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RESUMEN

En la actualidad, no existe en la Norma Oficial Mexicana un método de referencia para
evaluar la concentracion de metales en suero sanguineo humano, mediante
espectroscopia de absorcién atomica. Por lo que el objetivo de este trabajo de
investigacion, que se llevo a cabo en el Departamento de Ciencias Quimico Biologicas
de la Universidad de Sonora, es desarrollar el procedimiento para estandarizar y validar
un meétodo analitico por espectroscopia de absorcion atémica por flama para cuantificar
Na, K, Ca 'y Mg en suero sanguineo humano utilizando pardmetros de calidad tales como
exactitud, repetibilidad, linealidad, limite de deteccion e incertidumbre, parametros
recomendados por la Entidad Mexicana de Acreditacion. Primero se trabajé en la
estandarizacion en condiciones ideales utilizando estdndares de alta pureza a
concentracion conocida y posteriormente se trabajé con la validacion del método
utilizando un estandar certificado NIST 1670a, para finalmente evaluar la utilidad de
esta metodologia en la determinacion de metales en un composito de suero sanguineo
humano. Los criterios de calidad evaluados muestran valores consistentes y aceptables
en funcion del estadistico de prueba utilizado para cada parametro con un nivel de
significancia del 5% (o = 0.05) y una confiabilidad del 95%, asi como un valor de
incertidumbre estandar combinada por debajo de 0.05. En base a los resultados
obtenidos se puede concluir que esta metodologia puede ser utilizada como de referencia
por laboratorios de analisis clinicos en el area de servicios a la salud o en investigacion

clinica, asi como que sea reconocida y recomendada por instancias oficiales.



ABSTRACT

Currently, there is no method of reference in the Mexican Official Norm to evaluate the
concentration of metals in the human blood serum by means of spectroscopy of atomic
absorption. For the objective of this research, which took place in the Chemical-
Biological Sciences Department of the University of Sonora, is to develop the procedure
to standardize and validate an analytic method by spectroscopy of atomic absorption by
flame to quantify Na, K, Ca and Mg in human blood serum using some quality
parameters such as accuracy, repeatability, linearity, limit of detection and uncertainty,
parameters recommended by the Mexican Entity of Accreditation. First, some work was
done in the standardization on ideal conditions using standards of high purity to known
concentration and later on, work was done with the validation of the method using a
certificated standard NIST 1670a, to finally evaluate the utility of this methodology in
the determination of metals in a composite of human blood serum. The criteria of quality
evaluated show consistent and acceptable values in function of the statistician of test
used for each parameter with a significance level of 5% (a=0.05) and a reliability of
95%, and a value of standard uncertainty combined under 0.05. In base of the results
obtained it can be concluded that this methodology can be used as reference by
laboratories of clinical analysis in the health services area or in clinic research, being

recognized and recommended by official companies.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccidén

Los electrolitos son iones capaces de llevar una carga eléctrica. Se clasifican como
aniones o cationes con base en el tipo de carga que llevan. Los aniones tienen carga
negativa y se mueven hacia el anodo y los cationes tienen carga eléctrica positiva y se
mueven hacia el catodo (Bishop, 2007). Una persona pierde electrolitos cuando suda o
cuando presenta un cuadro patolégico y debe reponerlos tomando liquidos. En este
sentido, es importante mantener un equilibrio de electrolitos en el cuerpo, debido a que
ellos afectan la cantidad de agua corporal, la accion de los muasculos, el mantenimiento
del potencial de membrana, la transmision del impulso nervioso, la regulacion del
equilibrio &cido-base (pH), la presion osmoética y la fuerza i6nica de los medios
intracelular y extracelular. Los electrolitos estan presentes en la sangre como acidos,
bases y sales, entre los principales se encuentran sodio (Na), calcio (Ca), potasio (K),
cloruro (CI"), fosforo (P), magnesio (Mg), manganeso (Mn) y bicarbonato (HCO3);
éstos se pueden medir por medio de estudios de la sangre en el laboratorio. Los niveles
de Na indican el equilibrio de sal y agua. Estos también son una sefial de la funcion de
los rifiones y de las glandulas suprarrenales. Los niveles de Na anormales a menudo
indican que el volumen de sanguineo es demasiado bajo (debido a la deshidratacién) o
demasiado alto. Lo anterior también puede ocurrir cuando el coraz6n no bombea
normalmente la sangre o cuando los rifiones no funcionan correctamente. El K afecta
algunos 6rganos mayores principales, incluso el corazén. Los niveles de K aumentan por
el mal funcionamiento del rifién y pueden ser anormales debido a vomitos o diarrea
(Goodman-Gilman et al., 1996; Diaz et al., 2002).

Como se puede observar, las concentraciones de electrolitos (que de ahora en adelante
Ilamaremos metales) sanguineos se relacionan con algunos estados patoldgicos por lo
que es muy importante su correcta cuantificacion para poder establecer un diagnéstico

acertado. Sin embargo, la mayoria de los métodos utilizados para la determinacion de



Na, K, Ca y Mg subestiman los valores reales. Entre estos métodos de rutina, en
laboratorios de Analisis Clinicos se encuentran la fotometria de llama, métodos
colorimétricos o a traves de electrodos de ion selectivo. La gran mayoria de las empresas
que venden estos equipos o reactivos son de compafiias extranjeras por lo que los
valores normales o de referencia son tomados principalmente de individuos Europeos,
los cuales no necesariamente corresponden a los valores normales para una poblacion
humana de México (Kraut y Madias, 2007).

Los fluidos corporales estdn constituidos por diferentes fracciones de muestras
bioldgicas, los mas comunes son orina, sangre completa, plasma y suero sanguineo.
Dentro de estos fluidos se encuentran electrolitos considerados como elementos traza,
cuyas concentraciones son tan bajas que andan en el orden de partes por millén (ppm) o
partes por billon (ppb), por lo que los métodos colorimétricos no los pueden detectar y
es cuando se requiere el uso de métodos instrumentales que permitan su correcta
cuantificacion, entre estos métodos se encuentra la Espectroscopia de Absorcién
Atomica (EAA), como método de eleccién (van Loon, 1985; Rouessac y Rouessac,
2003; Christian, 2009).

Actualmente en México, no existe en la Norma Oficial Mexicana (NOM) un método de
referencia que permita evaluar la concentracion de Na, K, Ca y Mg en fluidos
biol6gicos, mediante Espectroscopia de Absorcion Atémica (EAA). Por otro lado, la
mayoria de los laboratorios de analisis clinicos que realizan de rutina la determinacion
de electrolitos sanguineos, como Na, K, Ca, Mg, lo hacen utilizando métodos
colorimétricos, que subestiman los valores de las concentraciones de estos metales en
sangre o suero , 0 en su defecto, el limite de deteccion de estos métodos no permite la
cuantificacion de los mismos y esto puede impactar en el diagnéstico de alguna
patologia asociada, especialmente las relacionadas con deficiencia de los electrolitos
séricos.En este sentido, la relevancia del presente trabajo consiste en estandarizar y
validar un método de anélisis de Na, K, Ca y Mg por EAA en suero sanguineo humano,

que permita ser utilizado en laboratorios de analisis clinicos.



1.2 Objetivo General

Estandarizar y validar un método de andlisis de Na, K, Ca y Mg en suero sanguineo
humano, mediante Espectroscopia de Absorcion Atomica por flama (EAA) y que, en
base a los parametros de calidad y su confiabilidad, pueda ser utilizado como método de

referencia en laboratorios de andlisis clinicos.

1.3 Objetivos Especificos

Estandarizar un método de analisis de electrolitos séricos de importancia clinica como
Na, K, Ca y Mg, primero bajo condiciones ideales, utilizando soluciones preparadas a

partir de estdndares de alta pureza.

Estandarizar y validar el método de analisis de electrolitos séricos en base a parametros
estadisticos tales como exactitud, repetibilidad, linealidad, limite de detecciéon e

incertidumbre.

Comprobar la funcionalidad del método analitico estandarizado, utilizando suero
sanguineo humano, asi como un estandar de referencia certificado, para la

determinacion de Na, K, Ca'y Mg, mediante Espectroscopia de Absorcién Atomica.

Establecer, en base a los resultados del andlisis estadistico, la confiabilidad en la
determinacion de electrolitos séricos para que esta metodologia pueda ser utilizada como

referencia por laboratorios de analisis clinicos.



CAPITULO 2
2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia de los Electrolitos Sanguineos

Los compuestos que tienen uniones que les permite disociarse en soluciones acuosas en
particulas independientes se llaman electrolitos. Las particulas disociadas se llaman
iones y tienen cargas positivas (cationes) o negativas (aniones). El papel que juegan los
electrolitos en el cuerpo humano es el de mantener el equilibrio de los fluidos en las
células para que éstas funcionen correctamente, manteniendo la homeostasis. Todas las
formas de vida superiores requieren de un sutil y complejo balance de electrolitos entre
el medio ambiente intracelular y extracelular. En particular, el mantenimiento de la
intensidad osm@tica precisa de electrolitos indispensables para las células. Tales
intensidades osmoticas regulan la hidratacion corporal, la presion arterial y el pH
sanguineo, que son criticos para el buen funcionamiento corporal (Goodman-Gilman et
al., 1996). Entre los electrolitos mas comunes en el cuerpo humano en tejido sanguineo,
suero o plasma estan: sodio (Na*), potasio (K*), calcio (Ca**), magnesio (Mg™),
cloruros (CI") y bicarbonato (HCOz3") (Thibodeau et al., 1998).

La actividad fisica y el calor del medio ambiente externo, hace que se pierda agua
corporal a través de la sudoracion y esto ocasiona que también se pierdan electrolitos
corporales que conllevan a la deshidratacion. Entre los electrolitos que se pierden a
través del sudor se consideran el Na, K y CI, principalmente. Por esta razén, es
conveniente rehidratar inmediatamente durante y después de hacer ejercicio o alguna
otra actividad fisica que provoque sudoracion, ya que de no hacerlo puede subir la
temperatura corporal o sobrevenir calambres musculares, que en situaciones no criticas

generan malestar corporal generalizado (Krupp et al., 1996; Tierney et al., 2001).



El contenido de agua promedio del cuerpo humano varia de 40 a 75% del peso corporal
total, con valores que disminuyen con la edad, y en particular con la obesidad. Las
mujeres tienen menor contenido de agua promedio que los varones como resultado de un
mayor contenido de grasa. El agua es el disolvente para todos los procesos del cuerpo
humano. Transporta nutrientes a la células, determina el volumen celular por su
transporte dentro y fuera de la célula, elimina productos de desecho por medio de la
orina y actia como refrigerante del cuerpo por medio de la sudoracion (Bishop et al.,
2007).

El agua se localiza en compartimientos intra y extracelulares. El liquido intracelular
(LIC) es el liquido dentro de las células y constituye cerca de dos tercios del agua
corporal total. El liquido extracelular (LEC) equivale al otro tercio del agua corporal
total y se puede subdividir en liquido extracelular intravascular (plasma) y el liquido
extracelular intersticial que rodea a las células en el tejido. EI plasma normal tiene cerca
del 93% de agua, con el volumen restante ocupado por lipidos y proteinas,
principalmente. Las concentraciones de iones dentro de las células y en el plasma se
mantienen tanto por procesos de transporte activo o transporte pasivo (Tresguerres,
1992; Murray et al., 2001; Bishop et al., 2007).

La osmolalidad es una propiedad fisica de una disolucion que se basa en la
concentracion de solutos (expresada como milimoles, principalmente) por kilogramo de
disolvente (p/p). La osmolalidad en el plasma es importante porque es el parametro al
que responde el hipotdlamo. La regulacion de la osmolalidad también afecta la
concentracion de sodio en el plasma, en gran medida porque el Na y sus aniones
relacionados regulan cerca del 90% de la actividad osmoética en el plasma. La
homeostasis en el cuerpo humano esta controlada eficientemente por medio de
hormonas entre las cuales se encuentran la antidiurética, aldosterona y paratohormona

producidas en el hipotdlamo, asi como las glandulas suprarrenales y tiroides,

respectivamente, que regulan el volumen de agua, el volumen de sangre y la



concentracion de electrolitos bajo diferentes condiciones fisiologicas normales y
patologicas (Bishop et al., 2007).

En algunos estados patologicos se alteran los niveles de electrolitos, y por ende se
requiere cuantificar su concentracioén para poder establecer un diagnostico oportuno y
preciso, para que se pueda elaborar una estrategia terapéutica a tiempo. Incluso, en
muchos pacientes hospitalizados por diversas causas, la administracion de suero puede
provocar hiponatremia con hipervolemia, debido a que no se cuantifican correctamente
los niveles de electrolitos sanguineos en situaciones normales y/o patoldgicas (Méalaga et
al., 2006; Hong-Long y Hong-Guang, 2008).

2.2. Patologias Asociadas a Alteraciones en los Niveles de Electrolitos.
2.2.1 Sodio (Na).

El Na es el cation mas abundante en el organismo, el 70% del Na total corporal se
encuentra en forma libre, de este porcentaje el 97% se encuentra en el LEC y el 3% en el
LIC; el 30% restante estd en forma fija, no intercambiable en hueso, cartilago y tejido
conectivo. El Na libre es responsable de mas del 90% de la osmolalidad del LEC, y su
concentracion estd intimamente relacionada con el balance hidrico. En la préctica, el
electrolito que arroja mayor utilidad clinica es el Na, por eso se le considera el
acuatocrito (o acuacrito) del organismo ya que su concentracién indica el grado de
hidratacion del organismo. El resto son K, CI', Mg y Ca que estan muy relacionados con
acidosis y alcalosis respiratoria y metabdlica (Angel y Angel, 2000; Schrier y Bansal,
2008).

Los rifiones son los drganos reguladores del metabolismo del Na, exhibiendo una
capacidad casi ilimitada para excretarlo. Normalmente el organismo adulto ingiere 150
mEq de Na en la dieta diaria y el rifidn excreta 140 mEq. El resto se excreta por piel y
sudor (5 mEg/dia) y por heces fecales (5 mEg/dia), para completar 150 mEq de la
ingestion diaria (Pizarro-Torres, 2004). En este sentido, bajos niveles de Na (<136



mEQg/L) indican hiponatremia y altos niveles de Na (>145 mEq/L) indican hipernatremia
(Nguyen y Kurtz, 2004). Ambos trastornos clinicos estan relacionados con diversas
patologias, tal y como se puede apreciar en la Tabla 1. Aunque los trastornos mas
comunes asociados a deficiencia de hidratacion y electrolitos son la diarrea, mala
absorcion, insuficiencia pancreética y renal, principalmente. Ademas de las condiciones
clinicas anteriores, también esta la edad avanzada de ancianos y nifios recién nacidos
que pueden tener problemas de hidratacion (Angel y Angel, 2000; Biswas y Davies,
2007; Luckey y Parsa, 2003; Modi, 2007; Gross, 2008).

Existen otras patologias més graves asociadas a desequilibrios de la concentracion de
electrolitos y/o hormonas que controlan el equilibrio homeostatico, entre ellas la
hormona paratiroidea, aldosterona, asi como los niveles de vitamina D, que cuando se
encuentran alteradas pueden asociarse con mieloma multiple, hipoparatiroidismo,
nefrosis, desordenes neuromusculares y acidosis diabética severa, entre otras (Randox,
1993; Henry, 1997; Tierney et al., 2001).

Una de estas patologias asociada a desequilibrios en los niveles de sodio y cloruros es la
fibrosis quistica (FQ) la cual es un trastorno hereditario multisistémico, que resulta del
rasgo recesivo con peligro para la vida méas habitual de la raza blanca. Afecta a nifios y
adultos y se caracteriza principalmente por una obstruccion crénica grave e infeccion de
las vias respiratorias. Es responsable de la mayor parte de los casos de insuficiencia
pancredtica exocrina en la primera etapa de la vida. Estas manifestaciones pueden
presentarse en los primeros meses de la vida y las formas leves algunas veces se
diagnostican en la adolescencia y en otras ocasiones resultan ser hallazgos necropsicos.
La afeccion parece ser por causa de la alteracién de un gen en el brazo largo del
cromosoma 7. Este gen normalmente produce una proteina (cuya abreviatura en inglés
es CFTR) y su funcion principal es el servir de intercambio de iones, sobre todo de Cl"y
Na, a través de la pared celular. Al mutarse el gen, del cual se han descrito mas de 600
mutaciones, ocurre una alteracién cuantitativa o cualitativa de la proteina que produce.

Al nivel de las glandulas sudoriparas la CFTR de las células del conducto excretor no



Tabla 1.- Principales causas de hiponatremia e hipernatremia.

CAUSAS DE HIPONATREMIAS

CAUSAS DE HIPERNATREMIAS

Pérdida excesiva de iones
Hipoadreanalismo
Deficiencia de potasio

Uso de diuréticos

Cetonuria

Nefropatia con pérdida de sal
Vomito prolongado o diarrea
Quemaduras graves

Pérdida excesiva de agua
Diabetes insipida
Trastorno tubular renal
Diarrea prolongada
Sudoracidn excesiva
Quemaduras graves

Retencion excesiva de agua
Insuficiencia renal

Sindrome nefrotico

Cirrosis hepética

Insuficiencia cardiaca congestiva

Ingestion reducida de agua
Personas ancianas

Infantes

Dafio mental

Desequilibrio del agua
Ingestidn de agua en exceso
SIADH*
Pseudohipernatremia

Ingestion excesiva o retencion de agua
Hiperaldosteronismo

Exceso de bicarbonato de sodio

Exceso de liquido de dialisis

* = (Secrecion Inadecuada de Hormona Antidiurética (SIADH).
Fuente: Pizarro-Torres, 2004; Reynolds et al., 2006; Bishop et al., 2007.




reabsorbe el CI" ni el Na, lo que produce sudoracion acompafiada con estos dos
elementos (Marrero-Rodriguez et al., 2002; Gozdzik et al., 2008). A saber, esto se
genera por secrecion inapropiada de la hormona antidiurética, hipoadrenalismo, status
postoperatorio, enfermedades pulmonares y cerebrales, alcalosis y acidosis e

hipertensién arterial (Angel y Angel, 2000; Rolleman et al., 2008; Slee et al., 2008).

