0.3677 0.3402 0.3952
r | 0.0215 | 0.0068 | 0.0077 | 0.0080 | 0.0106 | 0.0068 0.0079
G | 1.5369 | 0.7807 | 0.8544 | 0.8790 | 0.6442 | 0.3330

CAL3 | 30 | 0.4646 | 0.4763 | 0.4976 | 0.4389 | 0.4465 | 0.4450 | 0.4615 | 0.0225 | 4.88 0.4556 0.4080 0.5032
r | 0.0091 | 0.0208 | 0.0421 | 0.0167 | 0.0091 | 0.0106 0.0136
G | 0.1383 | 0.6574 | 1.6025 | 1.0020 | 0.6648 | 0.7313

CAL4 | 40 | 0.4781 | 0.5187 | 0.5224 | 0.4389 | 0.4465 | 0.5202 | 0.4875 | 0.0385 | 7.89 0.4984 0.4183 0.5786
r | 0.0203 | 0.0203 | 0.0240 | 0.0595 | 0.0519 | 0.0218 0.0229
G | 0.2436 | 0.8123 | 0.9085 | 1.2631 | 1.0655 | 0.8513 | Gragng | 1.887
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5.2.1.2. Analisis del modelo

Se estimo el modelo de regresion cuadratica, su grafica respectiva incluyendo la banda de
confianza de regresién (Cl) y el intervalo de confianza de la prediccién en el rango de

calibracién, con un 95% de confianza (llustracién 37)

llustracion 37 Curva de calibracion con corredor de errores de la respuesta (Pl) y para el célculo de regresion

CURVA DE CALIBRACION DE SOLUCIONES DE Al PATRON
A = 0.04516 +0.02119 c - 0.000251 c**2

0.6

Regression

95% Cl
95% Pl

S
R-Sq

R-Sq(adj)

0.0089334
99.9%
99.8%

Homogeneidad de varianzas

Se verificd la homogeneidad de la varianza efectuando una prueba de Fisher con la varianza
correspondiente a la concentracién mas alta contra la respectiva al nivel mas bajo (confianza

99%). Los resultados se muestran en la

Tabla 35
Réplicas de mediciones (A/s)
NIVEL | C (mg/L) R1 R2 R3 R4 R5 R6 media s rsd s?
CALO 0 0.0524 | 0.0525 | 0.0623 | 0.0503 | 0.0392 | 0.0396 | 0.0494 | 0.0088 17.79 0.000077
CAL1 10 0.1947 | 0.2408 | 0.2121 | 0.2194 | 0.2262 | 0.2442 | 0.2229 | 0.0185 8.29 0.000342
CAL 2 20 0.3892 | 0.3609 0.36 0.3597 | 0.3783 | 0.3745 | 0.3704 | 0.0122 3.30 0.000149
CAL3 30 0.4646 | 0.4763 | 0.4976 | 0.4389 | 0.4465 | 0.445 | 0.4615 | 0.0225 4.88 0.000508
CAL4 40 0.4781 | 0.5187 | 0.5224 | 0.4389 | 0.4465 | 0.5202 | 0.4875 | 0.0385 7.89 0.001478
Fexp 4.33
FTAB(a=0,01) 10.97

Adicionalmente se examinaron los graficos de los residuales del modelo de regresién
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llustracion 38

Graficos de residuales del modelo

Gréfico de probabilidad normal de residuales Gréfico de residuales vrs medicién
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Se observa que los graficos de residuales no exponen una tendencia sistematica en la
variabilidad de las desviaciones. Cuan do los sistemas de regresion son heterocedasticos se
espera generalmente observar una tendencia ascendente en la dispersién de los puntos
residuales con respecto a la linea central.

La prueba estadistica con las varianzas y el examen de los residuales demuestran que el
modelo puede ser considerarse homocedastico dado que no se encontrd evidencia suficiente
para inferir lo contrario.

Ajuste del modelo
Se estudié el modelo de regresidn lineal simple (RLS) contra el modelo de regresion cuadratica
(QUAD), evaluando el ajuste de ambos algoritmos con la prueba de linealidad de Mandel
(confianza 99%)

Tabla 36. Datos para el test de Mandel (ajuste del modelo)

Coeficientes de regresidn

RLS QUAD
b, 0.0954 0.0452
b, 0.0111 0.0212
e -0.0003
gl 3 2
SAzi 0.002996 0.000080
N 5
Test de Mandel
DS2 0.00883
VP 110.61
Fiabla 98.50

El modelo RLS no mostré proporcionar un mejor ajuste al sistema de calibracién que la
calibracién cuadratica. Una comparacion de los graficos de residuales para ambos modelos
provee también fundamentos para seleccionar un ajuste de regresion cuadratica
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llustracion 39

Graéficos de residuales para la respuesta (A/s) para un modelo de Regresién lineal simple (RLS)

Griéfico de probabilidad normal de residuales Grafico de residuales vrs medicién
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llustracion 40

Gréficos de residuales para la respuesta (A/s) para un modelo de Regresién cuadratica (QUAD)
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Debido a que la tendencia curvilinea del grafico de calibracidn persiste aln a concentraciones
mas bajas, se decidié desarrollar un modelo de regresién de segundo orden para lograr una
mejor aproximacion del sistema de calibracion.Seleccionado el modelo cuadratico se verifico
el ajuste del mismo por andlisis de varianza, el cual fu resuelto en MINITAB®

Tabla 37. Reporte de analisis de varianza realizado con MINITAB®

Modelo de Regresion
A =0.04516 + 0.02119 ¢ - 0.000251 ¢’
Desvio estandar del modelo = 0.00893344

Coeficiente de determinacion (%) = 99.9%
Coeficiente de correlacion = 99.8%

Analisis de varianza
Fuente DF SS MS F P
Regresion 2 0.133094 | 0.0665472 | 833.86 | 0.001
Error 2 0.000160 | 0.0000798
Total 4 0.133254

5.2.1.3. Valores de dispersion de la curva de calibracion en condiciones de repetibilidad

Tabla 38. Parametros de dispersion en condiciones de repetibilidad

Parametro Resultado Criterio de evaluacion
Desviacion estandar residual 0.0089 No especificado
Sensitividad 0.0111 No especificado
Desvio estandar de la prediccidn de la concentracion 0.8014 No especificado
RSD,[%] 4.01% <5%
Desvio estandar de b, (Shy) 2.4995E-03 No especificado
Desvio estandar de b (Sh;) 0.000351194 No especificado
Desvio estandar de b, (Sh;,) 8.97844E-06 No especificado