2.2.2 Potasio (K).

El K es el principal catién intracelular en el cuerpo, con una concentracion veinte veces
mayor dentro de la célula que fuera de ella. Muchas funciones celulares requieren que el
cuerpo mantenga una concentracion de LEC baja de K. Como resultado, solo 2% del K
total del cuerpo circula en plasma, el 98% restante se encuentra en el LIC. Las funciones
del K en el cuerpo incluyen regulacion de la excitabilidad neuromuscular, contracciones
del corazdn, volumen de LIC y concentracion de iones hidrogeno. En este sentido, la
concentracion del i6n K es importante en las contracciones del musculo esquelético y
cardiaco, de tal manera que una baja en los niveles de K (hipopotasemia o hipokalemia)
del orden de 3.5 mEg/L, o una alta concentracion (hiperpotasemia o hiperkalemia) por
encima de 5 mEg/L, estos musculos pueden dejar de contraerse y en casos graves
provocar un paro cardiaco e inducir la muerte de una persona (Du Plooy et al., 1994;
Seamark et al., 1999; Mirsamadi et al., 2004: Bishop et al., 2007; Sevastos et al., 2008:
Greenlee et al., 2009; Petenusso et al., 2009; Hoeskstra et al., 2010; Kalita et al., 2010).

Algunas de las causas de estos trastornos clinicos se pueden apreciar en la Tabla 2.

2.2.3 Calcio (Ca).

Cerca del 99% del Ca en el cuerpo es parte de hueso y/o de la estructura ésea, en tanto

gue el 1% restante esta en sangre y LEC. De hecho, la concentracién de Ca ionizado en

la sangre es 5000 a 10000 veces mayor que en el citosol de células del muasculo cardiaco
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y liso. Aunque la mayor parte del Ca en sangre esta unido a proteinas (40%),
principalmente alblmina, o est4 asociado a especies anidnicas mas pequefias como
bicarbonato, citrato, fosfato y lactato (15%), la fraccion de Ca bioldgicamente activa
se encuentra como Ca idnico libre (45%). Por su papel en varias reacciones enzimaticas
y en los mecanismos de transporte de membranas, el Ca ionico es de vital importancia
en la coagulacion sanguinea, la conduccion nerviosa, la transmision neuromuscular y la
contraccion muscular. Los niveles de Ca en sangre estan regulados por la hormona
paratiroides (PTH), por la vitamina D y por la hormona calcitonina. Un aumento en la
concentracion de Ca (hipercalcemia) puede provocar la entrada en coma de una persona,
en tanto que una disminucién en los niveles de Ca (hipocalcemia), puede provocar
calambres (tetania), reduccion del trabajo del gasto cardiaco y una depresion de la
funcién del ventriculo izquierdo. A la larga la hipocalemia puede provocar osteoporosis
y fracturas Oseas. En la Tabla 3 se puede apreciar las causas de la hipocalcemia e
hipercalcemia (Moe, 2008; Acosta-Garcia et al., 2009; Alfaro-Martinez et al., 2009;
Carrillo-Lopez et al., 2009; Teruel et al., 2009).

2.2.4 Magnesio (Mg).

El Mg es el cuarto cation méas abundante en el cuerpo humano y el segundo ion
intracelular mas abundante. El cuerpo humano promedio (70 Kg) contiene 1 mol (24 g)
de Mg. Alrededor de 53% de Mg en el cuerpo se encuentra en los huesos, 46% en el
musculo y otros Organos Y tejidos suaves, y menos de 1% esta presente en suero y
eritrocitos. Del Mg presente en el suero sanguineo, cerca de un tercio se enlaza a
proteinas, sobre todo albimina. De los dos tercios restantes, 61% existe en el estado
libre o ionizado, y cerca de 5% estd compuesto de otros iones, como fosfato o citrato.
Similar al Ca, es el ion libre el que es fisiologicamente activo en el cuerpo. La funcién
del Mg en el cuerpo es muy amplia. Es un cofactor esencial de mas de 300 enzimas,
incluso las que son importantes en la glucadlisis, el transporte intracelular de iones, la
transmision neuromuscular, la sintesis de carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos

nucleicos, asi como la liberacion y respuestas a ciertas hormonas (Wagner, 2007).
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Tabla 2.- Principales causas de hipopotasemia e hiperpotasemia.

CAUSAS DE LA HIPOPOTASEMIA

CAUSAS DE LA HIPERPOTASEMIA

Pérdida gastrointestinal
Vomito.

Diarrea.

Succion gastrica.

Tumor intestinal.
Malabsorcion.

Tratamiento de cancer: quimio y radioterapia.

Dosis grandes de laxantes.

Excrecion renal reducida
Insuficiencia renal aguda o crénica.
Hipoaldosteronismo.

Enfermedad de Addison.

Uso de diuréticos.

Pérdida renal

Uso de diuréticos.
Neffritis.

Acidosis tubular renal.
Hiperaldosteronismo.
Sindrome de Cushing.
Hipomagnesemia.
Leucemia aguda.

Desplazamiento celular
Acidosis.

Lesion muscular/celular.
Quimioterapia.
Leucemia.

Hemolisis.

Desplazamiento celular
Alcalosis.
Sobredosis de insulina.

Ingestion reducida

Ingestion reducida

Artifactual

Hemdlisis de la muestra.

Trombocitosis.

Uso prolongado de torniquete o cerrar con
fuerza el pufio.

Fuente: Bishop et al., 2007; Greenlee et al., 2009.
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Tabla 3.- Principales causas de hipocalcemia e hipercalcemia.

CAUSAS DE LA HIPOCALCEMIA

CAUSAS DE LA HIPERCALCEMIA

Hipoparatiroidismo  primario:  aplasia
glandular, dafio o eliminacion glandular
quirdrgica.

Hiperparatiroidismo primario: adenoma o
hiperplasia glandular.

Hipomagnesemia.

Hipertiroidismo.

Hipermagnesemia.

Hipocalciuria familiar benigna.

Hipoalbuminemia (solo calcio total),
hepatopatia crénica, sindrome nefrotico,
desnutricion.

Malignidad.

Pancreatitis aguda.

Mieloma mdltiple.

Deficiencia de vitamina D.

Vitamina D incrementada.

Enfermedad renal.

Uso de diuréticos de tiacida.

Rabdomiolisis.

Inmovilizacion prolongada.

Pseudohipoparatiroidismo.

Fuente: Bishop et al., 2007; Moe, 2008; Teruel et al., 2009.
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De manera muy eficiente, los rifiones se encargan de mantener los niveles de Mg en
sangre y se regula de manera coordinada con los niveles de Na y Ca. De tal manera, que
cuando los niveles de Mg se alteran se generan una serie de trastornos clinicos
importantes. En la Tabla 4 se muestran las causas que provocan que los niveles de Mg
disminuyan (hipomagnesemia) y las causas que provocan que los niveles de Mg
aumenten (hipermagnesemia) (Monnens et al., 2000; Tapia et al., 2007; Wagner, 2007,
Alexander et al., 2008; Negri, 2008; Kuipers et al., 2009; Assadi, 2010).

2.3 Métodos de Anélisis Quimico de Electrolitos en Muestras Bioldgicas

2.3.1 Métodos Espectrofotométricos (Colorimetria)

De manera tradicional, el método que mas se utiliza para determinar analitos en sangre,
plasma o0 suero sanguineo y orina es la espectrofotometria de absorcion mediante
colorimetria. Entre estos analitos se encuentran proteinas totales, colesterol, triglicéridos,
glucosa, acido urico y electrolitos como Na, K, Mg, Ca, P, Cly HCOs, entre otros
(Randox, 1993; Alvarado y Pefaloza, 2006). La colorimetria se basa en la formacion de
un compuesto colorido debido a la reaccion quimica de un elemento con un reactivo
quimico especifico. Si la intensidad del color es proporcional a la concentracién del
compuesto, se obtiene una estimacion cuantitativa del elemento. La intensidad del color

se mide a través de la absorcién de luz en un intervalo estrecho de longitudes de onda.

2.3.2 Métodos Espectrofotométricos de Emisidn (Fotometria de Flama)

Es una técnica de emision que utiliza una flama como fuente de excitacién y un
fotodetector electronico como dispositivo de medida. Se trata principalmente de un
método de analisis cuantitativo mas sencillo y preciso para el analisis de metales
alcalinos, la mayor parte de los metales alcalinotérreos y algun otro elemento metalico.
También es posible realizar un analisis cualitativo examinando todas las longitudes de

onda del espectro de emision (espectrofotometria de flama o fotometria de flama). Su
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Tabla 4.- Causas de hipomagnesemia e hipermagnesemia.

CAUSAS DE LA HIPOMAGNESEMIA

CAUSAS DE LA HIPERMAGNESEMIA

Ingestion reducida

Dieta deficiente o inanicion
Tratamiento intravenoso prolongado
deficiencia de magnesio

Alcoholismo crénico

con

Excrecion reducida
Insuficiencia renal aguda
Hipotiroidismo
Hipoaldosteronismo
Hipopitituarismo

Absorcion reducida

Sindrome de malabsorcién

Secrecion quirdrgica de intestino delgado
Succion nasofaringea

Pancreatitis

Vémito

Diarrea

Abuso de laxantes

Neonatal

Ingestion reducida

Antiécidos

Enemas

Catarticos

Terapéutica: eclampsia, arritmia cardiaca

Excrecion renal incrementada
Trastorno tubular
Glomerulonefritis

Pielonefritis

Diversas
Deshidratacion
Carcinoma 0seo
Metastasis 0sea

Excrecion endocrina excesiva
Hiperparatiroidismo
Hiperaldosteronismo
Hipertiroidismo

Hipercalcemia

Cetoacidosis diabética

Fuente: Bishop et al., 2007; Tapia et al., 2007; Negri, 2008.
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aplicacion es limitada si se compara con la espectroscopia de emision ordinaria por
flama, ya que la energia de la flama permite excitar inicamente de 30 a 50 elementos,
siendo este namero funcion del tipo de flama utilizada. La muestra a analizar debe de

estar en solucion (Frankenberg et al., 1951).

En espectrometria de emision por flama se consigue que los &tomos emitan pocas lineas
porque la temperatura que se alcanza con la flama es pequefia. Solo se consigue que
pocos atomos pasen del nivel fundamental a niveles activados. No se puede usar para
andlisis cualitativo, se emplea para analisis cuantitativo para determinar la concentracion
de Na, K, Ca en materiales bioldgicos (suero sanguineo), entre otros. Este método
presenta desventajas: a) las sustancias que acompafian al Na absorben también parte de
la radiacion o pueden emitir. Si no se conocen esas sustancias, no se pueden afiadir a las
muestras patrones y luego se producen variaciones en la medida de la muestra patron, b)
la radiacion de fondo depende de la temperatura de la flama, y c) se presentan
variaciones en la velocidad de flujo (muestra o del gas oxidante). Por lo tanto, este

método no se utiliza mucho.

2.4 Ventajas y Desventajas de los Métodos de Analisis de Electrolitos en Muestras

Biologicas por Métodos Espectrofotométricos (Colorimetria).

La determinacion de la concentracion de un analito gracias a su absorcién de la
radiacion visible (Vis) o ultravioleta (UV) es uno de los métodos analiticos cuantitativos
mas utilizados. Una de las razones de su popularidad es que mucho de los compuestos
organicos o inorganicos poseen fuertes bandas de absorcién en la region UV/Visible del
espectro electromagneético. Ademas, en muchas ocasiones, los analitos que no absorben
radiacion UV/Visible, o que solo lo hacen en escasa medida, pueden unirse
guimicamente a una especie que si lo haga. Sin embargo, el andlisis de las muestras
clinicas suele complicarse debido a la complejidad de la matriz de la muestra, que puede

contribuir con una importante absorcion de fondo en la longitud de onda investigada
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(Harvey, 2002). Actualmente se cuenta con distintas técnicas que utilizan reactivos
comerciales (kits) que permiten realizar las cuantificaciones por el método de
espectrofotometria visible. Ademas, la principal desventaja analitica de este método es
que requiere la presencia de una concentracion relativamente alta del analito (mg/dL)
para poder obtener un resultado de interés clinico. Esto significa que el limite de
deteccion es su principal desventaja analitica. Algunas determinaciones de electrolitos
como Ca y Mg se hacian mediante volumetria por titulacion con EDTA. En tanto que
Na, Ca y K se hacian con electrodos de idn selectivo. Cabe sefialar que en la actualidad
estas determinaciones ya no se realizan en laboratorios de andlisis clinicos, ya que son
métodos que han sido superados por otras metodologias con mayor sensibilidad y
mayor limite de deteccion (Randox, 1993; Christian, 2009).

2.5 Ventajas de los Métodos Instrumentales [Espectroscopia de Absorcién Atomica (EAA)]

El método de eleccion para la determinacion de electrolitos séricos es la Espectroscopia
de Absorcién Atomica (EAA). La principal ventaja analitica es que se pueden obtener
determinaciones clinicas de concentraciones de electrolitos en mg/L (ppm) 0 menos
(Higson, 2007). Esto significa que la EAA tiene un mejor limite de deteccion que
permite la cuantificacion de electrolitos séricos a nivel traza, y cuyas deficiencias
clinicas pueden estar relacionadas con ciertas patologias importantes, como las sefialadas
anteriormente (Van Loon, 1985; Christian, 2009). Ademas, la EAA tiene otras ventajas
en la cuantificacion de electrolitos séricos entre las que destacan la alta sensibilidad,
bajo costo, tiempo corto, rapidez de analisis y facilidad de operacién, entre otras
(Higson, 2007; Christian, 2009).

El principio de operacion de un espectrofotometro de absorcion atomica por flama es
que la radiacion del elemento quimico que interesa, cuya fuente de luz suele ser una
lampara de catodo hueco, se dirige a través de la flama que contiene el gas atomico. La

solucion del analito se nebuliza por medio de un atomizador o nebulizador en finas
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gotitas y se lleva a la flama. El disolvente de las gotas se evapora de inmediato y las
particulas de sal se descomponen en &tomos, iones y electrones. Los atomos de la
muestra absorberan la radiacion que emita el mismo atomo en la lampara de catodo
hueco, con lo que se atenda la energia de la fuente. Mediante un monocromador se
separa la linea espectral del elemento que interesa de cualquier otra radiacion que venga
de la fuente o de la flama. La energia radiante de la fuente se transforma en corriente
eléctrica en un detector y posteriormente se pasa a un sistema de lectura. La absorcién
de radiacion es directamente proporcional a la concentracion de la solucién radiada en la
flama (Skoog, et al., 2001; Gémez-Alvarez, 2004; Christian, 2009)

Esta metodologia ha sido utilizada extensamente en diferentes areas cientificas. En este
sentido, en la literatura se puede encontrar articulos en donde se sefiala que la
espectroscopia de absorcién atdmica ya se ha utilizado para la cuantificacion de
electrolitos o metales en suero, sangre, orina 0 en diferentes tejidos corporales, tales
como cobre, zinc, plomo, arsénico, selenio, sodio, potasio, calcio, magnesio, fosforo,
hierro, mercurio, litio, cadmio, berilio, aluminio, entre otros (Frech et al., 1982;
Pruszkowska et al., 1983; Hou-Chuan et al., 2001; Barret et al., 2005; Stephan et al.,
2008; Zhao et al., 2009). Mas sin embargo, en las metodologias empleadas no se

describe el procedimiento analitico para la estandarizacion y validacién del método.

2.6 Importancia de la Estandarizacion y Validacion de un Método Analitico.

El Committe on Environmental Improvement de la American Chemical Society (citada
en Christian, 2009) define la estandarizacién como el proceso por el que se establece
la relacion entre la sefial medida y la cantidad de analito. La estandarizacion de un
método analitico es un proceso riguroso que tiene como objetivo establecer o definir las
condiciones de andlisis en que se pretende cuantificar un analito, que dependiendo de la
técnica analitica a la que pertenezca el método, la matriz o matrices, el analito, la

cantidad de parametros de estandarizacion y de la metodologia empleada para su
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desarrollo puede requerir de un tiempo considerable, en algunos casos puede superar los
seis meses (Coy, 1999; Harvey, 2002).

La validacion es la confirmacién mediante el suministro de evidencia objetiva de que
se han cumplido los requisitos del método para una utilizacion o aplicacion especifica
prevista en la Norma Oficial Mexicana (NMX-CH-152-IMNC-2005). Un analito es una
especie de interés a determinar en un analisis (NMX-CH-152-IMNC-2005, citada en
CENAM-EMA, 2009). Por otro lado, la validacion también se define como el proceso
en el que se comprueba que un procedimiento proporciona resultados aceptables,
principalmente en funcién de la precision y de la exactitud (Harvey, 2002; Christian,
2009).

Se puede validar un nuevo método por comparacion de los resultados de la muestra con
los resultados obtenidos con otro método aceptado; para ello se utilizan estandares
certificados o materiales de referencia que se pueden analizar para asegurar la exactitud
del método que se utiliza. En este sentido, a nivel internacional el Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia (NIST, por sus siglas en inglés) prepara materiales de
referencia estandar de diferentes composiciones de matriz que han sido certificados en
cuanto al contenido de analitos especificos mediante medicion cuidadosa de por lo
menos dos métodos independientes. Los estandares se deben analizar en forma
intermitente con las muestras y también se debe analizar una muestra control por lo
menos una vez al dia, y graficarse los resultados como funcion del tiempo para preparar
una gréfica de control de calidad, que se compara con la desviacion estandar del método
(Harvey, 2002; Christian, 2009).

2.7 Métodos Estadisticos para Estandarizar y Validar un Método Analitico.

Para estandarizar y validar el método analitico para la determinacion de los electrolitos
séricos (Na, K, Ca y Mg) mediante espectroscopia de absorcion atomica, se recomienda

utilizar los pardmetros analiticos de control de calidad como: exactitud, repetibilidad,
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linealidad, limite de deteccidn e incertidumbre. A continuacion se describe cada uno de
ellos (Coy, 1999; Harvey, 2002; Christian, 2009).