Adicionalmente se determinaron otras figuras de mérito que proporcionan informacidn sobre

la calidad de la curva de calibracion

Tabla 39. Otros parametros de calidad de la curva de calibracion

Concentracidn caracteristica (mg/L) 1.88
Masa caracteristica (ng) 0.31

%QC 2.54%

Q (factor de curvatura) 0.4505
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5.2.1.4. Valores de dispersién en condiciones de precision intermedia
Se determinaron caracteristicas de variabilidad del sistema de calibracidon en condiciones de
reproducibilidad dentro del mismo laboratorio, con el mismo analista, en distintos dias. Las

mediciones y los parametros estimados se muestran en la Tabla 40 y Tabla 41

Tabla 40. Curvas de calibracion acuosa durante 6 dias consecutivos

Absorbancias (A/s)
C (mg/L) DiA 1 DIiA 2 DiA 3 DiA 4 DIA 5 DiA 6 MEDIA
0 0.0953 0.0878 0.0970 0.0821 0.0855 0.0671 0.086
10 0.2782 0.3258 0.2835 0.2979 0.2681 0.2778 0.289
20 0.4093 0.4935 0.4426 0.3925 0.4175 0.4281 0.431
30 0.5023 0.6676 0.5629 0.4936 0.5884 0.6211 0.573
40 0.5767 0.7834 0.6185 0.5492 0.6687 0.7054 0.650
Tabla 41. Figuras de mérito de las curvas de calibracion
ENTRE DIAS DiA 1 DIiA 2 DIA 3 DiA 4 DIA 5 DiA6
Sa 0.0106 0.0074 0.0122 0.0084 0.0227 0.0191 0.0241
Sensitividad 0.0141 0.0119 0.0173 0.0132 0.0113 0.0149 0.0162
Srcx 0.7510 0.6268 0.7068 0.6375 2.0127 1.2824 1.4858
RSD,[%] 3.75 3.13 3.53 3.19 10.06 6.41 7.43
Conc. Caracteristica (mg/L) 3.77 4.70 3.50 3.93 4.14 3.78 2.72
Masa caracteristica (ng) 0.62 0.77 0.57 0.64 0.68 0.62 0.45
%QC 1.99 2.18 2.76 2.31 7.78 3.24 3.49
Q 0.2529 0.3070 0.1962 0.3247 0.3969 0.1759 0.1853
Tabla 42. Componentes de variabilidad de la curva de calibracion
DiA 1 DIiA 2 DIA 3 DiA 4 DIAS DiA6 suma Sam)
SAj2 0.00006 0.00015 0.00007 0.00052 0.00036 0.00058 0.00174 0.00029
Predicciones
c (mg/L) DIA1 DIA2 DIA3 DiA4 DIAS DIA6 Apred-media Shpred Cx (Cpred)
0 0.0985 0.0910 0.0935 0.0922 0.0821 0.0659 0.0872 0.000137 -0.07
10 0.2719 0.3153 0.2901 0.2725 0.2700 0.2729 0.2821 0.000319 10.36
20 0.4088 0.5056 0.4438 0.4079 0.4318 0.4499 0.4413 0.001296 19.25
30 0.5093 0.6619 0.5546 0.4985 0.5674 0.5969 0.5648 0.003611 30.76
40 0.5733 0.7842 0.6224 0.5442 0.6768 0.7139 0.6525 0.008123 39.69
52
Aj(cx)
c(mg/L) | DIiA1 DIA2 DIA3 DIA 4 DIAS DIA6  Shje) media S’ Sapred(cx)
0 5.45E-06 1.36E-05 6.64E-06 4.77E-05 2.98E-05 3.81E-05 2.35E-05 0.00011 0.00002
10 1.50E-05 4.73E-05 2.06E-05 0.000141 9.81E-05 0.000158 8.00E-05 0.00024 0.00005
20 2.26E-05 7.58E-05 3.15E-05 0.000211 0.000157 0.000261 0.000126 0.00117 0.00022
30 2.81E-05 9.92E-05 3.94E-05 0.000258 0.000206 0.000346 0.000163 0.00345 0.00060
40 3.17E-05 0.000118 4.42E-05 0.000282 0.000246 0.000414 0.000189 0.00793 0.00135
Tabla 43. Figuras de mérito de la variabilidad del sistema de calibracién entre dias
c(mg/L) | Sww’ | Sucay | RSDrayl%l | Swcay” | RSDacan[%] | ICpprea | LIA LSA
0 0.00043 0.80 NA* 0.94 NA* 0.0531 | 0.0342 | 0.1403
10 0.00058 0.97 9.34 131 12.62 0.0620 | 0.2202 | 0.3441
20 0.00167 1.18 6.14 2.65 13.78 0.1052 | 0.3361 | 0.5465
30 0.00434 1.65 5.38 5.94 19.32 0.1693 | 0.3954 | 0.7341
40 0.00958 2.40 6.04 12.78 32.20 0.2516 | 0.4009 | 0.9040

*No aplica, los valores obtenidos no son realisticos
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Desvio estandar de b, (Sho) 6.5562E-09
Desvio estandar de b, (Sb,) 1.13768E-05
Desvio estandar de b, (Sb,) 2.90853E-07

llustracion 41. Bandas de intervalo de prediccion (verde) y de confianza en condiciones de precision entre dias

1.0

0.9 | A=-0.0002¢2+0.0213c+ 0.0872
R?=0.9989
0.8 -

0.7 7 -

Absorbancia{A/fs)

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracion Al (mg/L)

El sistema de calibracion entre dias muestra un comportamiento marcadamente
heterocedastico, indicando que la imprecision es mayor en las concentraciones mas altas
cuando se hacen mediciones entre varios dias. Existe un error sistematico proporcional a la
concentracion del analito, que tiene un comportamiento cuadratico. Esto puede ser
deducido también por las ecuaciones que describen los componentes de variabilidad y del
intervalo mismo de prediccién (Ecuacion 77)

Este modelo no es adecuado para las mediciones rutinarias; sin embargo es util para evaluar
la variabilidad de la linealidad del sistema en el transcurso del tiempo. También permitira
estimar parametros de limite como el limite de deteccidn y de cuantificacion; asi también se
aplica para la determinacion de un limite de cut off en las mayores condiciones de
variabilidad posible durante el desarrollo del método analitico.

No obstante, se demostrd que el sistema de calibracidn tiene una precisién adecuada a su
propdsito en condiciones de repetibilidad en el rango de concentraciones evaluadas; en
condiciones de reproducibilidad intra-laboratorio (variando el dia de trabajo) se demostrd
qgue el sistema tiene una precisién adecuada hasta un nivel de concentracién menor a 30

mg/L
5.2.2. Validacion del modelo de ajuste por efecto de matriz (FR)
Se realizé la medicién de las alicuotas fortificadas aplicando el factor desarrollado. Se
considerdé como aceptable porcentajes de recuperacion entre 75% y 120%. Se aplicd también

el factor de ajuste por efecto de dilucién. La determinacién de este factor se expone mas
adelante.
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Tabla 44. Resultados de prueba de validacion de la funcion de ajuste Fg

CALCULO DE CONCENTRACIONES POR IEA

Coeficientes de regresion / 5
—bl+ — — —
b, -0,00005 ( bl +1by” b5 (bo ~Ax ~Apik )) Var & 151
Coxp = -—Fp ~-FR

b1 0,0091 2b2 Val
b, 0,1826
%QC 2.51 Funcidén de analisis

M1F M2F M3F MA4F MS5F MG6F
Absorbancia 0,2569 0,2486 0,2478 0,2513 0,1900 0,1679
C (mg/L) interpolacién 27,17 25,92 25,80 26,32 17,66 14,75
Fp 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08
FR 0,97 1,00 1,00 0,99 1,15 1,19
C (mg/L) corregido con FR 1216,56 1191,05 1188,42 1199,71 933,95 811,26
C (mg/mL) corregido con Fy 1,217 1,191 1,188 1,200 0,934 0,811
Volumen de muestra (mL) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Volumen de patrén (mL) 0,400 0,400 0,200 0,200 0,100 0,100
Masa experimental de patrén (mg) | 0.4866 0.4764 0.2377 0.2399 0.0934 0.0811
Masa nominal de patrén agregado
(mg) 0.4004 0.4004 0.2002 0.2002 0.1001 0.1001
%R 121,4 118,9 118,6 119,7 93,2 81,0

El sistema de ajuste resulté adecuado para su propodsito con un porcentaje de recuperacion

promedio de 108,8%

5.2.3. La exactitud (sesgo, repetitividad y precisidon intermedia)

Se evalud la capacidad del método para generar mediciones con un sesgo aceptable,
repetitivas y reproducibles en condiciones internas del laboratorio.

5.2.3.1.

Calculo de concentraciones y evaluacion del sesgo

Los resultados de las mediciones realizadas durante cinco dias consecutivos, conforme al
procedimiento planteado se exponen en la Tabla 45.

Tabla 45. Absorbancias de aluminio en contenido gastrico obtenidas durante cinco dias consecutivos.

DiA 2
0.1274
0.1159
0.1178
0.1038
0.1064
0.1143
0.0095
8.29
DiA 2
0.1256
0.1255

DiA 1
0.1881
0.1665
0.1597
0.1500
M1R5 0.1443
MEDIA 0.1617
S 0.0171
%RSD  10.55
DiA 1
0.1454
0.1519

M,

M1R1
M1R2
M1R3
M1R4

M2R1
M2R2

DIiA 3

0.1141
0.1383
0.1456
0.1150
0.1172
0.1260
0.0148
11.74

DIiA 3

0.1063
0.1311

DiA 4

0.1228
0.0982
0.1090
0.1005
0.0848
0.1031
0.0140
13.62

DiA 4

0.1115
0.0862

DIA 5
0.1193
0.1065
0.1029
0.1008
0.0997
0.1058
0.0080
7.52
DIA 5
0.1152
0.1014

So DiA 1
S1IR1  0.2364
S1R2  0.2232
S1R3  0.2403
S1R4  0.2135
S1R5  0.2198
MEDIA 0.2266
S 0.0113
%RSD  5.00
DiA 1
S2R1  0.2533
S2R2  0.2246

DiA2 DIA3
0.2582
0.2255
0.2134
0.2104
0.2181
0.2251
0.0194
8.60
DIiA 2
0.2033
0.1864

3.07
DIA 3

0.2421
0.2274
0.2384
0.2289
0.2263
0.2326
0.0071

0.3104
0.2794

DiA 4

0.1431
0.1457
0.1543
0.1479
0.1431
0.1468
0.0046

3.16
DiA 4

0.2109
0.1887

DIA S5

0.2262
0.1978
0.1990
0.1786
0.1777
0.1959
0.0198
10.09

DIA S5

0.1861
0.1810
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M, DiA1 DiA2 DIiA3 DiA4 DIiA5 S, DiA1 DiA2 DIA3 DIiA4 DIiAS
M2R3 0.1292 0.1152 0.1446 0.1005 0.1070 S2R3  0.2232 0.1968 0.2759 0.1913 0.2103
M2R4 0.1477 0.1074 0.1286 0.1027 0.1020 S2R4  0.2300 0.1608 0.2746 0.1961 0.2079
M2R5 0.1802 0.1092 0.1259 0.1128 0.0958 S2R5  0.2256 0.1823 0.2783 0.1914 0.1946
MEDIA 0.1509 0.1166 0.1273 0.1027 0.1043 MEDIA 0.2313 0.1859 0.2837 0.1957 0.1960

S 0.0185 0.0087 0.0138 0.0107 0.0073 S 0.0125 0.0163 0.0150 0.0089 0.0130
%RSD 1227 7.45 10.82 1040 698 %RSD 542 878 530 456 6.61
DIA1 DiIA2 DIA3 DiA4 DIiAS DIA1 DiA2 DIA3 DiA4 DIAS

M3R1 0.1781 0.1317 0.1163 0.1266 0.1108 S3R1  0.2793 0.2323 0.1614 0.3316 0.2770
M3R2 0.1595 0.1085 0.1428 0.1250 0.1004 S3R2  0.2490 0.2353 0.1833 0.3101 0.2762
M3R3 0.1423 0.1123 0.1256 0.1140 0.0923 S3R3  0.2530 0.2431 0.1689 0.2988 0.2636
M3R4 0.1305 0.1178 0.1298 0.1089 0.0911 S3R4  0.2391 0.2345 0.1635 0.3024 0.2705
M3R5 0.1455 0.1171 0.1220 0.1101 0.0827 S3R5  0.2597 0.2890 0.1727 0.3129 0.2644
MEDIA 0.1512 0.1175 0.1273 0.1169 0.0955 MEDIA 0.2560 0.2468 0.1700 0.3112 0.2703
S 0.0183 0.0088 0.0100 0.0083 0.0106 S 0.0150 0.0239 0.0087 0.0128 0.0063
%RSD 12.07 7.49 7.84 7.13 11.13 %RSD 5.86 9.69 5.11 4.10 2.34

Las concentraciones calculadas para las alicuotas de Sg se cotejaron con el valor nominal del
material de referencia certificado, se calcularon la veracidad y el sesgo en términos
porcentuales. También fueron promediadas las concentraciones calculadas de los cinco dias
para establecer un parametro global de veracidad y sesgo. Estos resultados se exponen en la
siguiente tabla: también se representa la variabilidad del resultado en funcidon de los dias.

Tabla 46. Resultados de veracidad y sesgo por dia de solucién control (S,)

DiA 1 DiA 2 DiIA3 | DIA4 | DIA5 | MEDIA | Llgss* | LSgssc*
Absorbancia promedio 0.2380 | 0.2193 | 0.2288 | 0.2179 | 0.2207
Concentracion experimental 1039 835 1024 | 1018 | 1020 | 987 | 912 | 1062
(mg/mL)
Concentracion nominal (mg/L) 1002 1002 1002 1002 1002
Veracidad [%] 103.7 83.4 102.2 | 101.6 | 101.8 | 98.53 | 91.1 | 106.0
Sesgo [%] 3.69 16.64 2.22 1.62 1.76 | -1.47

*L195%: limite inferior de confianza (95%); LS95%: limite superior de confianza (95%)

llustracion 42. Variabilidad de la concentracion promedio de aluminio en la muestra control S, durante 5 dias

Reproducibilidad en la concentracion ( mg/mL) de aluminio
en solucién control durante 5 dias

1.20

1.00

0.80
0.60

0.40

Concentracién (mg/L)

0.20

0.00

DiAs

Al evaluar los datos obtenidos se observa que la concentracién media del dia 2 difiere del
resto de las estimaciones. El efecto de esto se comprueba al hacer la comparacién de medias
por analisis de varianza (ver mas adelante). Este valor altera también el cdlculo del sesgo,
destacandose que la tendencia es hacia un sesgo positivo y sin embargo el sesgo promedio
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resulta negativo. Se considera que la concentracidon estimada el dia 2 responde a factores
atipicos y se decide omitir este resultado para la estimacién del sesgo del método

Tabla 47- Resultados de veracidad y sesgo de solucién control (S,) omitiendo el dia 2

DiA1 DIA3 DiA 4 DIAS MEDIA | Llgss* | LSosee*
Absorbancia promedio 0.2380 0.2288 0.2179 | 0.2207
Concentracion experimental (mg/mL) 1039 1024 1018 1020 1021 1012 1029
Concentracion nominal (mg/L) 1002 1002 1002 1002
Veracidad [%] 103.7 102.2 101.6 101.8 102.32 | 101.5 | 103.2
Sesgo [%] 3.69 2.22 1.62 1.76 2.32 15 3.2

*LI95%: limite inferior de confianza (95%); LS95%: limite superior de confianza (95%)

Se demuestra que el método es capaz de proveer resultados suficientemente veraces, con un
sesgo menor al 20% del valor nominal, considerando que la concentracion de la solucién
control ensayado se encuentra en el limite inferior del rango operativo de trabajo. Se
demuestra a la vez que el factor de ajuste por efecto de dilucion es adecuado para el proceso.
Esta prueba evalud la inexactitud sistematica del método en si mismo, sin tomar en cuenta el
efecto de matriz. No fue posible determinar el sesgo en el espécimen bioldgico dado que no
se cuenta con un material de referencia externo certificado para aluminio especificamente en
contenido gastrico como matriz. Para evaluar la exactitud del método para las mediciones en
matrices bioldgicas se efectud una estimacion de la recuperacion.