2.7.1 Exactitud: Es el grado de concordancia entre el valor medido y el valor
real o esperado. La exactitud se determina analizando varias muestras con el
analito (elemento quimico) de interés dentro de un intervalo de concentracion, y
se hace por triplicado, cuadruplicado, quintuplicado o mas replicas.
Posteriormente se realiza un analisis estadistico para determinar la distribucion
de los datos, donde normalmente se emplea la distribucion t Student
(Montgomery, 2001).

2.7.2 Precision: Es el grado de concordancia de un conjunto de valores
experimentales, con respecto a un valor central. Se divide a su vez en:

2.7.2.1 Repetibilidad, que es la concordancia con respecto a un valor
central bajo las mismas condiciones de trabajo; y

2.7.3.2 Reproducibilidad, que es la concordancia con respecto a un
valor central bajo diferentes condiciones de trabajo (analista, equipo, laboratorio,
entre otras). La funcion estadistica en que se basan estas determinaciones es la

varianza.

2.7.4 Linealidad: Es la habilidad que tiene el método para observar, o no, una
proporcionalidad entre la concentracién de un analito de interés y una respuesta
que se puede cuantificar, en un intervalo definido. La linealidad debe ser
establecida considerando los resultados para muestras preparadas a las diferentes
concentraciones del analito a determinar, en tanto que las concentraciones se
elegiran dentro de los valores establecidos por el metodo. Para esto se debe
calcular la media, desviacion estandar relativa, pendiente, coeficiente de

correccion y error estandar de la regresion.
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2.7.6 Limite de Deteccidn: Corresponde a la cantidad o concentraciébn mas
pequefia de un analito (elemento quimico) que puede ser detectada con exactitud
por el método, dentro de cierto intervalo de confianza. Su determinacion puede
ser realizada en funcién de la desviacion estandar y se puede relacionar con el
limite de deteccion del método o limite de deteccion del equipo (Harvey, 2002;
Christian, 2009).

2.7.7 Incertidumbre: EI término incertidumbre esta definido como: parametro,
asociado al resultado de una medicion, que caracteriza la dispersion de los
valores que podrian ser razonablemente  atribuidos al  mensurando
(magnitud particular sujeta a medicion) (NMX Z-055 IMNC 1996, citada en
CENAM-EMA, 2008a)

Un gran ndmero de decisiones estan basadas en los resultados provenientes de
mediciones quimicas, estos resultados se emplean en la obtencién de diagndsticos,
determinacion de rendimientos quimicos, verificacion de los valores de una propiedad
de un material respecto de especificaciones o limites normativos, aceptacion o liberacion
de productos, aplicacion de regulacion ambiental, entre otras. Independientemente de las
decisiones que se tomen con base en los resultados, se requiere tener una indicacion
sobre la calidad de éstos y de su fiabilidad para el propdsito al que estan destinados.
Actualmente hay una necesidad o requerimiento formal, por parte de los laboratorios que
realizan mediciones quimicas, de implantar medidas que permitan asegurar la capacidad
de proporcionar datos con la calidad requerida por los usuarios. Estos requerimientos
implican el uso de métodos validados de analisis, uso de procedimientos de control de
calidad internos, participacion en pruebas de aptitud técnica (conocidas en quimica
clinica como esquemas de evaluacion externa de la calidad), acreditacion con base en la
guia ISO 17025, establecimiento de trazabilidad de los resultados de las mediciones y en
consecuencia el célculo de la incertidumbre asociada al resultado de dichas mediciones
(todos éstos son elementos que forman parte de la metrologia en quimica); por lo cual se

presenta la forma de tener una indicacion de la calidad de las mediciones a través de la
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evaluacion de la incertidumbre asociada al resultado de una magnitud quimica, por
ejemplo la concentracion de electrolitos séricos (Pérez-Castorena y Guevara-Hernéndez,
2002; Rivas y Fernandez, 2006).

En mediciones quimicas, generalmente la incertidumbre asociada al valor de un
mensurando, tiene diferentes contribuciones que tienen diferentes origenes, por ejemplo
muestreo, efectos de matriz, interferencias, temperatura y humedad del medio ambiente
del laboratorio, variabilidad de los instrumentos para medir masa y volumen, entre otros.
Cada una de éstas, se conoce como componente de incertidumbre. Cuando se expresa
cada uno de estos componentes como desviacion estandar entonces, se conocen con el
nombre de incertidumbre estandar (CENAM-EMA, 2009).

2.8 Meétodos para la Evaluacion de la Incertidumbre

La contribucion de los diferentes componentes de incertidumbre identificados en una
medicion, se puede evaluar empleando una de dos maneras, las cuales consisten en
determinar o asociar una distribucion de probabilidad (distribucion uniforme, triangular
0 normal, caracterizada por su media y varianza) a los valores de dichos componentes
(Pérez-Castorena y Guevara-Hernandez, 2002; Rivas y Fernandez, 2006). A

continuacion se describen estas dos formas de evaluacion:

2.8.1 Evaluacion Tipo A. Es aquella que evalla la incertidumbre por métodos
estadisticos de una magnitud que varia de manera aleatoria, xi, (concentracion), a partir

de una serie de n observaciones experimentales.

2.8.2 Evaluacion Tipo B. Es aquella que evallta la incertidumbre por medios
diferentes al analisis estadistico de una serie de observaciones. En este caso, la
evaluacion de la incertidumbre estandar se basa en datos o informacién proporcionados
por el proveedor o fabricante, como certificados de materiales de referencia, certificados
de calibracion de instrumentos, catdlogos o manuales y especificaciones técnicas, entre

otros. La evaluacion tipo B también puede realizarse empleando el juicio cientifico o
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experiencia del analista. La incertidumbre estimada de esta manera deberd4 combinarse
con otras fuentes de incertidumbre identificadas y cuantificadas empleando los métodos
de evaluacion tipo A y tipo B (Pérez-Castorena y Guevara-Hernandez, 2002; Rivas y
Fernandez, 2006).

Las principales fuentes de incertidumbre se pueden determinar mediante el diagrama de
Ishikawa, llamado también diagrama de causa-efecto o diagrama de espina de pescado
(Figura 1). Consiste en una representacion grafica sencilla en la que puede verse de
manera relacionada una especie de espina central, que es una linea en el plano
horizontal, representando el problema a

analizar, que se escribe a su derecha. Es una de las diversas herramientas surgidas a lo
largo del siglo XX en ambitos de la industria y posteriormente en el de los servicios,
para facilitar el analisis de problemas y sus soluciones en esferas como lo son; calidad de
los procesos, los productos y servicios. Este diagrama fue concebido por el Dr. Kaoru

Ishikawa en el afio de 1953 (http://es.wikipedia.org/wiki/Diagrama de Ishikawa).

El problema analizado puede provenir de diversos &mbitos como la salud, calidad de
productos y servicios, fendmenos sociales, organizacién, entre otros. A este eje
horizontal van Ilegando lineas oblicuas -como las espinas de un pez- que representan las
causas valoradas como tales por las personas participantes en el analisis del problema. A
su vez, cada una de estas lineas que representa una posible causa, recibe otras lineas
perpendiculares que representan las causas secundarias. Cada grupo formado por una
posible causa primaria y las causas secundarias que se le relacionan forman un grupo de
causas con naturaleza comun. Este tipo de herramienta permite un analisis participativo
mediante grupos de mejora o grupos de analisis, que mediante técnicas como por
ejemplo la lluvia de ideas, sesiones de creatividad, y otras, facilita un resultado optimo
en el entendimiento de las causas que originan un problema, con lo que puede ser

posible la solucion del mismo.


http://es.wikipedia.org/wiki/Siglo_XX
http://es.wikipedia.org/wiki/Kaoru_Ishikawa
http://es.wikipedia.org/wiki/Kaoru_Ishikawa
http://es.wikipedia.org/wiki/1943
http://es.wikipedia.org/wiki/Diagrama_de_Ishikawa
http://es.wikipedia.org/wiki/Salud
http://es.wikipedia.org/wiki/Calidad
http://es.wikipedia.org/wiki/Sector_servicios
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Grupo_de_mejora&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Lluvia_de_ideas
http://es.wikipedia.org/wiki/Creatividad
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Efecto

[ Hombhbre J[ Maguina J[ Entorno J

Subcausa

Causza principal

| Material || Método || Medida |

Froblema

Figura 1.- Diagrama de Ishikawa o de causa-efecto o de cola de pescado.

Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki/Diagrama_de_Ishikawa



http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Diagrama-general-de-causa-efecto.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Diagrama_de_Ishikawa
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CAPITULO 3
3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del Area de Estudio

El presente trabajo se realizo en el Departamento de Ciencias Quimico Bioldgicas de la
Universidad de Sonora (Unidad Regional Centro), en el area de laboratorios ubicada en
el edificio 5N. Se cont6 con el apoyo del Laboratorio de Analisis Clinicos e
Investigacion de la Universidad de Sonora (LACIUS) ubicado en el mismo edificio, para
el suministro de suero sanguineo humano, asi como el apoyo del Laboratorio de Analisis
Clinicos del Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES), del Laboratorio de Analisis
Clinicos de Ginecologia y Obstetricia del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
y del Laboratorio de Andlisis Clinicos del Instituto de Servicios y Seguridad Social de
los Trabajadores del Estado (ISSSTE) de Hermosillo, Sonora, México.

3.2 Preparacion de Materiales

El material fue sometido a un estricto control para evitar la contaminacion por elementos
traza, siguiendo la metodologia recomendada por la Norma Oficial Mexicana (NMX-
AA-115-SCFI-2001). Los materiales de trabajo de vidrio (pipetas seroldgicas vy
volumeétricas, matraces volumétricos Pyrex, entre otros) se lavaron exhaustivamente con
detergente liquido comercial para después ser sometidos a una solucion de HNOs al 20%
(grado analitico 70% ACS marca Fermont) durante tres dias, y posteriormente
enjuagados abundantemente con agua deionisada. Una vez secado en estufa a 80°C, el
material se guardo en recipientes de plastico con tapa hermética hasta su uso. Para la

preparacion de soluciones se utiliz6 agua purificada doblemente destilada y deionisada.
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3.3 Preparacion de Estandares Grado Analitico para Trabajar en Condiciones
Ideales

3.3.1 Primera Etapa: Para las curvas de calibracion individuales, se procedi6 a preparar
soluciones con estdndares de alta pureza. Los estdndares son grado analitico
AccuStandard (Na cas # 7440-23-5, K cas # 7440-09-7, Ca cas # 7440-70-2 y Mg cas
#7439-95-4, de 1000 ppm cada uno) y se prepararon en las siguientes concentraciones
conocidas dentro del rango lineal: Na y Mg 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 y 5.0 ppm, K y Ca 0.5,
1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 ppm. Los estandares de Na y K fueron preparados con LiCl al 0.2% y
HNOs al 2%, en tanto que los estandares de Ca y Mg fueron preparados con LaCls al
0.2% y HNO3 al 2%, con la finalidad de eliminar interferencias de ionizacion y quimicas
(Diaz et al., 2002; Alvarez et al., 2003). También se prepararon los estandares de trabajo
a las concentraciones de: Nay Mg 0.5, 1.0 y 2.0 ppm, en tanto que K y Ca se prepararon
a 1.0, 2.0 y 5.0 ppm. Asi mismo se prepararon los estandares mixtos a concentraciones
crecientes de 500, 25, 25 y 10 ppm para Na, K, Ca y Mg respectivamente;
posteriormente a 1000, 50, 50 y 25 ppm; después a 2000, 100, 100 y 50 ppm; vy
finalmente a 4000, 200, 200 y 100 ppm para Na, K, Ca y Mg, respectivamente Todas
las soluciones fueron acondicionadas con LiCl y/o LaClz y HNOs a las concentraciones

sefialadas anteriormente.

Las preparaciones de los estandares de trabajo y las lecturas en el equipo de Absorcion
Atoémica se realizaron por septuplicado para posteriormente obtener la media, la
desviacion estandar (D.E.), el porcentaje del coeficiente de variacion (% CV) y el
porcentaje de recuperacion (% Rec.). En este paso y en las etapas posteriores se
prepararon blancos reactivos como control. Las determinaciones de estos metales se
Ilevaron a cabo mediante las condiciones de operacion recomendadas en el manual del

equipo de Espectroscopia de Absorcion Atomica Perkin-Elmer, Modelo 3100 (Tabla 5).

3.3.2 Segunda Etapa: Para obtener la Repetibilidad del método, se realiz6 el mismo

procedimiento sefialado en la primera etapa, pero las determinaciones de los metales se
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Tabla 5.- Condiciones de operacién del equipo de EAA para cada metal a cuantificar.

ELECTROLITO

PARAMETRO Na K Ca Mg
Longitud de onda 589.6 766.5 422.7 285.2
(A, nm)
Apertura 0.7 0.7 0.7 0.7
(Ancho de rendija)
(nm)

Lampara catodo hueco catodo hueco catodo hueco catodo hueco
Tipo de flama aire-acetileno aire-acetileno aire-acetileno aire-acetileno
Eliminacién de LiCl 0.2% LiCl 0.2% LaCl; 0.2 % LaClz 0.2 %
interferencias

Std.* de 0.8 Std.* de 2 Std.* de 4 Std.* de 0.3
e png/mL pg/mL pg/mL ug/mL
Sensitividad Abs**= 0.23 Abs**=022 | Abs**=020 | Abs**=0.19

* = Estandar.
** = Absorbancia.

Fuente: Manual de operacion del equipo de EAA de Perkin-Elmer (1976).
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Ilevaron a cabo cada tercer semana hasta completar el ensayo en un total de 16 semanas.
Esto significa que se realizd la primera determinacion en la semana 1 y posteriormente
se repitio la misma metodologia en la semana 4, 7, 10, 13 y 16. Esto implica que se
realizaron en total 6 determinaciones para cada metal y cada una de ellas se realizé por

septuplicado para un total de 42 muestras para cada determinacion individual.

3.3.3 Tercera Etapa: En esta etapa se llevo a cabo la preparacion de soluciones estandar
mixto que contenian de manera simultdnea a los cuatro elementos a concentraciones
conocidas. Para efectos de que las lecturas estuvieran dentro del limite de linealidad,
para Na se realizaron diluciones de 5:100 (FD = 20) y 2:100 (FD = 50) con un factor de
dilucion final de 1000, en tanto que para K, Ca y Mg se hicieron diluciones de 5:100
(FD =20) y 5:100 (FD = 20) con un factor

de dilucion final de 400. Cada uno de los estandares mixtos se prepard y cuantificd por
quintuplicado. Las concentraciones fueron de Na 500, K 25, Ca 25 y Mg10 ppm, Na
1000, K 50, Ca 50 y Mg 25 ppm, Na 2000, K 100, Ca 100 y Mg 50 ppm, Na 4000, K
200, Ca 200 y Mg 100 ppm. La preparacion de las muestras se realizO cada tercera
semana durante un periodo de 16 semanas. Esto significa que se realizaron en total 6
determinaciones para cada estandar mixto y cada una de ellas se realizd por
quintuplicado para un total de 30 muestras para cada determinacion.

3.3.4 Cuarta Etapa: Determinacion de metales en un Estandar de Referencia
Certificado. Se utilizd un estandar de referencia certificado de orina (NIST 2670a,
National Institute of Standards and Technology), que simula las condiciones de un
estandar de referencia certificado de suero humano y que contiene los metales Na, K, Ca
y Mg. Este estandar de referencia se prepard bajo las instrucciones especificadas en el
certificado, que establecen que el estandar certificado se encuentra liofilizado y debe ser
resuspendido con 20 mL de agua deionisada. Posteriormente, se realizaron diluciones
con agua deionisada para que las concentraciones de cada uno de los metales se
encontrara dentro del rango de linealidad del método. Las diluciones fueron de 5:100 y
2:100 para Na (FD = 1000), para K fueron de 5:100 y 5:100 (FD = 400) y para Ca 'y Mg
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las diluciones fueron de 2:50 (FD = 25). Las determinaciones para cada metal se
realizaron por triplicado. Por falta de presupuesto para el proyecto, se tuvo que sustituir

el estandar certificado de suero humano por uno de orina.

3.4 Aplicacion del Método Estandarizado y Validado
3.4.1 Andlisis de Suero Sanguineo Humano

En esta etapa se realizo la colecta de sangre humana, obtencion del suero sanguineo,
descomposicion del suero y finalmente la determinacion de Na, K, Ca y Mg mediante

EAA. Cada uno de estos pasos se describe a continuacion.

3.4.2 Colecta de las Muestras

La colecta de muestra de sangre se realizé por puncién venosa utilizando la técnica del
torniquete. La sangre se recogid en un tubo de ensaye sin anticoagulante y
posteriormente se dej0 a temperatura ambiente para que ocurriera la coagulacion e
inmediatamente se procedi6 a centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos para la
obtencion del suero sanguineo (Henry, 1997). La cantidad de muestras obtenidas fue de
60 pacientes clinicamente sanos y ubicados en tres grupos representativos; 20
adolescentes (12 a 18 afios), 20 adultos jovenes (19 a 30 afios) y 20 adultos mayores (31
a 50 afnos). El suero obtenido se mezcld y posteriormente se fracciono en alicuotas de 10

mL que fueron congeladas y almacenadas a -4° C.

3.4.3 Descomposicion de las Muestras de Suero Sanguineo Humano

Para la descomposicion de las muestras de suero, se prepararon tres réplicas de 5 mL
cada una en un vaso de precipitado Pyrex de 100 mL. Posteriormente se adicionaron 20
mL de HNOs3 concentrado Suprapur (Merck). Las muestras se calentaron en placas de
calentamiento hasta alcanzar una temperatura de 120 °C. EIl calentamiento se llevé a

cabo hasta obtener un volumen final de 5 mL; posteriormente se agregaron 15 mL de
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H20> al 30 %, y finalmente se adicionaron 5 mL de HNO3 concentrado hasta la total
mineralizacion del suero. El extracto &cido resultante se colocd en un matraz de
aforacion Pyrex de 100 mL y se diluyé al volumen con agua deionisada. Para la
determinacion de los metales de interés se utilizé una solucion de LiCl al 0.2% para Na
y K, en tanto que para Ca y Mg se utilizé una solucion de LaCls al 0.2%. Las diluciones
especificas fueron de 5:100 y 2:100 para Na, en tanto que para K, Ca y Mg la dilucion
fue de 2:100. Los metales de interés se cuantificaron en el equipo de Absorcion Atomica
Perkin Elmer, modelo 3100 bajo las condiciones de operacion recomendadas (Tabla 5).