5.2.3.2. Repetibilidad y precision intermedia

Se calculdé la imprecision en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad entre dias,
expresados como desvios estandar relativos, en escalas porcentuales, partiendo del andlisis de
varianzas ANOVA de los conjuntos de mediciones de My y So. La prueba de ANOVA se
desarrollé para tres factores utilizando MATLAB®. Se obtuvieron las sumas de cuadrados
medios de las réplicas (varianza residual), las preparaciones y los dias.

Tabla 48. Resultados en alicuotas de mezcla control de  Tabla 49. Resultados en alicuotas de solucién control

contenido gastrico

de patron acuoso

M, Absorbancias (A/s) y variabilidad So Absorbancias (A/s) y variabilidad
M, Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5s S, Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5s
MEDIA 0.1571 0.1143 0.1260 0.1031 0.11 MEDIA 0.2266 0.2251 0.2326 0.1468 0.20
S 0.0171 0.0095 0.0148 0.0140 0.0080 S 0.0113 0.0194 0.0071 0.0046 0.0198
%RSD  10.55 8.29 11.74 13.62 7.52 %RSD 5.00 8.60 3.07 3.16 10.09
M, Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 S, Dial Dia2 Dia3 Dia4d Dia5
MEDIA 0.1509 0.1166 0.1273 0.1027 0.10 MEDIA 0.2313 0.1859 0.2837 0.1957 0.20
S 0.0185 0.0087 0.0138 0.0107 0.0073 S 0.0125 0.0163 0.0150 0.0089 0.0130
%RSD  12.27 7.45 10.82 10.40 6.98 %RSD 5.42 8.78 5.30 4.56 6.61
M; Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Ss Dial Dia2 Dia3 Dia4d Dia5
MEDIA 0.1512 0.1175 0.1273 0.1169 0.0955 MEDIA 0.2560 0.2468 0.1700 0.3112 0.2703
S 0.0183 0.0088 0.0100 0.0083 0.0106 S 0.0150 0.0239 0.0087 0.0128 0.0063
%RSD  12.07 7.49 7.84 7.13 11.13 %RSD 5.86 9.69 5.11 4.10 2.34
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Tabla 50. Test de Hartley para varianzas por dia (vertical) y preparacion (horizontal)

VARIANZAS Dias
DiA 1 DIA 2 DIA 3 DiA 4 DIAS MAX MIN Feexp
M1 | 0.00029 0.00009 0.00022 0.00020 0.00006 | 0.00029  0.00006 4.6
M2 | 0.00034 0.00008 0.00019 0.00011 0.00005 | 0.00034  0.00005 6.5
M3 | 0.00033 0.00008 0.00010 0.00007 0.00011 | 0.00033  0.00007 4.8
MIN  0.00029 0.00008 0.00010 0.00007  0.00005 gl 4
MAX 0.00034 0.00009 0.00022 0.00020  0.00011 gl Fe/tabla 25.2
Fefexp 1.2 1.2 2.2 2.8 21 4 15.5
S1 | 0.00013 0.00037 0.00005 0.00002 0.00039 | 0.00039  0.00002 18.2
S2 | 0.00016 0.00027 0.00023 0.00008 0.00017 | 0.00027  0.00008 3.3
S3 | 0.00023 0.00057 0.00008 0.00016 0.00004 | 0.00057  0.00004 14.4
MIN | 0.00013 0.00027 0.00005 0.00002  0.00004 gl 4
MAX | 0.00023 0.00057 0.00023 0.00016  0.00039 gl F/tabla 25.2
Fe/exp 1.8 2.1 4.4 7.6 9.8 4 15.5 Preparaciones

Se verifica por el test de Hartley, con un 95% de confianza, que las varianzas de las réplicas
son suficientemente homogéneas para ser utilizadas en el test de ANOVA

Se evaluo la variabilidad de las absorbancias medias agrupadas por réplicas, preparaciones y
dias de medicién. Partiendo de la prueba de ANOVA, con las varianzas dentro de los grupos
(réplicas) y entre los grupos (dias), se determind la repetibilidad y la precision intermedia de
laboratorio por la Ecuacion 89 y la Ecuacién 91.

Mezcla con matriz bioldgica (M)

Tabla 51. Analisis de varianza para las mediciones en alicuotas de mezclas control de contenido gastrico

CM

Factor de variabilidad SS gl
REPLICA 0.0014632 4
PREPARACION 2.25E-05 2
DIiA 0.024488 4
Error 0.0081576 64
Total 0.034131 74

0.00036579
0.000011271

0.0061219
0.00012746

F Prob>F
2.87 0.0299
0.09 0.9155
48.03 0.00E+00

Se observa que al menos una réplica no es igual en al menos una de las alicuotas o alguno de
los dias. Se corrié nuevamente el test, calculando interacciones entre factores

Tabla 52. Analisis de varianza con interacciones en alicuotas de mezclas control de contenido gastrico

Factor de variabilidad
REPLICA
PREPARACION

DiA
Réplica*Preparacion
Réplica*dia
Preparacidon*Dia
Error

Total

SS

0.0015
0.0000
0.0245
0.0014

0.0032

0.0011
0.0025177
0.034131

gl
4
2
4
8

16

8
32
74

CM

0.00037
0.00001
0.00612
0.00017

0.00020

0.00014
7.87E-05

F
4.65
0.14
77.81
2.15

2.53
1.75

Prob>F
0.0045
0.8671
5.55E-16
0.0591

0.0125
0.1245
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Se verifica que las réplicas no se diferencian entre alicuotas (M;, M, y Ms); asimismo las
alicuotas no se diferencian entre los dias. Las réplicas varian entre dias. Puede inferirse que
esta variabilidad estadisticamente significativa podria deberse a factores que influyen en las
tres preparaciones simultdneamente, por ejemplo factores de estabilidad de la muestra y el
desgaste. Estos factores se evallan en el ensayo de estabilidad.

Solucion control en medio acuoso (So)

Tabla 53. Analisis de varianza para las mediciones en alicuotas de solucién acuosa control

Factor de variabilidad
REPLICA
PREPARACION
DIiA
Error
Total

SS
0.0031
0.0274
0.0043
0.11543
0.15019

gl

™M
0.00078
0.01368
0.00107
0.00180

F
0.43
7.59
0.59

Prob>F
0.7846
0.0011
0.6699

Se observa por la variabilidad en las preparaciones (S;, S, S3) que al menos una no es igual al
resto. No se evidencia una diferencia significativa entre las mediciones hechas entre dias y
entre réplicas. Se aplicd también el test, calculando interacciones entre factores para
investigar si la variabilidad estd relacionada a alguno de los otros factores.