Las determinaciones de Na, K, Ca y Mg se hicieron por quintuplicado.

3.5 Calibracion del Equipo

Como se menciond en los apartados anteriores, para la cuantificacion de metales en
suero (Na, K, Ca 'y Mg), se utilizé un equipo de absorcién atbmica Perkin-Elmer Modelo
3100, bajo las condiciones de operacion recomendadas (Tabla 5) (Perkin-Elmer, 1976).
La calibracion del equipo se llevo a cabo con estandares de alta pureza, utilizando cinco

concentraciones para cada curva de calibracion y éstas se realizaron por triplicado.

3.6 Estandarizacion y Validacion del Método

3.6.1 Parametros para el Analisis Estadistico

En la estandarizacion y optimizacion del método de andlisis EAA, se utilizaron
pardmetros de calidad entre los cuales estan: Exactitud, Repetibilidad, Linealidad,
Limite de Deteccion e Incertidumbre. A continuacion se describen cada uno de estos
parametros:

3.6.1.1 Exactitud: La exactitud es una medida de que tan cercanos o
parecidos son los valores obtenidos de un valor real o establecido. Mientras mas
parecidos sean ambos valores mayor es la exactitud. La exactitud se determiné a partir
de muestras fortificadas con estandares de alta pureza analitica y de concentracién

conocida. Los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje de recuperacion:
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% de Recuperacion = (valor medido / valor tedrico) x 100. D

La confirmacion de la exactitud se determin0 en base a la prueba t de Student, la cual se
determina analizando varias muestras del metal en cuestion, dentro del intervalo de
concentracion de interés. Esto se realizé por septuplicado y una vez obtenidos los
resultados se evalud la exactitud realizando el analisis estadistico de la prueba t de
Student (Blair y Taylor, 2008). Si los resultados estan dentro del criterio de aceptacion,
se debe determinar el intervalo de confianza, el cual se obtiene como se describe a
continuaciéon. Basandose en el concepto de que el valor medio de una serie de
observaciones muestra una distribucién alrededor del valor medio estimado de una serie
finita, la media tiene una funcion de probabilidad cuya distribucién se asemeja a la
distribucion Gaussiana, y es llamada la distribucion de la t de Student. Los valores de t
estan tabulados para la probabilidad de una media en particular que pertenezca a una
poblacion de medias determinadas. Para establecer si un método analitico es exacto o no,
se plantea una hipdtesis nula Ho y una hipotesis alterna Ha

Hoo p=po Lo = recuperacion del 100 %

Ha: p #po u = valor medido del porciento de recuperacion

Considerando que la prueba de la t de Student es un método estadistico para detectar la
diferencia entre un valor medio y un valor real, con tamafio de muestra de n < 30, se

realiza el calculo con la ecuacion correspondiente (Spiegel, 1973):

X— p

Sfﬁ )
Donde:

X = Promedio de los resultados de recuperacibn de n muestras

independientes

s/-/n = Error estandar o error experimental

S = Desviacioén estandar
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Criterio de aceptacion: Considerando el valor de t para un nivel de significancia del 5%
(oo = 0.05) y con grados de libertad gl = n-1, se debe cumplir que: t(o/2, n-1) < tear < t(1
- a/2, n —1). Para valores de t con error de 0.05 y n — 1 grados de libertad se consulta la
tabla para la prueba t Student. Por lo tanto, si el valor de tca estd dentro del intervalo,
entonces Ho se acepta y el método es exacto.

Una vez obtenido el valor de t, se deberd determinar el intervalo de confianza
considerando un valor de t de 0.975, el cual corresponde a un nivel de significancia del
95 %. Si el valor de t es cero, significa que X = o Yy por lo tanto el analisis es totalmente
exacto, y no se requerird calcular el intervalo de confianza, ni el criterio de aceptacion
(Montgomery, 2001).

Intervalo de confianza:

£+ t de Tablas
A ©)

3.6.1.2 Precisidn: La precision es una medida del grado de concordancia
entre los andlisis multiples de una muestra dada. Se evalla mediante el analisis de
réplicas de analisis repetidos de una muestra o estdndar. La precision puede ser
expresada con la varianza (S?) y se evalGa en funcion de la repetibilidad y la

reproducibilidad. En este trabajo de investigacion no se determind la reproducibilidad.

3.6.1.2.1 Determinacion de la Repetibilidad
La funcién estadistica en la que se basa esta determinacion es la varianza, la cual
proporciona una distribucion de los resultados obtenidos por el método de analisis bajo
las mismas condiciones de trabajo. En primer lugar, se calcula el pardmetro X%ca (Xi 0

Ji cuadrada calculada) expresada por la ecuacion (Spiegel, 1973):
., _ IN—1]

ical =

Y

L

o @)
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Donde:
N = Numero de mediciones de la muestra
i2 = Varianza de la muestra

o® = Varianza poblacional representa la variabilidad del método

1
2 = —1 52
9 n. — k Z[n ] ] (5)
2 _ E?r:]_(xi - i}z
N (6)
Donde:

ni = Mediciones de i-ésima muestra
S? = Varianza de la j-ésima muestra
K = Numero de muestras

nt = Mediciones totales (N)

El criterio de aceptacion esta dado por la siguiente ecuacion:

2 2X
Xif:ﬂl < Xi E (7)

Donde:
2o -
X 5 = valor tedrico encontrado en tablas

Para un intervalo de confianza del 95 % y con sus grados de libertad (gl). Para calcular
los grados de libertad se utiliza la siguiente ecuacion (Levin, 1988):

Grados de libertad = (nUmero de renglones — 1) (namero de columnas — 1)
gl=(i-1) (nt—1) (8)

Coeficiente de Variacion (CV). Este parametro es importante considerarlo por la
variabilidad recomendada para los siguientes métodos:

2% de variabilidad para métodos instrumentales.

3% para métodos volumétricos.

5% para métodos microbioldgicos.
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Se calcula utilizando la siguiente ecuacion:
CV =(s/ x)x 100 9)
Donde:

s = Desviacion estandar de la muestra.

x = Promedio de las muestras.
Para estimar la precision de los métodos analiticos, se utilizardn muestras
fortificadas (n = 5) con concentraciones del parametro de interés a partir de reactivos de
alta pureza analitica (Van Loon, 1985; Rouessac, 2003; Gomez-Alvarez, 2008).
En la presente investigacion la repetibilidad se calcul6 en base al analisis de varianza de
los datos, utilizando para ello la prueba de la Xi cuadrada con un nivel de significancia
del 1% (o = 0.01). El andlisis de repetibilidad se realizé utilizando 5 lecturas (una
lectura semanal cada tercer semana con un total de 13 semanas) con 4 réplicas cada una.
En tanto que las hipotesis que se establecieron fueron que Ho: XiZcalculada < Xi2tablas para la
hipdtesis nula; y Ha: Xi%caculada > Xi?alas para la hipdtesis alterna. La hipotesis nula
establece que el método es repetible, en tanto que la hipotesis alterna establece que el

método no es repetible.

3.6.1.3 Linealidad: La linealidad debe ser establecida considerando los
resultados para muestras preparadas a las diferentes concentraciones del metal a
determinar, las cuales se elegiran dentro de los valores establecidos por el método. Se
debe mostrar la representacién gréfica de la curva resultante elaborada con los valores
obtenidos, con estos datos se calculan los siguientes parametros: media, desviacion
estandar relativa, coeficiente de correccion y error estandar de regresion. El

procedimiento es el siguiente:

a) Graficar el promedio de la cantidad de recuperacion de cada concentracion, obtenida
anteriormente, sobre el eje de las “y” y la cantidad agregada sobre ¢l eje de las “X”; la

gréafica obtenida debe ser lineal.
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b) Comprobar la linealidad de la grafica con el céalculo de la regresion lineal o

coeficiente de correlacion para la ecuacion de la recta:

y=A+ Bx + Eij (10)
Donde:

A = Ordenada al origen

B = Pendiente

x = Cantidad adicionada

Eij = Error asociado a la medicion i

Yca = Valor estimado por la recta de regresion con los valores obtenidos para A
yB

Los célculos de A y B se realizan con las siguientes ecuaciones (Yamane, 1979):

A— Ly _ pi=x (11)
n n

_ X(xy—nxy) 12

p= Ty 12

Ejj se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

Eb’i _ yﬂal}
By= = (13)

De esta forma se obtiene la ecuacion:
Yeal = A + BX; (14)

c) Determinar la dispersion alrededor de la recta de regresion de la siguiente manera:

Sy/x=Sy/ z
X = X *
Y Y n—2 (15)
Donde:
Yy2— AYy—BY«x
Sy/x= y y Y

n (16)
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(17)

Con los valores obtenidos determinar los intervalos de confianzade Ay B

Estimacion de A (Ordenada):
Hipotesis: Ho: A= Ao donde Ao =0
Ha: A # Ao
Si se cumple la hipdtesis Ho entonces se puede establecer que la recta pasa por el origen,

y si se cumple la Ha entonces la recta no pasa por el origen.

En tablas de distribucion se busca la t correspondiente para una probabilidad de 1 — /2 y
con n — 2 grados de libertad. Nuevamente el valor de a es de 0.05, se considera una

probabilidad del 95% para este valor. Independientemente de cual hipotesis se cumpla,

se puede calcular el intervalo de confianza para el valor de A, como sigue:

Aty — Y5, o= T
’ x

Estimacién de B (pendiente)
Hipdtesis:
Ho:B=Bo donde Bo=1
Ha: B #Bo
Si se cumple Ho se asume que la pendiente es de 1 (45° con respecto al eje “x”), en
cambio si se cumple Ha significa que la pendiente es diferente de 1 y el célculo de lat se

efectla con la siguiente ecuacion:
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. B—Bo 19
Spvn—1

y por lo tanto:

S, =

(20)
El criterio de aceptacion se determina de la siguiente manera:
t(a/2,n—2)<tgo<t(l—o0a,n—2) (21)
El intervalo de confianza es el siguiente:
B+ t1- a/2,n—2 * Sy/x / Sx m (22)

Con estos datos se plantea la siguiente ecuacion de la recta para el método analitico en
estudio:

y = A + BX (23)

Posteriormente se determina la correlacion existente entre los resultados obtenidos

mediante la expresion del Coeficiente de Correlacion:

aZ}r-I-bzx}r—n(}ﬁ’f]

Zy?—n¥? (24)
Donde:
Y = %’" (25)
Donde:

R = Coeficiente de Correlacién de Pearson
El criterio de aceptacion es:
Si R >0.995 entonces el método es lineal (Levin, 1988, CENAM-EMA, 2008a)
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También se puede confirmar la validez de la linealidad obtenida mediante el analisis de
los residuos (o residuales), que es la diferencia entre el valor pronostico y el valor
observado. El valor prondstico se obtiene a partir de la regresion lineal asociada a la
ecuacion de la recta con valores para “X” y “y”. Sustituyendo el valor para “X” se obtiene
el valor pronosticado, que no necesariamente es igual al valor observado. En este
sentido, se debe asegurar que el comportamiento grafico de los residuos no muestre

ninguna tendencia y los residuos deben de tener una distribucion aleatoria.

Otra manera de confirmar la linealidad es mediante la prueba F, la cual se obtiene de la
siguiente manera: Primeramente se debe de descomponer la varianza existente entre las
sefiales experimentales y los valores predichos en dos aportes. Uno de ellos es el error
experimental. Para tener una estimacion del error experimental en la medicion de

1312
I

sefiales, se debe medir replicados de cada patrén, por lo que para cada punto “X”
habra varios valores de sefial (yi). Para obtener la varianza debida al error puramente
experimental, se debe calcular la media de los cuadrados debida a esta contribucion en

base a la siguiente ecuacion: MSpg

SRRy — ¥
MSes = n—k (26)

n = Numero total de mediciones
k = Numero total de patrones

i = Repeticiones de cada patron

yij = Sefiales de todos los experimentos

Para estimar el posible error debido a una falla de ajuste por la eleccion de un modelo

incorrecto, se calcula la media de los cuadrados debida a una “falta de ajuste” MS; 4
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MSgr =

k—2 27

Si el modelo lineal de ajuste es correcto, entonces MS ;o < MSpg

La prueba F de varianza se calcula:

F ., = M5, 0r
cal —
MS5pg (28)

Si Fea < Fr2inko (Obtenido de tablas) se acepta que existe un buen ajuste del modelo
lineal (Miller y Miller, 1993; Skoog y Leary, 1994).

3.6.1.4 Limite de Deteccion: Una de las ventajas de utilizar métodos
instrumentales, como la absorcidn atémica, es que son capaces de detectar y determinar
cantidades de metales mucho mas pequefias que los métodos de analisis tradicionales.
Esta ventaja permite apreciar la importancia de las concentraciones en el nivel de trazas
en muchos materiales, por ejemplo en muestras biol6gicas y medio ambientales,
contribuyendo asi al desarrollo de muchas otras técnicas en las cuales los limites de
deteccidn bajos son el mejor criterio para aplicarlas con éxito (Miller y Miller, 1993). EI
limite de deteccion (LD) de un analito se describe como aquella concentracion que
proporciona una sefial en el instrumento significativamente diferente de la sefial de una
muestra en “blanco” o “sefial de fondo”. El limite de deteccidon del método se calculara
con la ayuda de la zona de la representacion cercana al origen, y se utiliza tanto la
pendiente como la ordenada al origen (Miller y Miller, 2002). Se representa con la

siguiente ecuacion:

LD =ys+ 3ss (29)
Donde:
ys = Concentracion del analito que proporciona una sefial igual a la sefial del

blanco
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3sg = Tres veces la desviacién estandar del blanco

Para el célculo del LD se procede de acuerdo a la NMX-AA-051-SCFI-2001, de la
siguiente manera:
a) Obtencion de los valores de absorbancia Yin de los puntos de la curva de
calibracién, donde el nimero de estandares (i), podran estar en el intervalo <i <
10) y el namero de réplicas (n) pueden estar para EAA por llama entre (3 <n <
5).
b) De cada serie de datos se obtiene la desviacion estandar (Si) y el promedio de la
absorbancia (Yi), con éstos dos Gltimos se calcula el coeficiente de variacion
(CVi).
c) Comprobacion visual de la linealidad entre las absorbancia promedio (Yi) y la
concentracion graficando Yi vs Xi.

d) Determinar el coeficiente de correlacion lineal, mediante la siguiente ecuacion:

R (X xv)-(xI>v) (30)
> x: - xfhxy-(2v)]

Si R >0.99 se acepta.

-
)

Si se cumplen las condiciones de los incisos c) y d), se calcula la pendiente (b) y el
punto de interseccion (a) de la recta en el eje Y, por medio del método de los minimos
cuadrados:

y=a+bx (31)

e) Calculo de las desviaciones Syx entre los valores calculados por medio de la
linea recta (Yi) y los valores experimentales (Yi).

f) Calcular los valores de la absorbancia (Yi) sustituyendo en la linea recta las
concentraciones (Xi)

g) Con los datos anteriores obtener Syx
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(32)

Por definicion S yx es igual a la desviacion estdndar del blanco (Sg) y el término
independiente de la linea recta (a) es igual a la absorbancia del blanco (Yg).
h) Por ultimo se aplica la definicion de Limite de Deteccién de acuerdo a la

Ecuacién 28.

3.6.1.5 Incertidumbre

Incertidumbre de medicion: Parametro asociado al resultado de una medicion que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian razonablemente ser atribuidos al
mensurando (CENAM-EMA, 2004). Todo resultado de medicién debe ser acompafiado
de una estimacion de su incertidumbre. La expresion de la incertidumbre de medicion
debe indicar claramente el intervalo de valores atribuibles razonablemente al
mensurando, ademas de una declaracion del nivel de confianza p asociado a ese
intervalo, o una indicacion con informacion equivalente como el llamado factor de
cobertura k. Nivel de confianza: Fraccion de la distribucion de probabilidad caracterizada
por el resultado de medicion y su incertidumbre. Factor de cobertura: Factor que multiplica
a la incertidumbre estandar combinada para calcular la incertidumbre expandida de una

medicion.

La declaracion de la incertidumbre de medicion es indispensable en los resultados de
calibracién o en la aplicacion de mediciones en los procesos de diseminacion de unidades de
medida, dado que éstos denotan los eslabones de la cadena de trazabilidad. Los ensayos
usualmente tienen el propdsito de llevar a cabo la verificacion de la conformidad con
requisitos establecidos, mediante la comparacion de éstos con los resultados de sus
mediciones. Esta condicién no los excluye de una declaracion de la

incertidumbre de medicién en los resultados, ademas de ser una parte indispensable en la

expresion de un resultado de medicion. Los resultados de tal verificacion pueden ser
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conforme, no conforme o sin decisién. Una explicacidn mas extensa se encuentra en la
literatura y cuyos conceptos son completamente aplicables a mediciones de magnitudes
diversas, aunque el documento esté enfocado a mediciones de longitud (CENAM-EMA,
20044a).