Tabla 54. Analisis de varianza con interacciones en alicuotas de de solucién acuosa control

Analisis de varianza
Factor de variabilidad
REPLICA
PREPARACION

DIA
Réplica*Preparacion
Réplica*dia
Preparacion*Dia
Error

Total

SS
0.0031
2.74E-02
0.0043
0.0015
0.0014
0.1068
0.0057
0.1502

gl
4
2
4
8
16
8
32
74

c™M

0.00078
0.01368
0.00107
0.00019
0.00009
0.01335
0.00018

4.39
77.01
6.01
1.07
0.50
75.14

Prob>F
0.0061
5.89E-13
1.01E-03
0.4078
0.9280
0.00E+00

Se verifica que al menos una alicuota preparada en al menos un dia difiere significativamente
de las demas. Esto es de hecho evidente en la evaluacion de la veracidad donde se observa
gue una concentracion es marcadamente sesgada con respecto al resto de los dias. La Tabla
54 muestra también que al menos en al menos un dia, las sefiales de respuesta de al menos
una preparacion difieren en sus réplicas de las demds soluciones. Con las varianzas obtenidas
se calculan la repetibilidad y la precision intermedia (entre dias y preparaciones)

Tabla 55. CALCULOS DE PRECISION E INTERVALO DE TOLERANCIA

M, So
Dias (p) 5 5
Réplicas (n) 5 5
S,2 (Varianza en repetibilidad) 0.00037 0.00078
media 0.1211 0.22493
RSDr[%] 15.79 12.42
Sp’ (Varianza en repetibilidad) 0.00115 0.00006
RSD;[%] 32.16 12.87
Intervalo de tolerancia

Pagina 139 de 157



MAESTRIA EN QUIMICA APLICADA AL ANALISIS Y GESTION DE LA CALIDAD
DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO DE DETERMINACION DE ALUMINIO EN CONTENIDO GASTRICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA ELECTROTERMICA, PARA LA CONFIRMACION DE INTOXICACIONES POR

FOSFURO DE ALUMINIO

Carlos Ivan Roque

M, So
R 87930.12 16491.9
B 0.2000 0.2000
% sesgo NA 2.32
Grados de libertad 4.0001 4.0004
tgl;0,975 0.7639 0.7639
Intervalo de tolerancia 26.92 10.77
Limite inferior NA -8.44
Limite superior NA 13.09

En base a los resultados obtenidos se considera que el método provee una precision aceptable
en condiciones de repetibilidad, tomando en cuenta que la soluciones y mezclas control
elaboradas se encuentran en cerca del limite inferior del rango efectivo de calibracién. En
condiciones de trabajo entre dias y entre preparaciones independientes de una misma
muestra, el método es capaz de proveer resultados reproducibles para soluciones acuosas,
esto es favorable para la preparacion de controles internos de la calidad para la verificacion de
la curva de calibracion, demostrandose que una solucién puede ser medida de forma precisa
por al menos cinco dias. En muestras bioldgicas se demostré que el método es apropiado para
mediciones reproducibles entre alicuotas de una misma muestra preparadas en forma
independiente, demostrandose que esto es factible al menos durante cinco dias; sin embargo
la precisién de la medicion es afectada por el tiempo, ello posiblemente por factores de
estabilidad de la muestra bioldgica, lo que es inherente a este tipo de matrices. Es
recomendable realizar la medicion el mismo dia que se procesa la muestra. La estabilidad
también fue evaluada y sus resultados se exponen mas adelante.

5.2.4. Estabilidad

Se evalud la estabilidad del analito en la matriz durante cinco dias consecutivos, repitiendo los
ciclos de congelamiento y descongelamiento, para evaluar el tiempo viable para obtener
datos reproducibles. Se construyeron graficos de con las absorbancias promedio, registradas
en cada una de las alicuotas durante cinco dias. Se estudié la tendencia de la magnitud de Ia
sefial en funcion del tiempo. Se utilizaron las absorbancias del calibrador mas bajo (10 mg/L)
como referente de la tendencia del sistema instrumental, en especial por el proceso de
desgaste que sufre el horno de grafito por el uso. Los calibradores son soluciones preparadas
a diario, inmediatamente antes de efectuar las mediciones. Esta primera grafica se muestra en
la llustracion 43

Tabla 56. Absorbancias promedio de muestras de control (5 réplicas cada dia) y coeficientes de regresion

DIA S1 S2 S3 MH1 MH2 MH3

1 0.22664 0.23134 0.25602 0.16172 0.15088 0.15118
2 0.22512 0.18592 0.24684 0.11426 0.11658 0.11748
3 0.23262 0.28372 0.16996 0.12604 0.1273 0.1273
4 0.14682 0.19568 0.31116 0.10306 0.10274 0.11692
5 0.19586 0.19598 0.27034 0.10584 0.10428 0.09546
MEDIA 0.2054 0.2185 0.2509 0.1222 0.1204 0.1217
Pendiente (m) -0.0140 -0.0061 0.0093 -0.0123 -0.0107 -0.0112
Intercepto (b) 0.2474 0.2368 0.2230 0.1591 0.1525 0.1553
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llustracion 43. Tendencia de la intensidad de la sefial en funcién del tiempo

Absorbancia (Afs)

=
»

e

e

Estabilidad de las muestras durante 5 dias
variabilidad diaria de las absorbancias

X3

1

M1
M3
52
Calibrador de referencia (10 mg/L)

Con estas mediciones se construyeron modelos de regresién.

llustracion 44

0.35

Estabilidad de las muestras durante 5 dias
Curvas de regresién
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Se calcularon los coeficientes de regresion, sus desvios estdndares e intervalos de confianza y
se verificaron los supuestos enunciados en el procedimiento

Tabla 57. Evaluacion de las pendientes de los modelos de regresién

Alicuota Pendiente (m) Sm texp (M) Probabilidad LI 95%* LS 95%*

S, -0.0140 0.0102 -1.37 0.2655 -0.0466 0.0186

S, -0.0061 0.0143 -0.43 0.6987 -0.0516 0.0394

Ss 0.0093 0.0180 0.52 0.6415 -0.0480 0.0666

M, -0.0123 0.0050 -2.44 0.0925 -0.0283 0.0037

M, -0.0107 0.0037 -2.87 0.0640 -0.0226 0.0012

M; -0.0112 0.0035 -3.17 0.0506 -0.0225 0.0001

*L195%: limite inferior de confianza (95%); LS95%: limite superior de confianza (95%)

Tabla 58. Prueba para verificar la correlacion de la seiial y los dias de ensayo
S1 S2 S3 MH1 MH2 MH3

Coeficiente de Correlacién (r’) 0.3833 0.0571 0.0815 0.6650 0.7331 0.7698
tep 1.365 0.426 0.516 2.440 2.870 3.167
tiabla 3.182 3.182 3.182 3.182 3.182 3.182
p 0.2655 0.6987 0.6415 0.0925 0.0640 0.0506
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Para evaluar la incidencia del desgaste del horno de grafito en la tendencia descendente de las
absorbancias de los controles se construyé una grafica con el promedio de las mediciones de
totales de My y Sp respectivamente, cotejadas con el calibrador de referencia; seguidamente
se verificaron los supuestos enunciados en el procedimiento.

llustracién 45. Comparacién de tendencias entre calibrador (10 mg/L) y controles SO y MO

Tendencia de las absorbancias en funcién del tiempo
0.35
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0.30 —Nozl&waom
° <
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< 025 -
o f— e __
£ b et Tt e PR
E 0.20 - y=-0.0036x + 0.2357
=
T 015 e S
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- et T TTP
5 o0 e e L
2 010 -
< y =-0.0114x + 0.1556

0.05

0.00 T

o] 1 2 Dia 3 4 5
Calibrador de referencia (10 mg/L) — === §  eeeeees M

Tabla 59. Pruebas para diferencia de pendientes

DA Absorbancias promedio

Calibrador de referencia (10 mg/L) So Mo
1 0.2782 0.2380 0.1546
2 0.3258 0.2193 0.1161
3 0.2835 0.2288 0.1269
4 0.2979 0.2179 0.1076
5 0.2681 0.2207 0.1019
m -0.0048 -0.0036 -0.0114
b 0.3051 0.2357 0.1556
Sm 0.007684 0.002275 0.0038
Estadistico t -0.63 -1.58 -3.00
Probabilidad 0.5757 0.2122 0.0577
Inferior 95% -0.02926 -0.01084 -0.02349
Superior 95% 0.019644 0.003646 0.000694
Ho: meg -mys =0
texp 0.53 -1.73
tiabla 3.18 3.18