La incertidumbre estandar de la concentracion de masa del elemento quimico a medir

“y”, mediante la respuesta del instrumento “a” se calcula como:

U _ 5 1+ 1 4 (}'(x}; — Yurc)?
(vx) b,Jp n Son
(33)
Donde:
Uy = Incertidumbre del mesurando obtenida por el instrumento calibrado
S = Desviacion estandar residual del calculo de regresion lineal
b1 = Pendiente de la recta
p = Numero de réplicas de la muestra en estudio
n = Numero de disoluciones (puntos) empleados en la curva de calibracion
multiplicado por el nimero de réplicas (lecturas) de cada disolucion
(punto),
total de datos (ij)
Ywi = Concentracion de masa (mg/L) en estudio
Ymre = Promedio de las concentraciones de masa de las disoluciones empleadas
en la

curva de calibracién
Sxx = Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones obtenidas

La desviacion estandar residual s y la suma de cuadrados de los residuales de las
concentraciones obtenidas Sxx se calculan a partir de las siguientes ecuaciones:

?:1(0% _D(}E

S:
n—2

(34)
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Donde:
S = Desviacion estandar residual del calculo de regresion lineal
Aj = Las “i” lecturas observadas correspondientes a Yimrc conocidas con las
que se
calibro el instrumento
o = Las “i” lecturas ajustadas correspondientes a yiMRC conocidas del
instrumento
en la curva de calibracion
N = Numero total de datos (ij)
n
_ _ 2
See= ) =)
j=1 (35)
Donde:
Sxx = Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones obtenidas por
la curva

de calibracion
yi = Concentracion de masa de cada i disolucion de referencia (MRC) empleadas
enla
curva de calibracion
y = Promedio de las concentraciones de masa de las disoluciones de referencias
empleadas en cada uno de los puntos de la curva de calibracion
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos de los estandares de Na, K, Ca y Mg a 3 diferentes concentraciones
presentaron una forma simétrica, del tipo de una distribucion normal o campana de
Gauss. En este sentido, hay que recordar que el tamafio de la muestra poblacional en el
presente trabajo es de 42 para cada metal. Esto significa que de acuerdo al Teorema del
Limite Central, a mayor sea el tamafio de muestra (n > 30) las distribuciones muestrales
se aproximaran a la normalidad (Reyes-Castafieda, 1990; Siegel, 1990; Blair y Taylor,
2008). Por lo tanto, siendo n = 42, es de esperarse que la distribucion muestral tenga una
distribucion normal. A continuacién, se presentan los resultados y discusion que se

obtuvieron en la presente investigacion.

4.1 EXACTITUD

4.1.1 Exactitud Para Estandares Individuales: Uno de los criterios de calidad que
tiene gran relevancia en la estandarizacién y validacion de un método analitico es el de
la exactitud, ya que este pardmetro refleja, de manera muy evidente, el grado de
concordancia entre un valor real (medido) y un valor teérico (verdadero) y generalmente

se sustenta a través del porcentaje de recuperacién (6 recobro) (Christian, 2009).

Los resultados obtenidos a partir de la preparacién y posterior cuantificacion de los
estandares de Na, K, Ca y Mg de alta pureza, indican que la exactitud obtenida es
aceptable, tal y como se puede apreciar en las Tablas 6, 7, 8 y 9. Es importante sefialar
que para el caso de Na a concentraciones de 0.50, 1.00 y 2.00 ppm, los resultados
obtenidos de los porcentajes de recuperacion fueron de 99.66, 97.70 y 98.00,
respectivamente (Tabla 6). Por otro lado, para el caso del K a concentraciones de 1.00,
2.00 y 5.00 ppm, los porcentajes de recuperacion fueron de 98.9, 98.63 y 99.85,
respectivamente (Tabla 7). Para el Ca (1.00, 2.00 y 5.00 ppm), los porcentajes de
recuperacion fueron de 98.95, 99.79 y 100.69, respectivamente (Tabla 8). Para Mg
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(0.50, 1.00 y 2.00 ppm), los resultados obtenidos para el porcentaje de recuperacion
fueron de 100.0, 100.3 y 99.71, respectivamente (Tabla 9). En términos generales se
puede apreciar que los porcentajes de recuperacion de los 4 metales fluctuaron en un
rango de 97.70 a 100.69 %.

Es importante considerar que el valor aceptado para el parametro Exactitud es de 85 a
115 %, segun la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, 1999); por
lo que se puede considerar que la exactitud obtenida fue aceptable. Estos porcentajes de
recuperacion obtenidos coinciden con los resultados encontrados para Zn por Ghasemi y
Zahediasl (2012), y con los resultados obtenidos por Tomza-Marciniack et al. (2012)
para varios metales en suero de perro, asi como los resultados obtenidos por Dlugaszek

et al. (2008) para Mg, Ca y otros elementos traza en suero humano.

Los porcentajes del Coeficiente de Variacion para cada metal a tres niveles de
concentracion fluctuaron en los siguientes rangos: Na de 0.03 a 0.06, K de 0.02 a 0.05,
Ca de 0.02 a 0.21, y Mg con 0.01 para los tres niveles de concentracion. Se puede
apreciar que los valores porcentuales del Coeficiente de Variacion, se encuentran muy
por debajo del valor del 2 % de variabilidad establecido para métodos instrumentales por
la IUPAC (1999). Esto indica que los resultados para los cuatro metales presentaron una

dispersion minima y se consideran aceptables.
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Tabla 6.- Resultados de las determinaciones de Na por semana a tres diferentes niveles
de concentracion.

Concentracién de Sodio (Na)

Semana 0.50 ppm* 1.00 ppm* 2.00 ppm*

Promedio Promedio Promedio
Primera 0.52 0.96 1.91
Cuarta 0.46 0.89 1.88
Séptima 0.49 0.97 1.96
Décima 0.50 1.00 2.00
Décima tercera 0.52 1.03 2.01
Décima sexta 0.50 1.01 2.00
Promedio + DE** 0.498 + 0.03 0.976 + 0.05 1.96 £ 0.05
Recuperacion (%) 99.66 97.66 98.00
Coeficiente de Variacion (% CV) 0.06 0.05 0.03

(*) = El promedio corresponde a siete réplicas para cada nivel de concentracion para
cada analito, con un total de 42 muestras.
(**) = Desviacion Estandar.

Tabla 7.- Resultados de las determinaciones de K por semana a tres diferentes niveles
de concentracion.

Concentracién de Potasio (K)

Semana 1.00 ppm* 2.00 ppm* 5.00 ppm*

Promedio Promedio Promedio
Primera 0.99 1.98 5.08
Cuarta 0.89 1.86 4,83
Séptima 0.99 2.00 5.01
Décima 1.02 2.00 5.02
Décima tercera 1.03 2.00 5.01
Décima sexta 1.01 2.00 5.05
Promedio + DE** 0.99 +£0.05 1.97 £ 0.05 5.00 +£0.08
Recuperacion (%) 99.00 98.66 100.00
Coeficiente de Variacion (% CV) 0.05 0.03 0.02

(*) = El promedio corresponde a siete réplicas para cada nivel de concentracién para
cada analito con un total de 42 muestras.
(**) = Desviacion Estandar.
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Tabla 8.- Resultados de las determinaciones de Ca por semana a tres diferentes niveles

de concentracion.

Concentracién de Calcio (Ca)

Semana 1.00 ppm* 2.00 ppm* 5.00 ppm*
Promedio Promedio Promedio
Primera 0.96 1.95 5.01
Cuarta 0.92 1.94 5.26
Séptima 1.06 2.04 4.97
Décima 1.00 2.03 4.99
Décima tercera 1.00 2.02 5.03
Décima sexta 0.99 2.00 5.00
Promedio + DE** 0.99 +0.05 1.99 +£0.04 5.04 +0.08
Recuperacion (%) 99.00 99.83 100.86
Coeficiente de Variacion (% CV) 0.00 0.02 0.02

(*) = El promedio corresponde a siete réplicas para cada nivel de concentracion

para cada analito con un total de 42 muestras.

(**) = Desviacion Estandar.

Tabla 9.- Resultados de las determinaciones para Mg por semana a tres diferentes

niveles de concentracion.

Concentracion de Magnesio (Mg)

Semana 0.50 ppm* 1.00 ppm* 2.00 ppm*
Promedio Promedio Promedio
Primera 0.494 0.997 1.982
Cuarta 0.497 0.997 1.988
Séptima 0.502 1.007 2.010
Décima 0.507 1.008 1.980
Décima tercera 0.495 1.010 2.008
Décima sexta 0.505 1.001 1.998
Promedio + DE** 0.50£0.01 1.00 £ 0.01 1.99+0.01
Recuperacion (%) 100 100.3 99.71
Coeficiente de Variacion (% CV) 0.01 0.01 0.01

(*) = El promedio corresponde a siete réplicas para cada nivel de concentracion para
cada analito con un total de 42 muestras.

(**) = Desviacion Estandar.
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Respecto al analisis estadistico de los datos para corroborar la exactitud del método
utilizado, se realizo la prueba estadistica t Student con un nivel de significancia de 5 %
(o = 0.05 %) y un intervalo de confianza del 95 % y un valor de t de tablas de 2.447.
Para ello, se establecieron previamente las siguientes pruebas de hipétesis para cada uno
de los metales individuales: hipotesis nula Ho: 1= po que establece que los resultados
obtenidos son iguales (concentracion en ppm), y Ha: u# po para la hipotesis alterna, en
donde los resultados son diferentes (al menos uno). La variable p representa el valor
real (medido como la concentracion en ppm del estandar de alta pureza) y o representa
el valor tedrico (preparado a partir de un estandar de 1000 ppm). Los resultados
obtenidos indican que se acepta la hipdtesis nula (Ho) ya que no existe evidencia
significativa para establecer que los resultados obtenidos entre el valor real y el valor
tedrico de cada uno de los metales a los diferentes niveles de concentracion, son
diferentes. Esto significa que todos los valores obtenidos para t caen dentro del intervalo
de aceptacion mencionado al principio, incluso en los niveles de significancia de 10 % y
1 % con valores de t de tablas de 1.943 y 3.707, respectivamente (Anexo A, al, a2, a3 y
a4).

4.1.2.- Exactitud Para Estandares Mixtos: De manera similar a como se procedi6 para
calcular la exactitud para los estandares individuales, se procedié con los estandares
mixtos (Na, K, Ca, Mg). Los resultados obtenidos del porcentaje de recuperacion se
pueden apreciar en las Tablas 10, 11, 12 y 13, respectivamente. Los porcentajes de
recuperacion para Na (500 ppm), K (25 ppm), Ca (25 ppm) y Mg (10 ppm) fueron
102.13, 100.93, 98.66 y 98.00, respectivamente (Tabla 10). Para Na (1000 ppm), K, (50
ppm), Ca (50 ppm) y Mg (25 ppm), los porcentajes de recuperacién obtenidos fueron
102.33, 100.54, 98.32 y 99.09, respectivamente (Tabla 11). Por otro lado, los
porcentajes de recuperacion obtenidos para Na (2000 ppm), K (100 ppm), Ca 100 (ppm)
y Mg (50 ppm), fueron de 102.28, 103.47, 99.59 y 100.96, respectivamente (Tabla 12).
Finalmente, en la Tabla 13 se aprecian los resultados obtenidos para Na (4000 ppm), K
(200 ppm), Ca (200 ppm) y Mg (100 ppm), los cuales fueron 105.21, 102.01, 99.50 y
99.73 %, respectivamente. Se puede apreciar que el promedio global es de 100.79%, lo



48

cual indica que la exactitud es aceptable, ya que se encuentra dentro del rango de 85 a
115% de recuperacion recomendado por la IJUPAC (1999).

Por otro lado, los porcentajes del Coeficiente de Variacion que se obtuvieron para Na
(500 ppm), K (25 ppm), Ca (25 ppm) y (Mg 10), fueron de 0.04, 0.07, 0.03 y 0.02,
respectivamente (Tabla 10). En tanto que para Na (1000 ppm), K (50 ppm), Ca (50 ppm)
y Mg (25 ppm), fueron de 0.04, 0.02, 0.03 y 0.03 (Tabla 11). En la Tabla 12, se puede
apreciar que los porcentajes del Coeficiente de Variacion para Na (2000 ppm), K (100
ppm), Ca (100 ppm) y Mg (50 ppm), fueron de 0.01, 0.04, 0.04 y 0.02, respectivamente.
En tanto que Na (4000 ppm), K (200 ppm), Ca (200 ppm) y Mg (100 ppm), fueron de
0.09, 0.02, 0.04 y 0.02 (Tabla 13). Los resultados obtenidos del Coeficiente de Variacion
para los 4 metales fluctuaron de manera global en el rango de 0.01 a 0.09%, el cual se
encuentra muy por debajo del valor del 2% de variabilidad establecido para métodos
instrumentales (IUPAC, 1999). Los datos originales para determinar la exactitud de los
estandares individuales y mixtos se muestran en los Anexos A (al, a2, a3y a4) y B (b1,
b2, b3y b4).

Los resultados obtenidos en los estandares mixtos para los cuatro metales fueron
analizados por la prueba t Student con un nivel de significancia del 5% (o = 0.05),
estableciendose las siguientes hipotesis: Ho: p=po para la hipotesis nula y Ha:

L # Ho para la hipotesis alterna.
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Tabla 10.- Resultados de las determinaciones para los estdndares mixtos por semana a

cuatro diferentes niveles de concentracion (Na 500, K 25, Ca 25 y Mg 10 ppm).

Na K Ca Mg
SEMANAS 500 ppm* 25 ppm* 25 ppm* 10 ppm*
Primera 518 24.40 25.00 10.00
Cuarta 500 24.52 25.04 9.40
Séptima 544 28.84 23.28 10.04
Décima 504 24.00 24.92 9.76
Décima tercera 506 28.84 24.84 9.80
Décima sexta 492 24.80 24.92 9.80
Promedio + DE** 510.66 + 18.40 25.23+£1.79 24.66 + 0.68 9.8+0.23
Recuperacion (%) 102.13 100.93 98.66 98
Coeficiente de Variacion (% CV) 0.04 0.07 0.03 0.02

(*) = EI promedio corresponde a siete réplicas por cada nivel de concentracion para un

total de 42 muestras.

(**) = Desviacion Estandar.

Tabla 11.- Resultados de las determinaciones para los estdndares mixtos por semana a

cuatro diferentes niveles de concentracion (Na 1000, K 50, Ca 50 y Mg 25 ppm).

Na K Ca Mg

SEMANAS 1000 ppm* 50 ppm* 50 ppm* 25 ppm*
Primera 1108 49.12 49.40 24.80
Cuarta 978 50.12 49.40 24.04
Séptima 1034 51.92 46.16 25.68
Décima 1008 49.80 50.36 24.04
Décima tercera 1004 50.40 49.92 25.44
Décima sexta 1008 50.28 49.72 24.64
Promedio + DE** 1023.3 £ 45.12 50.27 £ 0.93 49.16 £ 1.51 24.77 £ 0.69
Recuperacion (%) 102.33 100.54 98.32 99.09
Coeficiente de Variacion (% CV) 0.04 0.02 0.03 0.03

(*) = El promedio corresponde a siete réplicas por cada nivel de concentracion para un

total de 42 muestras.
(**) = Desviacion Estandar.
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Tabla 12.- Resultados de las determinaciones para los estdndares mixtos por semana a

cuatro diferentes niveles de concentracion (Na 2000, K 100, Ca 100 y Mg 50 ppm).

Na K Ca Mg
2000 ppm* 100 ppm* 100 ppm* 50 ppm*
Primera 2062 102.72 99.24 48.60
Cuarta 2054 104.76 102.36 48.44
Séptima 2084 111.84 92.32 51.36
Décima 2030 100.68 102.00 48.96
Décima tercera 2004 100.28 101.40 50.20
Décima sexta 2040 100.56 100.24 50.48
Promedio + DE** 2045.66 + 27.64 | 103.47 £ 4.44 99.59 + 3.74 49.67 +1.18
Recuperacion (%) 102.28 103.47 99.59 100.96
Coeficiente de Variacion (% CV) 0.013 0.043 0.037 0.024

(*) = El promedio corresponde a siete réplicas por cada nivel de concentracion para un

total de 42 muestras.
(**) = Desviacién Estandar

Tabla 13.- Resultados de las determinaciones para los estdndares mixtos por semana a
cuatro diferentes niveles de concentracion (Na 4000, K 200, Ca 200 y Mg 100 ppm).

Na K Ca Mg
SEMANAS 4000 ppm* 200 ppm* 200 ppm* 100 ppm*
Primera 4098 204.28 204.56 99.48
Cuarta 4110 207.00 203.12 96.32
Séptima 4968 210.52 183.44 101.88
Décima 4028 201.20 202.12 99.76
Décima tercera 4032 200.52 200.04 100.16
Décima sexta 4016 200.64 200.72 100.76
Promedio + DE** 4208.66 + 374.04 204.02 + 4.07 199 +7.80 99.72+1.88
Recuperacion (%) 105.21 102.01 99.5 99.73
Coeficiente de Variacion (% CV) 0.09 0.02 0.04 0.02

(*) = El promedio corresponde a siete réplicas por cada nivel de concentracién para un

total de 42 muestras.
(**) = Desviacion Estandar
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La hipdtesis nula establece que los resultados obtenidos para la concentracion (en ppm)
son iguales y la hipétesis alterna establece que los resultados obtenidos de la
concentracion (en ppm) son diferentes. Una vez analizados los resultados obtenidos, se
puede apreciar que la hipdtesis Ho se acepta ya que no existe evidencia significativa para
establecer que las mediciones sean diferentes entre el valor real y el valor tedrico de
cada uno de los estandares a los diferentes niveles de concentracion establecidos, incluso
en los intervalos de aceptacion del 90% (t = 1.943), 95% (t = 2.447) y 99% (t = 3.707)
(Anexo B, bl, b2, b3 y b4). Excepto para el caso de Na (4000 ppm), cuyo valor de t
(4.046) cae fuera del area del intervalo de aceptacion lo cual es posible que se deba a la
alta concentracion que fue utilizada (4000 ppm) introduciendo factores de dilucion
bastante elevados (FD = 1000) que fue obtenido a partir de una dilucion de 5:100
seguida de otra dilucién de 2:100, con la finalidad de que la concentracion estuviera
dentro del rango de linealidad. Esto ocasiona que la dispersion aparente de los datos sea
mayor y se refleja en una desviacion estdndar muy alta (DE = 374.04), aunque el
porcentaje del Coeficiente de Variacion estd muy por debajo del limite aceptable
permitido (< 2%).

4.2 REPETIBILIDAD
4.2.1 Repetibilidad para Estandares Individuales

La precision es una de las caracteristicas metrologicas mas importantes a tener en cuenta
para la seleccién e implantacion de un procedimiento de medida en el laboratorio
clinico. Ademas, el conocimiento cuantitativo de esta caracteristica es imprescindible
para el establecimiento de los intervalos de tolerancia de los materiales de control
interno, para la interpretacion objetiva de la significacién de un cambio entre dos valores
consecutivos de una magnitud bioquimica, y para el célculo de la incertidumbre. Por
todas estas razones, es importante que los laboratorios clinicos puedan estudiar la
precisibn de una manera normalizada. La validacién de la precision de los

procedimientos de medida también es un requisito de las normas internacionales que se
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utilizan para implantar un sistema de gestion de la calidad en los laboratorios clinicos
(Canalias, 2003).

La Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA) establece que la Repetibilidad es el grado
de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas de un mismo mensurando,
llevadas a cabo totalmente bajo las mismas condiciones de medicion, basados en la
Norma Mexicana NMX-Z-055-IMNC-1996. Las condiciones de Repetibilidad incluyen:
el procedimiento, analista/observador, ubicacién, instrumento y condiciones de
medicién. Por mediciones sucesivas se entiende aquellas mediciones repetidas dentro de
un corto periodo de tiempo (CENAM-EMA, 2008a).

Cabe sefialar que los métodos para determinar la Repetibilidad de las mediciones estan
basados en la evaluacion estadistica de la dispersion de los resultados, ya sea en forma
de rango o su representacion como varianza o desviacion estdndar (Llamosa et al.,
2007). En este sentido, en la presente investigacion la Repetibilidad se calculd en base
al andlisis de varianza de los datos, utilizando para ello la prueba de la Xi? con un nivel
de significancia del 1% (o = 0.01). El analisis de Repetibilidad se realizo utilizando
cinco determinaciones (una por semana y repitiendo el analisis cada tercer semana, con
un total de 13 semanas) con cuatro réplicas cada una. En tanto que las hipotesis que se
establecieron fueron que Ho: Xi®catculada < Xi2tablas para la hipdtesis nula que establece que
el método es repetible; y Ha: Xi%caiculada > Xi%blas para la hipotesis alterna que establece

que el método no es repetible.

En relacion a los resultados obtenidos de Repetibilidad para los estandares individuales,
se puede observar que el método es aceptable para los cuatro estandares que contienen
de manera individual a cada uno de los metales (Na, K, Ca y Mg) de acuerdo al analisis
de varianza utilizando la prueba de la Xi? (Tabla 14). Considerando que el valor de Xi?
calculada es menor que el valor de tablas (Anexo C, cl, c2, c3 y c4), se acepta la
hipotesis nula (Ho) con un nivel de significancia de o = 0.01 y un intervalo de confianza

del 99% para los cuatro metales. Por lo tanto, el método se considera que es repetible y/o



Tabla 14.- Datos de Repetibilidad para el método instrumental utilizado a partir de

estandares individuales.
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Estandar Concentracion Xi? Calculada Resultado
Individual (ppm) del Método

0.50 14.86 Repetible

Na 1.00 21.96 Repetible

1.00 15.97 Repetible

K 2.00 12.20 Repetible
1.00 31.79 No Repetible

Ca 2.00 NSPC* Repetible

0.50 14.54 Repetible

Mg 1.00 18.93 Repetible

Xi? de Tablas 26.22 (o = 1%)

(*) NSPC= No se puede calcular.
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aceptable. Esto indica que la Repetibilidad obtenida en el andlisis de los metales por
parte del analista fue aceptable en el tiempo establecido que fue de 13 semanas. Con
respecto a la concentracion de Ca de 2.0 ppm, se observé que no hay resultado de la
varianza, lo cual indica que los resultados obtenidos fueron idénticos (2.00+£0.00), es
decir, fueron precisos y exactos. Todas las determinaciones fueron repetibles excepto
Caa 1.0 ppm, quizé debido a que se trabaja en el limite inferior del rango de linealidad y

esto puede provocar resultados poco confiables.

4.2.2 Repetibilidad para Estandares Mixtos

Los resultados obtenidos en el estandar mixto son similares y consistentes como el caso
de los estandares individuales. En el presente trabajo es importante sefialar que solo se
evalu6 un estdndar mixto que contiene Na 500, K 25, Ca 25, K 10 ppm, cuyos
resultados indican que el método es repetible (Tabla 15). Se puede observar que en la
concentracion de Ca (25 ppm) y Mg (10 ppm), la X?ica no se puedo calcular (NSPC); lo
cual significa que no hay varianza en los resultados y por lo tanto existe una alta
precision y exactitud al ser los datos idénticos a la concentracién del estandar implicado.
Los datos para determinar la Repetibilidad del método se muestran en el Anexo D.



Tabla 15.- Datos de Repetibilidad para el método instrumental utilizado a partir de un

estandar mixto.
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Estandar Mixto

Concentracion

Xi? Calculada

Resultado del

(ppm) Meétodo

Na 500 18.2 Repetible

K 25 26.11 Repetible

Ca 25 NSPC* Repetible

Mg 10 NSPC* Repetible
90% = 18.55
Xi? de Tablas 95% = 21.03
99% = 26.22

32.91 (o = 0.1%)

(*) NSPC= No Se Puede Calcular.
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4.3 LINEALIDAD

El concepto de Linealidad es ampliamente utilizado en la instrumentacion analitica e
industrial, sin embargo su definicion suele ser confusa y su determinacion puede llegar a
ser compleja (Skoog, 2001; Christian, 2009). La Entidad Mexicana de Acreditacion
(CENAM-EMA, 2008b) define a la Linealidad como la capacidad (dentro de un
intervalo dado) para proporcionar resultados que son directamente proporcionales a la
concentracion del analito en las muestras de examen. La Linealidad se sigue analizando
mediante métodos de consistencia grafica, sin embargo el analisis numérico (estadistico)
siempre es necesario cuando se requiere de una evaluacién cuantitativa. Para ello se
deben utilizar estandares de alta calidad con cinco niveles de concentracion y evaluados
por triplicado (Skoog, 2001; Christian, 2009).

En el presente estudio, la Linealidad se determind mediante tres métodos: 1) en base al
Coeficiente de Determinacion (R?), 2) en base al analisis de residuos y 3) en base al
estadistico F. Esto es debido a que si la Linealidad no es tan evidente en la inspeccion
visual se recomienda proceder de la siguiente forma: a) calcular la regresion lineal de
todos los puntos, b) calcular para cada punto la diferencia entre las concentraciones
medidas y c¢) las concentraciones calculadas por la recta de regresion (residuos) y
representar graficamente los residuos. Por ultimo, utilizar un estadistico de prueba
(Fisher o t Student). Ninguna de estas determinaciones de Linealidad excluye a las otras
(Suarez, et al., 2009; Serrat-Orus et al., 2011 )

El Coeficiente de Determinacion es indicio de un ajuste aceptable de los datos a la linea
de regresion, que indica que tan bueno es el modelo de regresién lineal para representar
a dos variables que en este caso son absorbancia y concentracion (Harvey, 2002). Los
resultados obtenidos de la Linealidad en base al Coeficiente de Determinacion (R?), se
presentan en las Figuras 2, 3, 4 y 5. Se puede apreciar que el Coeficiente de
Determinacion para los cuatro metales evaluados fue de 0.9998 para Na, 1.00 para K,
0.9999 para Ca y 0.9996 para Mg. Como se puede apreciar, se obtuvieron valores muy

cercanos a 1.00, por lo que se considera que la Linealidad es aceptable, ya que un valor
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de R? > 0.995, es considerado como aceptable por instancias oficiales como el Centro
Nacional de Metrologia (CENAM) o la Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA)
(CENAM-EMA, 2008a).

En estas graficas también se incluye el Coeficiente de Correlacion o de Pearson (R) que
indica el grado de asociacién entre dos variables, cuyo rango se encuentra entre 0 y 1.
Entre mas cercano sea el valor a 1, mayor es la asociacion entre estas variables. Como se
puede apreciar en las Figuras 2, 3, 4 y 5, estos valores estan muy cercanos a 1.
Estadisticamente se considera aceptable un valor de R > 0.998 (CENAM-EMA, 2008a).
Los resultados obtenidos en este trabajo con respecto al Coeficiente de Determinacion
(R?) vy para el Coeficiente de Correlacion de Pearson (r) son muy similares a los
obtenidos por Rivas y Fernandez (2006) para las curvas de calibracién en la
determinacion de Zn en un estandar de referencia certificado ( R? = 0.999), y a los
resultados obtenidos por Ghasemi y Zahediasl (2011) para Zn en suero humano (R? =
0.999), asi como los obtenidos por Suarez et al., (2009) para Mg en sangre humana (r =
0.9993).

En este estudio también se realizo el analisis de los residuos (o residuales), que es la
diferencia entre el valor prondstico y el valor observado. El valor prondstico se obtiene a
partir de la regresion lineal asociada a la ecuacion de la recta con valores para “x” y “y”.
Sustituyendo el valor para “x” se obtiene el valor pronosticado, que no necesariamente
es igual al valor observado. En este sentido, se debe asegurar que el comportamiento
grafico de los residuos no muestre ninguna tendencia y los residuos deben de tener una
distribucion aleatoria. De esta manera, los resultados obtenidos muestran que la
Linealidad sigue siendo consistente, ya que el analisis de los residuos no presenta
ninguna tendencia y muestran una distribucion aleatoria, tal y como se puede apreciar en
las Figuras 6, 7, 8 y 9. Sin embargo, para corroborar la Linealidad numéricamente, se
realizd el analisis estadistico de prueba F o analisis de varianza de la regresion, cuyo

principio es descomponer la varianza existente entre las sefiales experimentales y los
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valores predichos en dos aportes. Uno de ellos es la varianza del error experimental y el
otro es debido a una falla en la varianza de ajuste de la regresion. Como se puede
apreciar en la Tabla 16, todos los valores obtenidos para F calculada, caen por debajo de
los valores F de tablas con un nivel de significancia del 5% (o = 0.05), por lo que
también para este estadistico de prueba, se acepta la Linealidad para los cuatro metales
analizados. Los datos originales para determinar la Linealidad se muestran en el Anexo
E (Anexo el).

4.4 LIMITE DE DETECCION

Es importante sefialar que la Entidad Mexicana de Acreditacion (CENAM-EMA, 2008a)
establece que el Limite de Deteccion es la concentracion minima de un analito en la
matriz de una muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada,
bajo condiciones analiticas especificas (NMX-CH-152-IMNC-2005).

Los resultados obtenidos de la determinacion del Limite de Deteccion para cada uno de
los metales estudiados fueron los siguientes: Na 0.048 ppm, K 0.052 ppm, Ca 0.050 y
Mg 0.064 ppm. Los limites de deteccion obtenidos en este trabajo concuerdan con los
Limites de Deteccion determinados para Ca (0.03 ppm) y Mg (0,03 ppm) en suero de
pacientes con falla renal cronica, obtenidos por Dlugaszek et al. (2008). Los resultados
obtenidos en el presente trabajo se consideran aceptables, ya que el Limite de Deteccion
de los métodos colorimétricos es mucho més alto, ya que para Na es de 920 ppm , para
K es de 80 ppm, en tanto que para Ca es de 3.7 ppm y para Mg es de 1.7 ppm. Como se
puede apreciar, la diferencia en cuanto a los Limites de Deteccion para el método de
EAA, es enorme si se compara contra los métodos colorimétricos (Randox, 1993;
SPINREACT, 2004a, 2004b, 2004c, 2004d). Los datos obtenidos para determinar el

Limite de Deteccidn se presentan en el Anexo E (Anexo el).



Tabla 16.- Determinacion de la Linealidad en base al estadistico F* (o = 0.05).

Metal F Tablas F Calculada Criterio
Na 4.747 0.48676155 Se acepta la linealidad
K 4.747 0.03039482 Se acepta la linealidad
Ca 4.747 0.27281471 Se acepta la linealidad
Mg 4.747 0.62759057 Se acepta la linealidad

(*) = Concentracion de estandar a 0.25, 0.50, 1.00, 2.00 y 4.00 ppm para Na y Mg,
contra los valores de absorbancia y de 0.50, 1.00, 2.00, 5.00 y 10.00 ppm para Ky Ca

contra los valores de absorbancia, por triplicado cada una de las determinaciones.
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Una de las ventajas de utilizar métodos instrumentales de andlisis es que son capaces de
detectar y determinar cantidades de analito mucho més pequefias que los métodos de
andlisis clasicos. Esta ventaja permite apreciar la importancia de las concentraciones en el
nivel traza en muchos materiales, por ejemplo en muestras biologicas y del medio
ambiente, contribuyendo asi al desarrollo de muchas otras técnicas en las cuales los Limites

de Deteccion bajos son el mejor criterio para aplicarlas con éxito (Miller y Miller, 1993).

45 Determinacion de la Exactitud a Partir de un Estandar de Referencia
Certificado.

La Entidad Mexicana de Acreditacion (CENAM-EMA, 2008b), sefiala que un material
de referencia certificado (MRC) es un material de referencia acompafiado de un
certificado cuyo(s) valor(es) de la(s) propiedad(es) es(son) certificado(s) por un
procedimiento que establece su trazabilidad a una realizacion exacta de la unidad en la
cual los valores de propiedad son expresados y para la cual cada valor certificado esta
acompariado de una incertidumbre a un nivel de confiabilidad indicado (NMX-CH-152-
IMNC-2005). Los resultados obtenidos en el presente trabajo se muestran en la Tabla
17. Como se puede apreciar, la concentraciéon obtenida para cada metal se encuentra
dentro del rango especificado en el estandar certificado; en tanto que el porcentaje de
recuperacion con respecto al promedio del estandar certificado es aceptable, ya que para
Na fue de 98.08, para K fue de 99.66, para Ca fue de 102.66 y para Mg fue de 97.87. Al
respecto, es importante sefialar que para la IUPAC (1999) el valor aceptable del
porcentaje de recuperacion es de 100 £ 15%, lo cual significa un rango de 85 a 115%.
Los datos originales para determinar la concentracion de Na, K, Ca y Mg a partir de un

estandar certificado, se muestran en el Anexo F (Anexo f1, f2, f3y f4).
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Tabla 17.- Concentracion para Na, K, Ca 'y Mg en ppm, obtenida a partir de un estandar
de referencia certificado (SRM NIST 2670a), incluyendo el porcentaje de recuperacion

de cada metal.

Metal Valor Obtenido Valor del Estandar Porcentaje
(ppm) Certificado (ppm) de Recuperacion
Promedio* + DE** Promedio* = DE**
(Rango)
Na 924 +8.94 942 + 20 (922 — 962) 98.08
K 413.6 £7.56 415 + 10 (405 — 425) 99.66
Ca 30.8 +0.85 30 +£2(28-32) 102.66
Mg 20.75+0.83 21.2+0.2 (21.0-21.4) 97.87

(*) = Promedio obtenido a partir de cinco réplicas de trabajo para cada metal.
(**) = Desviacion Estandar.
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4.6 Estimacién de la Incertidumbre Estandar en las Mediciones.

De acuerdo a la Guia Técnica de la Entidad Mexicana de Acreditacion, A. C. (CENAM-
EMA, 2008b), la incertidumbre de una medicion se define como el “pardmetro asociado
al resultado de una medicion que caracteriza la dispersion de los valores que podrian
razonablemente ser atribuidos al mensurando™. En el diccionario se refiere a la
incertidumbre como la duda que existe, en éste caso a una medida realizada. Para la
medicion de la concentracion de masa del elemento quimico se establece el siguiente

modelo matematico:

Ye) = Yix-m *fdy * fdy = f, (36)
Donde:

Y« = Concentracion de masa del mesurando obtenida por un método de
medicion

¥x—g) = Concentracion de masa obtenida a traves de la curva de calibracion

fd,, = Factor de dilucién aplicado a la muestra
fe = Factor de correccion cuando el método lo indique

En el célculo de la incertidumbre se identifican fuentes especificas, como las presentadas
en el siguiente diagrama de Ishikawa, adaptado a las condiciones del presente trabajo
(Figura 10). De acuerdo a la Guia Técnica de la EMA (CENAM-EMA, 2008b) las

estimaciones de las fuentes de incertidumbre se calculan de la siguiente manera:

4.6.1 Concentracion de masa del elemento medido en el instrumento a través de la

curva de calibracion y,_g:

4.6.1.1 a Respuesta del Instrumento. Para evaluar este parametro se realizaron
diluciones a partir de un estandar de referencia de 1000 ppm para cada metal. Esta

estimacion se basa en la curva de calibracion y consiste en despejar la concentracion:
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Figura 10.- Diagrama de Ishikawa (de causa—efecto) de acuerdo a las fuentes de
incertidumbre del presente trabajo.
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b, (37)
En términos de la concentracién de masa se tiene:
Yiei =
b, (38)
Donde:

¥(o: = concentracion de masa resultado de la curva de calibracion

a = Lectura observada del instrumento
b, = Ordenada al origen de la curva de calibracion
b, = Pendiente de la curva de calibracion

Los resultados obtenidos para la incertidumbre estandar de la concentracion de masa a
partir de las curvas de calibracion se presentan en la Tabla 18. Para el célculo de la
incertidumbre estdndar de la concentracion de masa de los metales a partir de la
respuesta del instrumento, los valores de concentracion para Na, K, Ca y Mg se

muestran en la Tabla 19.

Los resultados de la incertidumbre estandar para las concentraciones de masa
individuales de Na, K, Ca y Mg en respuesta del instrumento calibrado, se presentan en
la Tabla 20. Como se puede apreciar, los cuatro metales tienen resultados de
incertidumbre similares. Esto se relaciona con el hecho de que las diluciones y las
determinaciones fueron hechas por la misma persona y en condiciones similares. Esto
es, en condiciones que generan consistencia y confiabilidad en el procedimiento y en los

resultados obtenidos.



Tabla 18.- Calculo de incertidumbre para la concentracion de masa a partir de

las curvas de calibracion.