Se verifica que las pendientes de los modelos para cada alicuota (Tabla 57) no difieren
significativamente de cero, con un 95% de confianza, con mayor certeza en las soluciones
control que en las mezclas de matriz bioldgica. Aunque estadisticamente no se concluye que
las muestras bioldgicas tengan una tendencia proporcional en el tiempo, la prueba misma
demuestra que la probabilidad minima para rechazar la hipotesis nula (m = 0) es
estrechamente cercana al limite a y existe un riesgo no despreciable de cometer un error tipo
II. Por criterio conservador se prefiere inferir que existe un cierto riesgo de obtener
mediciones cada vez mads sesgadas a medida que pasan los dias de almacenamiento de la
muestra, incluso cuando estadisticamente las mediciones no varien en una magnitud
importante dentro de los cinco primeros dias. Los mismos resultados se obtienen en la Tabla
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58, donde se muestra que hay ciertos indicios de una tendencia sistematica en las muestras
con matriz bioldgica.

De los resultados expresados en la Tabla 59 se deduce que hay un efecto de desgaste del
horno de grafito por uso diario (durante la realizacion de estos ensayos se efectuaron no
menos de cincuenta ciclos de atomizacién diaria). Este efecto puede explicar en parte el
decrecimiento de la intensidad de la sefial en los controles Mg y So. Sin embargo este factor no
es el Unico que explica la variabilidad en las muestras, en especial de la matriz bioldgica.

Aungque se sigue detectando una cierta variabilidad que es necesario controlar en la medicion
de las muestras de contenido gastrico, es importante recalcar que el problema de la
reproducibilidad, incluyendo la estabilidad, se ha resuelto considerablemente. El uso de una
solucidn de acido clorhidrico y acido citrico ha resultado eficaz para mantener mediciones mas
consistentes en un tiempo razonable, aunado también a la mejora en los procesos de
almacenamiento y tratamiento preanalitico de las muestras. Aunque la variabilidad sigue
teniendo una relevancia estadistica, el método puede ser considerado adecuado para obtener
mediciones fiables, siempre que no sea afectado el riesgo de resultados positivos o negativos
falsos. Para asegurar la fiabilidad de los resultados, se definié un limite de decisidn robusto y
seguidamente fue evaluada la selectividad del método, con ello se demostré finalmente que
el método desarrollado es adecuado para su propdsito.

5.2.5. Recuperacion

La recuperacion total definida como la transferencia completa del analito de la matriz a la
solucidn final, se determind partir de una relacion de sefiales entre una muestra bioldgica
fortificada y una misma cantidad de analito en solucién acuosa.

Se prepararon seis réplicas de dos mezclas en matrices biolégicas independientes, de
soluciones acuosas de aluminio patréon y un blanco de solvente conforme al procedimiento
expuesto (Tabla 14, llustracion 11) y se registraron las absorbancias de las mismas. Las
réplicas fueron examinadas con un test de Grubbs (G) para detectar valores outliers. No se
detectaron absorbancias atipicas.

Tabla 60. Resultados de pruebas de recuperacion en dos mezclas

Absorbancia Gexp Absorbancia Gexp

M10R1 0.0963 0.514 M20R1 0.12 1.105
M10R2 0.0744 0.795 M20R2 0.1396 0.098
M10R3 0.1181 1.816 M20R3 0.1565 0.769
M10R4 0.0785 0.550 M20R4 0.1301 0.586
M10R5 0.081 0.400 M20R5 0.1724 1.586
M10R6 0.0779 0.586 M20R6 0.1305 0.566
MEDIA 0.0877 MEDIA 0.1415

S 0.0167 S 0.0195

%RSD 19.08 %RSD 13.76

M1FR1 0.2997 1.143 M2FR1 0.2622 1.568
M1FR2 0.2429 1.095 M2FR2 0.2363 0.381
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Absorbancia Gexp Absorbancia Gexp

M1FR3 0.2973 1.048 M2FR3 0.2526 0.846

M1FR4 0.241 1.170 M2FR4 0.2265 1.119

M1FR5 0.2744 0.146 M2FR5 0.2362 0.389

M1FR6 0.2689 0.071 M2FR6 0.2344 0.524

MEDIA 0.2707 MEDIA 0.24

S 0.0254 S 0.0133

%RSD 9.38 %RSD 5.50

S500R1 0.2584 1.547 S250R1 0.1966 1.005

S500R2 0.253 0.614 S250R2 0.1885 0.169

S500R3 0.2506 0.199 S250R3 0.1810 1.256

S500R4 0.2471 0.406 S250R4 0.1821 1.096

S500R5 0.2424 1.219 S250R5 0.1940 0.628

S500R6 0.2452 0.735 S250R6 0.1958 0.889

MEDIA 0.2495 MEDIA 0.19

S 0.0058 S 0.0069

%RSD 2.32 %RSD 3.64

BLANCO DE SOLVENTE

Absorbancia Gexp Simbologia

BLK R1 0.0742 1.655 M Mezcla en matriz bioldgica

BLK R2 0.0617 0.755 BLK Blanco de solvente

BLKR3 0.0731 1.443 R Réplica

BLK R4 0.0623 0.639 MiO (i=1,2) Mezcla con matriz sin fortificar

BLK R5 0.0605 0.987 M1F Mezcla con matriz 1 fortificada con 500 mg/L de aluminio

BLK R6 0.0619 0.717 . i -

MEDIA 0.0656 M2F Mezcla con matriz 2 fortificada con 250 mg/L de aluminio

S 0.0052 S500 Solucidn patrén acuoso 500 mg/L

%RSD 7.90 S250 Solucidn patrén acuoso 250 mg/L

Tabla 61. Resultados de ensayo de recuperacion
M1 M2

Matriz sin fortificar (MiO) 0.0877 0.1415
Matriz fortificada (MiF) 0.2707 0.2414
Ss00 (S1) 0.2495
Sas0 (S2) 0.1897
Blanco (blk) 0.0656 0.0656
RECUPERACION (%) 99.55 80.49

Los resultados obtenidos demuestran que el método provee una recuperacion adecuada. El
porcentaje de recuperacion de la mezcla de matriz 2 (M2) pudo ser afectado por el
procedimiento de preparacion, por el que la solucidon acuosa de contraste fue preparada de
manera mas disimil que el conjunto M1 y S1. Sin embargo, tomando como referencia el
pardmetro de evaluacidn se considera que la recuperacion del método es aceptable.

5.2.6. Limites analiticos: Valor critico (LC), limite de deteccion (LD) y limite de
cuantificacion (LQ)

Se determind el limite de deteccién partiendo de blancos de solvente y el modelo de
calibracién, para establecer la concentracion calculada mdaxima que puede ser atribuida al
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blanco de solvente. Se registraron las mediciones de 6 réplicas de blanco de solvente durante

5 dias consecutivos.