Metal Curva de calibracion: v = bgx+ by
Na ¥y=0.3637x—0.0018
K y=01717x+ 0.0039
Ca v =0.0443x+ 0.0016
Mg ¥ =0.4314x—0.0002

Tabla 19.- Pardmetros utilizados para la estimacion de la incertidumbre estandar
para la concentracion de masa de Na, K, Ca y Mg en respuesta del instrumento.

Concentracion de Na (ppm) Absorbancia Concentracion Estimada

0.25 0,092 0,230

0.50 0,188 0,527

1.00 0,354 1,040

2.00 0,742 2,240

4.00 1,472 4,498
Concentracion de K (ppm) Absorbancia Concentracion Estimada

0.50 0,086 0,646

1.00 0,18 1,408

2.00 0,35 2,785

5.00 0,858 6,902

10.0 1,723 13,912
Concentracion de Ca (ppm) Absorbancia Concentracion Estimada

0.05 0,02 0,426

1.00 0,05 0,985

2.00 0,09 1,910

5.00 0,22 4,705

10.0 0,45 9,523
Concentracion de Mg (ppm) Absorbancia Concentracion Estimada

0.25 0,107 0,185

0.50 0,23 0,486

1.00 0,41 0,927

2.00 0,87 2,052

4.00 1,725 4,144
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Tabla 20.- Incertidumbre para concentracion de masa individual para Na,

K, Ca'y Mg, en respuesta del instrumento calibrado.

Concentracion de Na

Incertidumbre Estdndar: uwx

0.5 0.02415

1 0.02335

2 0.02325
Concentracion de K Incertidumbre Estdndar: Uy

1 0.02712

2 0.02567

5 0.02593
Concentracion de Ca Incertidumbre Estdndar: Uy

1 0.02749

2 0.02553

5 0.02497
Concentracion de Mg Incertidumbre Estandar: ugy

0.5 0.02526

1 0.02203

2 0.02160
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4.6.1.2 b Material de Referencia Certificado (NIST 2670a). Para ésta fuente de
incertidumbre la Guia Técnica de la EMA (CENAM-EMA, 2008b) sefiala que se deben
incluir los datos de incertidumbre obtenidos por el fabricante del estandar de referencia
certificado. Estos datos se muestran en la Tabla 21. Para la construccion de la curva de
calibracién fue necesario realizar dos diluciones en cada uno de los puntos. La
estimacion de la incertidumbre donde se tiene un proceso de dilucion involucra los

siguientes elementos:

Wy divre x :JUYME)E_F fdl)z 1 q &)z

Ydilmre = Ymrc fd, fd, (39)
Siguiendo la Guia Técnica de la EMA (CENAM-EMA, 2008b), a continuacion se
presenta el cdlculo de la incertidumbre debida a los factores de dilucion.

4.6.2 Estimacion de la Incertidumbre Debida al Factor de Dilucién.

El factor de dilucion esta dado por:

Vi (40)

Donde:

fd_, = Factor de dilucién n
V., =Volumen de aforo
¥; =Volumen de alicuota

Las fuentes de incertidumbre, segun la Guia Técnica de la EMA (CENAM-EMA,
2008a) son dos: el volumen del aforo V2 y el de la alicuota V1, de tal forma que la

estimacion de la incertidumbre relativa esta dada por:

o GG

(41)



Tabla 21.- Datos de incertidumbre para el Material de Referencia Certificado
(NIST 2670a).

Metal (Concentracion + Incertidumbre Wy vrc
estandar) ppm m

Ca 30 +2 0.066

Mg 21.2+0.2 0.009

K 415 +10 0.024

Na 942 + 20 0.021
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En cuanto a la estimacion de la incertidumbre de la medicion para el volumen de la
alicuota V1 y aforo V2 en cualquier material volumétrico, se tienen tres principales

fuentes de incertidumbre:

(42)
El efecto de la variabilidad o repetibilidad del volumen medido por el analista:
Sy
Uy = —
Vn (43)

El efecto de la variacion de la temperatura en relacion a la temperatura de calibracion:

[(T—T,4)-a-V]

U, . =
AT \E (44)
Donde:
T = Temperatura del agua °C al momento de la medicién
T = Temperatura de calibracion del material volumétrico: 20°C
o = Coeficiente de expansion del volumen de agua °C™*
\/ = Volumen de la pipeta 0 matraz

La tolerancia del material volumétrico:

tol

uE ful =
BRE (45)

En el presente trabajo no se tiene informacidn para estimar las componentes referentes a
la temperatura y la tolerancia del material. Por lo tanto, las tres fuentes de incertidumbre
que afectan la medicion de volumen (repetibilidad del volumen, variacion de
temperatura y tolerancia del material volumétrico) se estiman de acuerdo a la siguiente

ecuacion:
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uy  up\? Nt g \E g2 u
e [ ) ) - -

" n "

(46)
En las Tablas 22 y 23 se muestran los resultados de la incertidumbre del material
volumeétrico, tanto para calibracion como para repetibilidad. En todos los casos se puede

observar una incertidumbre cercana a cero.

La estimacion de la incertidumbre en los puntos en la curva de calibracion se realiza de

acuerdo a la siguiente la formula:

= )+ G
fd, Vy vy @)
Es importante sefialar que para estimar la incertidumbre en los diferentes puntos de la
curva de calibracion, se debe considerar como variables importantes a los factores de
dilucion y a la concentracion del estandar de trabajo. En este sentido, los resultados
obtenidos para la estimacion de la incertidumbre estandar y relativa de la curva de
calibracion de Na, K, Ca y Mg que se muestran en la Tabla 24, sélo consideran el
primer factor de dilucion (5 mL aforados a 100 mL, con un Fd = 20). Por otro lado, los
resultados obtenidos en la estimacion de la incertidumbre estandar y relativa para la
curva de calibracion de Na, considerando al segundo factor de dilucion, se muestran en
la Tabla 25.

En la Tabla 26 se muestran los resultados obtenidos para la estimacién de la
incertidumbre estandar y relativa de la curva de calibracion para K, considerando el
segundo factor de dilucion. Asi mismo, en las Tablas 27 y 28 se observan los resultados
para la estimacion de la incertidumbre estandar y relativa para las curvas de calibracion

de Cay Mg, respectivamente, considerando el segundo factor de dilucion.
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Tabla 22.- Incertidumbre estandar debida a la calibracion del material volumétrico y

equipo.
Uestanpar | URELATIVA UESTANDAR
Volumen Material o SCALIBRACION | CALIBRACION | CALIBRACION Uy,
Equipo gy = 5_1 V.,
VT
0.25 mL Micropipeta 0.00035 0.0001 0.0002 0.00008
0.50 mL Micropipeta 0.0021 0.0003 0.0007 0.0014
1.00 mL Micropipeta 0.0024 0.0004 0.0004 0.0004
1.00 mL PipetaVolumétrica 0.0052 0.0009 0.0009 0.0009
2.00 mL Pipeta Volumétrica 0.0080 0.0014 0.0007 0.00035
5.00 mL Pipeta Volumétrica 0.0154 0.0028 0.0005 0.0001
100 mL Matraz VVolumétrico 0.1894 0.0345 0.0003 0.000003
0.20¢g Balanza Analitica 0.0006 0.0001 0.0005 0.0025
0.50 g Balanza Analitica 0.0001 0.00001 0.00003 0.00006
1.00g Balanza Analitica 0.0002 0.00003 0.00003 0.00003
100 g Balanza Analitica 0.0004 0.00007 0.0000007 0.000000007

Tabla 23.- Incertidumbre estdndar debida a la repetibilidad del material volumétrico y

equipo.
UEesTANDAR URELATIVA UESTANDAR
Volumen Material o SREPETIBILIDAD | REPETIBILIDAD | REPETIBILIDAD Wy
Equipo uy = Sv v,
Vn
0.25 mL Micropipeta 0.0007 0.0002 0.0004 0.0016
0.50 mL Micropipeta 0.0014 0.0004 0.0008 0.0016
1.00 mL Micropipeta 0.0028 0.0008 0.0008 0.0008
1.00 mL Pipeta Volumétrica 0.0091 0.0028 0.0028 0.0028
2.00 mL Pipeta Volumétrica 0.0129 0.0040 0.0020 0.001
5.00 mL Pipeta Volumétrica 0.0259 0.0082 0.0016 0.00032
100 mL Matraz VVolumétrico 0.2219 0.0701 0.0007 0.000007
0.20¢g Balanza Analitica 0.0011 0.0003 0.0018 0.009
0.50 g Balanza Analitica 0.00008 0.00002 0.00005 0.0001
1.00g Balanza Analitica 0.0001 0.00003 0.00003 0.00003
100 g Balanza Analitica 0.0001 0.00005 0.0000005 0.000000005




Tabla 24.- Estimacién de la incertidumbre estandar

calibracion de Na, K, Ca'y Mg, debida al primer factor de dilucién (20).
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y relativa para la curva de

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | UesTAnDAR URELATIVA
Vi 5 mL 100 ppm 0.0028 0.0005
V2 100 mL 0.0345 0.0003
fdy 20 0.00007 0.0007

Tabla 25.- Estimacion de la incertidumbre estandar y relativa para la curva de
calibracion de Na, debida al segundo factor de dilucién (400, 200, 100, 50 y 25).

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanbar | UReLATIVA
Vi 0.25 mL 0.25 ppm 0.01725 0.00015
V2 100 mL 0.0345 0.0003
fd 400 0.00002 0.00033

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | UgesTtanpar URELATIVA
V1 0.5 mL 0.50 ppm 0.0003 0.0007
V2 100 mL 0.0345 0.0003
fd 200 0.00003 0.0007

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | UgesTtanpar URELATIVA
V1 1 mL 1.00 ppm 0.0004 0.0004
V2 100 mL 0.0345 0.0003
fdsz 100 0.00005 0.0005

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanbar | UReLATIVA
V1 2 mL 2.00 ppm 0.0014 0.0007
V2 100 mL 0.0345 0.0003
fdsz 50 0.00001 0.0007

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | UestanbAar | UReLATIVA
V1 4 mL 4.00 ppm 0.0014 0.0007
V2 100 mL 0.0345 0.0003
fdsz 25 0.00004 0.00103

Nota: Las cinco concentraciones representan los cinco puntos de la curva de calibracion

para Na.
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Tabla 26.- Estimacion de la incertidumbre estandar y relativa para la curva de
calibracion de K debida al segundo factor de dilucion (200, 100, 50, 20 y 10).

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanoar | URreLATIVA
Vi 0.50 mL 0.50 ppm 0.0003 0.0007
V2 100 mL 0.0345 0.0003
fd; 200 0.00002 0.000761

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanpar URELATIVA
V1 1.00 mL 1.00 ppm 0.0004 0.0004
V2 100 mL 0.0345 0.0003
fd; 100 0.00003 0.0005

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanpbar URELATIVA
V1 2.00 mL 2.00 ppm 0.0014 0.0007
V2 100 mL 0.0345 0.0003
fd; 50 0.00005 0.000761

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanpar URELATIVA
V1 5.00 mL 5.00 ppm 0.0014 0.0007
V2 100 mL 0.0345 0.0003
fd; 20 0.00001 0.000761

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanoar | URreLATIVA
V1 10.00 mL 10.00 ppm 0.0028 0.0005
V2 100 mL 0.0345 0.0003
fd; 10 0.00004 0.000768

Nota: Las cinco concentraciones representan los cinco puntos de la curva de calibracion

para K.
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Tabla 27.- Estimacion de la incertidumbre estandar y relativa para la curva de
calibracion de Ca debida al segundo factor de dilucion (200, 100, 50, 20 y 10).

Magnitud Volumen/fd | Unidades | Concentracion UESTANDAR URELATIVA
Vi1 0.50 mL 0.50 ppm 0.0003 0.0007
Vo 100 mL ---- 0.0345 0.0003
fd; 200 --- e B 0.000761

Magnitud Volumen/fd | Unidades | Concentracion UESTANDAR URELATIVA
V1 1.00 mL 1.00 ppm 0.0004 0.0004
V2 100 mL ---- 0.0345 0.0003
Fd2 100 0.00003 0.0005

Magnitud Volumen/fd | Unidades | Concentracion UESTANDAR URELATIVA
V1 2.00 mL 2.00 ppm 0.0014 0.0007
V2 100 mL ---- 0.0345 0.0003
Fd2 50 --- ---- 0.00005 0.000761

Magnitud Volumen/fd | Unidades | Concentracion UESTANDAR URELATIVA
V1 5.00 mL 5.00 ppm 0.0014 0.0007
V2 100 mL ---- 0.0345 0.0003
Fd2 20 --- ---- 0.00001 0.000761

Magnitud Volumen/fd | Unidades | Concentracion UEsTANDAR URELATIVA
V1 10.00 mL 10.00 ppm 0.0028 0.0005
V2 100 mL ---- 0.0345 0.0003
Fd2 10 ---- ---- 0.00004 0.000768

Nota: Las cinco concentraciones representan los cinco puntos de la curva de calibracion

para Ca.
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Tabla 28.- Estimacion de la incertidumbre estandar y relativa para la curva de
calibracion de Mg, debida al segundo factor de dilucion (400, 200, 100, 50 y 25).

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanbar | URreLATIVA
V1 0.25 mL 0.25 ppm 0.01725 0.00015
Vo 100 mL ---- 0.0345 0.0003
fd; 400 --- ---- 0.00002 0.00033

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanbar | UreLATIVA
V1 0.5 mL 0.50 ppm 0.0003 0.0007
V2 100 mL ---- 0.0345 0.0003
fd; 200 --- — 0.00003 0.0007

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanbar | UreLATIVA
V1 1.00 mL 1.00 ppm 0.0004 0.0004
V2 100 mL ---- 0.0345 0.0003
fd; 100 --- — 0.00005 0.0005

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanbar | UReLATIVA
V1 2.00 mL 2.00 ppm 0.0014 0.0007
V2 100 mL ---- 0.0345 0.0003
fd; 50 --- ---- 0.00001 0.0007

Magnitud | Volumen/fd | Unidades | Concentracion | Uestanbar | URreLATIVA
V1 4.00 mL 4.00 ppm 0.0014 0.0007
V2 100 mL ---- 0.0345 0.0003
fd; 25 --- ---- 0.00004 0.00103

Nota: Las cinco concentraciones representan los cinco puntos de la curva de calibracion

para Mg.
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Como se puede apreciar, existen valores de incertidumbre cercanos a cero para el
segundo factor de dilucion. Esto significa que los valores de incertidumbre estandar y
relativa relacionados con las curvas de calibracion para los cuatro metales, tienen una
incertidumbre muy baja y por lo tanto existe poca duda relacionada con las mediciones
obtenidas para cada una de las curvas de calibracion para los cuatro metales (Na, K, Ca
y Mg). Los valores bajos de incertidumbre estandar y relativa obtenidos es posible que
se deba a que éstos metales son relativamente facil de analizarse por la técnica de
espectroscopia de absorcion atomica siempre y cuando se tomen las debidas
precauciones como es la eliminacion de las interferencias de tipo quimico en el caso del

Cay Mg, y de ionizacion en el caso del Nay K.

Para la construccion de la curva de calibracion donde se realizaron dos diluciones en
cada punto, la estimacion de la incertidumbre se obtiene utilizando la siguiente formula
y los resultados se muestran en la Tabla 29.
u, Ugyg 2 i 2

YdiMRCy _ fdy Y e 'Y

= + -+
Y dilmRC = fd, fd,
(48)

Como se puede apreciar en la Tabla 29, el K es el que presentd el valor mas alto de

incertidumbre con las dos diluciones. Una de las causas es debida al posible error que se
presenta al realizar mas de dos diluciones, especificamente para este metal que se ve mas

afectado con respecto a los demas.

4.6.3 Estimacion de la Incertidumbre Estandar en Base al Valor del Blanco.
La incertidumbre estdndar para éste componente se obtiene a partir de la siguiente

formula y los resultados se observan en la Tabla 30.

SB

U, =-—
¥B ‘Ifﬁ (49)

Donde:

55 = Desviacion estandar de las lecturas

n = Numero de lecturas del blanco



Tabla 29.- Calculo de la incertidumbre para la curva de calibracion
con dos diluciones.

Yy gimme x

Metal Y ditmre x
Na 0.0636
K 0.1914
Ca 0.0733
Mg 0.0814

Tabla 30.- Estimacion de la incertidumbre estandar debida al valor del
blanco.

Estandares Metal SBlanco UEstandar
Individuales Na 0.0248 0.0071
Mixtos Na 0.0324 0.0083
Individuales K 0.0302 0.0095
Mixtos K 0.0298 0.0079
Individuales Ca 0.0230 0.0057
Mixtos Ca 0.0185 0.0046
Individuales Mg 0.0263 0.0073
Mixtos Mg 0.0318 0.0079
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La estimacion de la incertidumbre de la concentracion de masa incluye tres elementos: la
incertidumbre de la curva de calibracion, la del blanco y la del material de referencia

certificado. Esta combinacion se representa en la siguiente formula:

Wyiem — J"}'mez +u, 2
(50)

En la Tabla 31 se observan los resultados obtenidos para la incertidumbre combinando

estos tres elementos de analisis.

4.6.4 Estimacion de la Incertidumbre Estandar en Base a la Repetibilidad

De acuerdo a la Guia Técnica de la EMA (CENAM-EMA, 2008b), se debe de incluir la
incertidumbre relacionada con la repetibilidad de las mediciones y ésta se calcula de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

z
tl}’[ﬂi _ tEYEI_B] .fd]_)z _fdz)z ,
Y - \] (T(,_ B * fd, + fd, + (ugeperipipan)

(51)

Los resultados para la incertidumbre estandar considerando la repetibilidad para cada
uno de los metales se observan en la Tabla 32. De acuerdo a la Guia Técnica de la EMA
(CENAM-EMA, 2008b), debido a que en todos los casos la fuente de informacion son

las mediciones repetidas el tipo de analisis es A.
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Tabla 31.- Estimacién de la incertidumbre estandar para la concentracion de masa para
Na, K, Ca y Mg, combinando las mediciones de la curva de calibracion, blanco y
material de referencia certificado.