Tabla 62: Registro de absorbancias de seis réplicas durante cinco dias

DiA 1 DIiA 2 DIiA 3 DIiA 4 DIA S MEDIA
B1 0.0854 |0.0808 |0.0845 |0.0804 |0.0813 |0.0825
B2 0.0868 |0.1016 |0.0703 |0.0778 |0.0823 |0.0838
B3 0.0743 |0.0964 |0.0716 |0.0747 |0.0718 |0.0778
B4 0.0675 |0.0907 |0.0681 |0.0653 |0.0823 |0.0748
B5 0.0652 |0.0842 |0.0632 |0.0602 |0.0744 |0.0694
B6 0.0830 |0.0804 |0.0625 |0.0577 |0.0641 |0.0695
MEDIA |0.0770 |0.0890 |[0.0700 |0.0694 |0.0760 |0.0763
S 0.0094 |0.0087 |0.0080 |0.0096 |0.0073 |0.0108

Se efectud un andlisis de varianza de las absorbancias,
parametros de repetibilidad y reproducibilidad entre dias

Tabla 63. Analisis de varianza

determinando

seguidamente los

Suma de Grados de Promedio de los
Origen de las variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
REPLICAS 0.00096 5 0.00019 4,19 0.0091 2.71
DIAS 0.00150 4 0.00037 8.23 0.0004 2.87
Error 0.00091 20 0.00005
Total 0.00337 29
Tabla 64: Calculos de precisidn del blanco de solvente
Estimadores Valores
S’ 0.00019
media 0.0763
RSDr[%] 18.12
Sp” 0.00004
RSDp[%] 19.78
Tabla 65. Calculos para el limite de deteccidn y cuantificacidn de las soluciones diluidas en 5 mL
Absorbancia media del blanco ( Ayy) 0.0763
Desvio estandar del blanco (Sgm) 0.0151
Desvio estandar total de curva de calibracion [Sir” (Cy = 0)] 0.00043
t(n-1,1-0) (Abik) 3.4954
Intervalo de confianza de la sefal del blanco (1Ca) 0.05276
Limite de sefal critico (A.c) 0.1291
Limite de concentracion critico (C.c [mg/L]) 2.00
tn1:1. (Lo) 2.1318
Stotal” (Cic) 0.0004
Limite de deteccion C, (mg/L) 2.12
Factor k (33,3%) 3
Limite de cuantificacion C q (mg/L) 6.36
C.o (mg/L) en muestra 101.01
Ciq (mg/L) en muestra 304.37

Se determind una concentracion en la curva de calibracion de 2,12 mg/L como limite de
deteccién y 6,36 mg/L como limite de cuantificacion, con valores obtenidos en las condiciones
de mayor variabilidad posible durante el estudio (mediciones en distintos dias, diferentes
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réplicas e interpolada en una curva de calibracién construida en condiciones de precisidn
entre dias)

Suponiendo que una muestra bioldgica al ser interpolada resultara con una concentracién
comparable con el limite de deteccion o el limite de cuantificacion, al aplicar la funcién de
analisis se reportaria aproximadamente con niveles de 101,01 mg/L 6 304,37 mg/L
respectivamente. De manera que concentraciones menores a 101,01 mg/L deberan asumirse
como niveles por debajo del limite de deteccion y hasta 304,37 mg/L como detectables pero
no cuantificables dentro de un factor de cobertura k = 3.

Tabla 66. Calculo de limites analiticos del método

Cic (mg/L)[92.16 | Cwo (mg/L)[97.74 | Ciq (Mg/L) [ 293.21

Estos niveles se consideran adecuados en vista de que resultan inferiores a los registrados en
muestras positivas estudiadas en los ensayos para la evaluacion de la selectividad.

5.2.7. Selectividad

Las concentraciones calculadas de las muestras negativas (VN2) y positivas verdaderas (VP) y
los datos simulados se muestran en la Tabla 67 y Tabla 68 respectivamente

Tabla 67. Resultados de las muestras negativas (VN2) y positivas verdaderas (VP)

VERDADEROS NEGATIVOS 2 (Grupo VN2) VERDADEROS POSITIVOS (Grupo VP)
Absorbancia C (mg/L) Absorbancia C (mg/L)
1 0.0765 138.6 1 |0.2029 516.0
2 0.0416 34.6 2 |[0.1897 476.8
3 0.0606 91.2 3 [0.2121 543.3
4 0.0955 195.3 4 10.2301 596.3
5 0.0609 92.0 5 10.2628 691.6
6 0.048 53.7 6 |[0.2717 717.2
7 10.2336 606.6
8 10.4278 1123.6
9 [0.276 729.5
10 | 0.2256 583.1
Absorbancia de blanco: 0.0573

Tabla 68. Simulacidn de datos en concentraciones de muestras VN2

Software: Quantum XL Banyan Tree Engine (Rocket mode) generacidén de numeros aleatorios: Mersenne Twister
10000 Simulaciones en 0,10 segundos

Variables de entrada Percentiles

b2 Media Desvio estandar | | Maximo 423.61
Distribucién: Normal -0.00017867 | 2.90853E-07 99.9999% 423.39
bl Media Desvio estandar | | 99.999% 421.46
Distribucién: Normal 0.021278 1.13768E-05 99.99% 402.15
b0 Media Desvio estandar | | 99.95% 389.28
Distribucién: Normal 0.08722 8.09701E-05 99.90% 381.36
blk Media Desvio estandar | | 99.50% 344.54
Distribucién: Normal 0.07629 0.01512 99% 326.74
Awnz) Media Desvio estandar | | 95% 277.70
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| Distribucién: Normal | 0.0639 | 0.0196 90% 251.92
80% 218.68
Resultados 75% 206.39
Numero de simulaciones 10,000 70% 194.79
Media (mg/L) 155.78 60% 174.90
Desvio estandar (mg/L) 74.49 50% 155.76
Mediana (mg/L) 155.76 40% 137.44
Limite de decision (mg/L) 300 30% 117.06
KS Test p-Value (Normal) >0.15 25% 105.93
Valores simulados mayores al limite de decision 250 20% 93.36
10% 60.03
Histograma de VN 5% 33.41
400 300 mg/L 1% -22.45
- 0.50% -38.39
250 0.10% -70.68
- 0.05% -102.46
*zz 0.01% -149.16
0 et L Y ey 0.001% -156.30
(_9.»‘&5 SR S R P T e i\?#‘@?‘ -L\‘b"k £ @"’cpz‘é"? G?P‘.c 0.0001% -157.02
Minimo -157.10

Se observa que menos de un 5% de los datos son superiores al limite de decisidon. Cerca de un
20% no sobrepasa el limite de deteccidn.

La probabilidad de que una muestra negativa verdadera tenga una concentracién mayor a 300
mg/L es de 2,6%

Por el método deterministico ninguna de las muestras VN2 resulté con una concentracion
mayor de 300 mg/L

Simulacidn de datos para muestras positivas verdaderas (VP)
Previo a la simulacién para el grupo VP fue necesario verificar la normalidad de los datos para
poder efectuar inferencias adecuadas

Tabla 69. Pruebas de normalidad para grupo de absorbancias VP

Prueba de normalidad para conjunto de absorbancias en muestras positivas verdaderas (VP)
TEST DE GRUBBS Normal

9

Mean 0.2532
StDev  0.06780
N 10
AD 0.904
P-Value 0.013

Dato extremo ol
A (max) 0.4278 -

80 4
704
60 4
50 4
404
304
20 4

Tamafio de muestra | 10
media 0.2532
Desvio estandar 0.0678

Porcentaje

Gexp 6.33 1
Gtabla 2.29
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llustracion 46. Grafico de normalidad y Test Anderson-Darling después de eliminar dato atipico

Normal

Prueba de normalidad para conjunto de absorbancias en muestras VP (sin dato atipico)

Porcentaje

1
0.150 0.175 0.200 0.225 0250 0.275 0.300 0.325

Mean 0.2338
StDev 0.03064
N 9
AD 0.271
P-Value 0.578

Tabla 70 Simulacién de datos en concentraciones de muestras VP

Software: Quantum XL Banyan Tree Engine (Rocket mode) Generacién de numeros aleatorios: Mersenne Twister
10000 Simulaciones en 0,10 segundos

Variables de entrada Percentiles

b2 Media Desvio estandar | | Maximo 1002.09
Distribucién: Normal -0.00017867 | 2.90853E-07 99.9999% 1001.89
bl Media Desvio estandar | | 99.999% 1000.06

Distribucién: Normal 0.021278 1.13768E-05 99.99% 981.80

b0 Media Desvio estandar | | 99.95% 968.83

Distribucién: Normal 0.08722 8.09701E-05 99.90% 947.57

blk Media Desvio estandar | | 99.50% 908.00

Distribucién: Normal 0.0763 0.0151 99% 887.19

Avp Media Desvio estandar | | 95% 823.63

Distribucidon: Normal 0.2338 0.0306 90% 787.55

80% 746.24

Resultados 75% 728.83

Numero de simulaciones 10,000 70% 714.09

Media (mg/L) 661.61 60% 687.27

Desvio estandar (mg/L) 98.78 50% 661.62

Mediana (mg/L) 661.62 40% 635.43

Limite de decisién (mg/L) 300 30% 610.32

KS Test p-Value (Normal) >0.15 25% 596.55

Valores simulados menores al limite de decision 2 20% 578.76

10% 534.36

Histograma de grupo VP 5%, 498.70

250 300 mg/L 1% 428.21

0.50% 398.96

0.10% 336.39

0.05% 316.01

0.01% 299.41

0.001% 295.70

0.0001% 295.33

Minimo 295.28
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Se observa que menos de un 0,05% de los datos son inferiores al limite de decisién. Cerca de
un 0,01% no sobrepasa el limite de cuantificacién. La probabilidad de que una muestra
positiva verdadera tenga una concentracion menor a 300 mg/L es de 0,013%

Por el método determinista ninguna de las muestras VP resultdé con una concentracién menor

de 300 mg/L

Tabla 71.Tabla de contingencia basada en ensayos a muestras reales
Resultados de ensayo

NEGATIVO POSITIVO TOTAL

Verdaderos negativos (VN2) 6 0 6
vn fp vn + fp

Verdaderos positivos (VP) 0 10 10
fn vp fn+vp

TOTAL 6 10 16

vn + fn fp +vp T

Tabla 72. Parametros cualitativos de desempefio basados en ensayos a muestras reales

indice de falsos positivos 0
indice de falsos negativos |0
Sensitividad 100%
Especificidad 100%
Eficiencia 100%

Tabla 73 Tabla de contingencia basada en pruebas de simulacién

Resultados de ensayo

NEGATIVO POSITIVO TOTAL
Verdaderos negativos (VN2) 9750 250 10000
vn fp vn + fp
Verdaderos positivos (VP) 2 9998 10000
fn vp fn+vp
TOTAL 9752 10248 20000

vn + fn fp +vp T

Tabla 74. Parametros cualitativos de desempefio basados en simulaciones

indice de falsos positivos 0.0244
indice de falsos negativos | 0.0002
Sensitividad 99.98%
Especificidad 97.50%
Eficiencia 98.74%
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Los parametros cualitativos definidos de forma determinista muestran un método cualitativo,
basado en una medicién, sin defectos. Estos parametros pueden tener un sesgo importante si
se toma en cuenta el nimero reducido de muestras.

Los datos resultantes de los experimentos de simulaciéon evidencian un riesgo de falsos
positivos y de falsos negativos de 2,44% y 0,02% respectivamente.

Se considera que el método tiene una selectividad adecuada con una probabilidad de falsos
positivos menor al 5% y un riesgo de falsos negativos menor al 5%, por lo que se demuestra
gue el método desarrollado es apropiado para su propdsito.

Evaluacidn de posibles falsos negativos

Un tercer grupo de muestras que se identificaron como dudosas debido a que no se dispuso
de suficientes elementos de prueba para aseverar que pertenezcan a los grupos de
verdaderos positivos. Estas muestras fueron remitidas al Laboratorio Quimico Toxicoldgico
con el fin de ser analizadas bajo la sospecha de intoxicaciéon por fosfuro de aluminio, pero no
se detectd la presencia de fosfina en el ensayo quimico, incluso en algunas no se hizo
referencia a hallazgos que fundamenten esta hipétesis. Los resultados de estas muestras se
presentan en la Tabla 75

Tabla 75. Resultados en muestras dudosas, posiblemente falsos negativos

A/s Concentracion (mg/L)
1 0.1114 242.9
2 0.0864 168.1
3 0.0692 116.8
4 0.0604 90.6
5 0.0454 45.9

Ninguna de las muestras puede ser reportada como positiva en base al limite de decision.

Efectuando un experimento de simulacion se obtiene lo siguiente:

Tabla 76. Datos en concentraciones obtenidos por simulacion con muestras dudosas

Numero de simulaciones 10,000
Media (mg/L) 189.48
Desvio estandar (mg/L) 88.88
Test de normalidad, valor p >0.15
Valores simulados mayores al limite de decision 1090

Para este grupo la probabilidad de que una muestra positiva verdadera tenga una
concentracion mayor a 300 mg/L es de 10,7%. Por el método determinista ninguna de las
muestras resulté con una concentracién mayor de 300 mg/L

Péagina 150 de 157



MAESTRIA EN QUIMICA APLICADA AL ANALISIS Y GESTION DE LA CALIDAD
DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO DE DETERMINACION DE ALUMINIO EN CONTENIDO GASTRICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA ELECTROTERMICA, PARA LA CONFIRMACION DE INTOXICACIONES POR
FOSFURO DE ALUMINIO

Carlos Ivan Roque

Las muestras identificadas como “posibles falsos negativos” fueron definidas como tales por
la historia médico-legal, pero no se conocen detalles como tratamientos de desintoxicacion
(por ejemplo lavado gastrico), manifestaciones como vomitos intensos, dosis ingerida y el
estado del producto ingerido (algunas personas han ingerido tabletas en avanzado estado de
degradacion, en estos casos hay una proporcion considerable de hidréxido de aluminio que
precipita en el estémago formando compuestos poco solubles) Estos factores entre otros
abren la posibilidad de falsos negativos clinicos.

Existen otras incégnitas en la manipulacion preanalitica de los especimenes. El método de
recoleccion durante la autopsia, el embalaje la preservacién y la ocurrencia de accidentes
relativamente comunes como por ejemplo derrames, pueden dar lugar entre otros factores a
falsos negativos analiticos.

Para asegurar la calidad del método, estos factores deben ser siempre tomados en cuenta una
vez implementado el método en el laboratorio.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. En base a los ensayos realizados y los resultados obtenidos se demuestra que
ha sido desarrollado un método analitico apto para la confirmacién de intoxicaciones
por ingesta de fosfuro de aluminio, cumpliendo todos los pardametros de desempeno
dentro de los criterios de evaluacion establecidos

6.2. Se han resuelto adecuadamente los problemas analiticos antes presentados,
identificando los factores criticos aplicando herramientas cualimétricas e
implementando buenas practicas en la manipulacion preanalitica de los especimenes

6.3. Se estimé un limite de decision eficaz que permite diferenciarlos valores de
aluminio elemental en contenidos gastricos considerados como normales de las
concentraciones de muestras extraidas de individuos que ingirieron fosfuro de
aluminio.

6.4. Se recomienda reforzar este limite de decision con un nimero mayor de
especimenes bioldgicos. El Laboratorio Quimico Toxicoldgico debe tomar en cuenta
los aspectos analiticos y clinicos que pueden llevar a falsos negativos en la practica.
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