Incertidumbre Incertidumbre
Metal Estandar Estandar u, .
uy, Uy i
Na 0.0071
0.5 ppm 0.02415 0.02517
1 ppm 0.02335 0.02440
2 ppm 0.02325 0.02430
K 0.0095
1 ppm 0.02712 0.02873
2 ppm 0.02567 0.02737
5 ppm 0.02593 0.02761
Ca 0.0057
1 ppm 0.02749 0.02807
2 ppm 0.02553 0.02615
5 ppm 0.02497 0.02561
Mg 0.0072
0.5 ppm 0.02526 0.02626
1 ppm 0.02203 0.02317
2 ppm 0.02160 0.02276




Tabla 32.- Estimacion de la incertidumbre estandar considerando la repetibilidad

de cada metal.
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Concentracion

Incertidumbre de la

Metal (ppm) Repetibilidad

Na 0.5 0,00195
1.0 0,00334

2.0 0,00868

K 1.0 0,00256
2.0 0,00295

5.0 0,00650

Ca 1.0 0,00669
2.0 0,00504

5.0 0,00438

Mg 0.5 0,00229
1.0 0,00216

2.0 0,00232




85

Finalmente, en la Tabla 33 se muestran los resultados de la estimacion completa de la
incertidumbre estandar, considerando y combinando todas las fuentes de incertidumbre
involucradas en éste proceso de medicion, con un factor de cobertura (x = 2) que
representa un nivel de confiabilidad del 95%. A partir de la incertidumbre combinada
(Uc) se calcula el porcentaje de la incertidumbre relativa (CENAM-EMA, 2004a).
Bagnarelli (2008), considera que la incertidumbre relativa en los resultados del
laboratorio clinico debe de ser menor al 3.5 % para que se consideren mediciones
aceptables. Rivas y Ferndndez (2006), obtuvieron una incertidumbre relativa del 2%
para la medicion Zn por absorcion atomica en un estandar de referencia certificado. Por
otro lado, Pacheco y Gutiérrez (2006), obtuvieron una incertidumbre relativa de 4.5%
para Mg en un estdndar de referencia certificado y cuantificado en dos auto-
analizadores. Como se puede apreciar, el resultado final de la estimacion de la
incertidumbre estandar combinada y de la incertidumbre relativa (%) es bajo, lo cual
indica que el procedimiento de estandarizacion y validacién utilizado para la
determinacion de estos metales es confiable. Los datos utilizados para estimar la
incertidumbre se muestran en los Anexos A, B,C,D,E,F,G,Hel.



Tabla 33.- Estimacion de la incertidumbre estandar considerando todas las
fuentes involucradas®.

Incertidumbre Estandar Incertidumbre Relativa (%)
Metal Combinada (C + Uc) (UJ/C) x 100™
Na 0.5+ 0.01518 3.03
1.0 + 0.02467 2.46
2.0 + 0.01596 0.78
K 1.0 + 0.02976 2.97
2.0 £0.01498 0.75
5.0 + 0.00991 0.20
Ca 1.0 + 0.02978 2.98
2.0 £0.01459 0.73
5.0 + 0.00694 0.14
Mg 0.5+0.01897 3.79
1.0 +0.02792 2.80
2.0 £0.01364 0.68

* = Concentracién de masa, curvas de calibracion, volumen, blanco, MRC,
dilucion, repetibilidad.
** C = Concentracion (ppm), Uc= Incertidumbre combinada
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4.7 Determinacion de la Concentracion de Na, K, Ca y Mg a Partir de Suero

Sanguineo Humano.

Con la finalidad de comprobar que el método de prueba estd estandarizado y poder
evaluar su aplicabilidad en muestras bioldgicas sanguineas, se utilizd6 un composito
(pool) de suero sanguineo humano, el cual fue previamente sometido a digestion himeda
con &cido nitrico concentrado y peroxido de hidrogeno. A partir del composito se
obtuvieron tres réplicas y cada una de ellas fue diluida con agua deionisada y la
determinacion de la concentracion de cada uno de los metales se realizo por triplicado.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 34. Los resultados originales de las
determinaciones de Na, K, Ca'y Mg junto con sus factores de dilucidon, se observan en

el Anexo G (g1, g2, g3y g4).

Como se puede apreciar, los resultados obtenidos caen dentro del rango de los valores de
referencia reportado por la literatura para cada uno de los metales evaluados. Cabe
sefialar que estos valores de referencia se consideran como valores “normales” y se
obtienen a partir de méetodos colorimétricos. Los resultados obtenidos para Na, K, Ca y
Mg sérico, coinciden con los resultados reportados por Diaz-Romero et al. (2002) para
una poblacion espafiola, y en donde el analisis de metales en suero se realizé mediante
Espectroscopia de Absorcion Atomica (EAA). Asi mismo, los resultados obtenidos
para Ca y Mg también coinciden con lo reportado por Acosta-Garcia et al. (2009) en un
estudio realizado en una poblacion de Venezuela. En tanto que Villarino et al. (2003)
encontraron resultados similares a los obtenidos en este estudio, para Ca y Mg
cuantificados mediante EAA, para una poblacion de ancianos en Leo6n, Espafia. Lo
importante de estas determinaciones son los estados patolégicos, donde los valores se
encuentran por debajo de lo normal y que los métodos colorimétricos tienen un alto
limite de deteccion, comparado contra el método de EAA que tienen un bajo limite de

deteccion.

Es importante sefialar que los protocolos de SPINREACT (2004a, b, c, d) para la
cuantificacion de metales en suero sanguineo, mediante métodos colorimétricos, solo

consideran un rango de valores de referencia amplio y en ellos se incluyen hombres,
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mujeres, nifios y/o ancianos, es decir, no importa la edad ni el sexo del paciente. En
dichos protocolos se sefiala que los valores de referencia son orientativos y que es
recomendable que cada laboratorio establezca sus propios valores de referencia. En
cambio, los protocolos de Randox (1999), si establecen rangos de estos valores por edad
y sexo. Si se analizan los valores de referencia, se puede apreciar que no hay diferencias,

al menos para Na, K, Ca'y Mg.
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Tabla 34.- Concentracion obtenida para Na, K, Cay Mg en ppm a partir de suero

sanguineo humano.

Metal Valor Obtenido (ppm)* Valor de Referencia (ppm)**
Na 3422 + 120 (3302 —3542) 3130 — 3360
K 175 + 7(168 —182) 137 - 199
Ca 96 + 14(82-110) 82 -102
Mg 20 + 0(20) 17 - 27

(*) = Promedio obtenido a partir de tres réplicas y cada una obtenida por triplicado,
para un total de nueve muestras.
(**) = Valor de referencia por métodos colorimetricos (Randox, 1993; SPINREACT,

2004a, b ,c, d)
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CAPITULO5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

El método para la determinacion de Na, K, Ca y Mg mediante Espectroscopia de
Absorciéon Atémica por flama, fue estandarizado adecuadamente en condiciones ideales

a partir de estandares de alta pureza.

El proceso de estandarizacion del método propuesto se considera satisfactorio a partir de
los resultados obtenidos mediante la utilizacion de parametros de calidad como
Exactitud, Precision (Repetibilidad), Linealidad, Limite de Deteccion e Incertidumbre,

de acuerdo a la Entidad Mexicana de Acreditacion.

La validacion de la metodologia propuesta se demostr6 y comprobd utilizando un
estandar de referencia certificado de orina (NIST 2670a), en tanto que la funcionalidad
del método se corrobor6 con un composito de suero sanguineo humano, con resultados

confiables y aceptables.

La confiabilidad de los resultados obtenidos mediante parametros estadisticos de calidad
fue aceptable. Por lo tanto esta metodologia se considera Gtil para la determinacion de
Na, K, Ca y Mg en suero sanguineo humano y se podria utilizar como referencia en

laboratorios de Andlisis Clinicos.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda que la metodologia de estandarizacion y validacion obtenida en la
presente investigacion pueda ser considerada por las instancias correspondientes, y
pueda ser utilizada en laboratorios clinicos en areas de servicio o investigacion,

especificamente para metales Ca, Mg, Na, K en suero sanguineo humano.

Evaluar otros parametros estadisticos como robustez, graficos de control, limite de

cuantificacion, entre otros.

Corroborar los resultados del método evaluado, utilizando un estandar de referencia

certificado de suero sanguineo humano.

Elaborar por escrito un protocolo de validacion que incluya equipo utilizado, criterios de
aceptacion, verificacion del método, reporte de validacion, programa de validacion del

método normalizado, entre otros.

Continuar realizando proyectos de investigacion en el area de quimica clinica en la
estandarizacion y validacion de metodologias para cuantificar otros metales de interés
toxicolégico, como Pb, Cd, Cr, Al, entre otros, especificamente en suero sanguineo

humano.
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7. ANEXOS

Anexo al.- Datos para analisis de Exactitud para estandar individual de sodio.
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Na 0.50 ppm
Réplica Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 0.57 0.49 0.47 0.50 0.51 0.50
2 0.54 0.45 0.49 0.51 0.53 0.51
3 0.52 0.47 0.49 0.50 0.54 0.50
4 0.54 0.43 0.48 0.49 0.50 0.50
5 0.53 0.42 0.53 0.48 0.52 0.49
6 0.52 0.44 0.49 0.50 0.49 0.51
7 0.54 0.45 0.48 0.49 0.53 0.52
Na 1.00 ppm
Réplica Semana Semana Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 0.97 0.90 0.98 1.01 1.02 1.01
2 0.97 0.90 0.97 1.01 1.03 1.00
3 0.96 0.88 0.96 1.02 1.00 0.99
4 0.95 0.88 0.97 1.00 1.05 1.02
5 0.95 0.88 0.97 1.00 1.03 1.00
6 0.97 0.88 0.97 0.98 1.00 1.03
7 0.95 0.90 0.94 1.01 1.05 1.01
Na 2.00 ppm
Réplica Semana Semana Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 1.95 1.90 1.91 1.99 1.99 1.99
2 1.93 1.88 1.97 1.98 2.03 2.00
3 1.09 1.92 1.93 2.00 2.02 2.01
4 1.93 1.89 1.98 2.00 1.98 1.98
5 1.92 1.87 1.99 2.00 2.00 2.01
6 1.90 1.86 1.99 2.01 1.99 2.00
7 1.86 1.86 1.96 2.00 2.05 2.03




Anexo a2.- Datos para analisis de Exactitud para estandar individual de potasio.
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K 1.00 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 0.98 0.90 0.97 1.01 1.05 1.00
2 1.00 0.90 1.02 1.02 1.06 1.00
3 1.01 0.89 1.00 1.02 1.03 1.01
4 1.01 0.89 0.99 1.03 1.02 1.02
5 0.99 0.89 0.98 1.01 1.02 1.03
6 0.98 0.88 0.99 1.02 1.01 1.01
7 0.99 0.90 0.99 1.03 1.03 0.99
K 2.00 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 2.00 1.88 2.01 1.99 1.99 1.99
2 1.95 1.83 2.00 1.98 1.98 2.01
3 1.95 1.88 1.99 2.00 2.01 1.98
4 2.00 1.87 2.02 2.00 2.00 1.99
5 2.00 1.85 1.98 1.99 2.00 2.00
6 1.99 1.89 2.00 2.02 1.99 2.01
7 1.95 1.84 2.01 2.03 2.02 2.00
K'5.00 ppm
Réplica Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 5.1 4.8 5.04 5.04 5.04 4,99
2 5.02 4,79 497 5.04 5.02 5.00
3 5.11 4.83 5.01 5.02 5.00 5.01
4 5.12 4.82 4,96 5.04 4,99 5.01
5 5.03 4.83 5.03 5.03 5.02 5.01
6 5.09 4.86 5.04 5.01 5.00 5.02
7 5.09 4.88 5.02 5.01 5.01 5.00




Anexo a3.- Datos para analisis de Exactitud para estandar individual de calcio.
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Ca 1.00 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 0.96 0.92 1.05 1.00 0.98 0.99
2 0.96 0.95 1.05 1.00 0.99 0.98
3 0.95 0.93 1.05 1.01 0.99 0.99
4 0.97 0.92 1.06 1.01 1.01 0.99
5 0.97 0.93 1.08 1.00 1.00 1.00
6 0.96 0.90 1.05 0.99 1.00 1.02
7 0.94 0.90 1.09 1.02 1.02 1.00
Ca 2.00 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 1.96 1.95 2.05 2.03 2.02 2.00
2 1.95 1.92 2.03 2.03 2.03 2.01
3 1.95 1.98 2.06 2.03 2.02 1.99
4 1.92 1.92 2.03 2.04 2.00 1.98
5 1.95 1.92 2.04 2.02 2.01 2.01
6 1.97 1.95 2.04 2.02 2.00 2.01
7 1.92 1.95 2.06 2.02 2.05 2.00
Ca 5.00 ppm
Réplica Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 5.02 5.2. 4.98 4.98 5.05 4,99
2 5.01 5.2. 4.97 4.97 5.06 5.01
3 4.97 5.18 5.01 5.00 5.02 5.02
4 5.01 5.2. 4,96 5.00 5.01 4.98
5 5.06 5.22 4.94 5.01 5.02 5.02
6 4,99 5.23 4,99 5.02 5.03 5.00
7 5.02 5.21 4.97 4.96 5.01 4.97




Anexo a4.- Datos para analisis de Exactitud para estandar individual de magnesio.
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Mg 0.50 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 0.50 0.50 0.51 0.50 0.49 0.50
2 0.49 0.50 0.50 0.50 0.49 0.50
3 0.49 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
4 0.49 0.50 0.50 0.51 0.48 0.51
5 0.50 0.50 0.50 0.52 0.49 0.52
6 0.50 0.49 0.50 0.52 0.50 0.48
7 0.49 0.49 0.51 0.50 0.52 0.53
Mg 1.00 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 1.00 1.00 1.01 1.00 1.02 1.00
2 0.99 0.99 1.02 1.00 1.00 1.01
3 1.00 1.00 0.99 1.00 1.00 1.02
4 1.00 1.00 1.01 1.01 1.00 1.00
5 0.99 1.00 1.01 1.01 1.02 1.00
6 0.99 0.99 1.00 1.02 1.02 0.99
7 1.01 1.00 1.01 1.02 1.01 0.99
Mg 2.00 ppm
Réplica Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 1.98 1.99 2.01 1.97 1.99 1.98
2 1.98 1.99 2.01 1.98 2.01 1.99
3 2.02 1.97 2.01 1.96 2.00 2.01
4 2.01 1.98 2.02 1.97 2.00 2.00
5 1.95 1.98 2.01 1.98 2.02 2.00
6 1.98 2.00 2.00 2.00 2.01 1.99
7 1.96 2.01 2.01 2.00 2.03 2.02




ANEXO B.- Datos para analisis de Exactitud para un estandar mixto.
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Anexo bl.- Datos para andlisis de Exactitud para estdndar mixto (Na 500, K 25, Ca 25

y Mg 10 ppm).
Na 500 ppm
Réplica Semana | Semana Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 500 500 570 510 500 510
2 520 500 530 500 510 480
3 520 510 530 520 490 490
4 520 480 540 500 520 480
5 530 510 550 490 510 500
K25 ppm
Reéplica Semana Semana Semana Semana | Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 25.0 24.4 29.2 24.0 24.8 25.0
2 24.6 24.2 29.0 23.8 25.0 24.8
3 24.4 24.8 28.6 24.0 24.6 24.6
4 24.0 24.6 29.0 24.2 24.8 24.4
5 24.2 24.6 28.4 24.0 25.0 25.2
Ca 25 ppm
Réplica Semana | Semana Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 25.0 25.0 23.8 24.8 24.6 25.2
2 25.2 25.2 22.8 24.6 24.8 25.0
3 25.2 24.8 23.8 25.0 24.6 25.0
4 25.0 24.6 22.8 25.0 25.2 24.6
5 24.6 25.6 23.2 25.2 25.0 24.8
Mg 10 ppm
Reéplica Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 10.0 9.4 10.2 9.6 10.0 9.6
2 10.0 9.4 10.0 9.8 10.2 9.8
3 10.0 9.4 10.0 9.6 9.6 9.6
4 10.0 9.4 10.2 9.8 9.4 10.0
5 10.0 9.4 9.8 10.0 9.8 10.0
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Anexo b2.- Datos para analisis de Exactitud para estandar mixto (Na 1000, K 50, Ca 50

y Mg 25 ppm).
Na 1000 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 1090 980 1020 1000 1010 1010
2 1220 1000 1090 1010 1000 1010
3 1090 980 980 1020 1010 1010
4 1080 960 1020 1010 1000 1000
5 1060 970 1060 1000 1000 1010
K50 ppm
Réplica Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 47.6 50.2 52 49.8 50.2 50.2
2 48 50.2 51.8 49.6 50.4 50.2
3 50.2 49.8 51.2 50 50 50
4 50 50.4 52 50 50.8 50.6
5 49.8 50 52.6 49.6 50.6 50.4
49.12 50.12 51.92 49.8 50.4 50.28
Ca 50 ppm
Réplica Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 49.6 51 46.6 50.2 49.8 49.4
2 49.4 50.6 46.8 50.4 49.6 49.4
3 49.6 51.2 46.6 50.2 49.8 49.8
4 49.4 51.4 45.6 50.4 50.2 49.8
5 49 51.3 45.2 50.6 50.2 50.2
Mg 25 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
1 2 3 4 5 6
1 24.8 23.8 25.8 24 25.6 24.6
2 24.8 24 25.8 24.2 25.2 24.4
3 24.6 24.2 25.8 24.4 25.4 24.6
4 25 24.2 25.6 23.8 25.2 24.8
5 24.8 24 25.4 23.8 25.8 24.8
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Anexo b3.- Datos para analisis de Exactitud para estandar mixto (Na 2000, K 100, Ca

100 y Mg 50 ppm).
DATOS PARA ANALISIS DE EXACTITUD PARA ESTANDAR MIXTO
Na 2000 ppm
Réplica Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 2090 2060 2040 2010 2000 2000
2 2060 2030 2100 2030 2010 2080
3 2070 2030 2100 2040 2000 2060
4 2050 2060 2100 2060 1990 2030
5 2040 2090 2080 2010 2020 2030
K 100 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 102.8 104.2 114.6 100.4 100.4 100
2 102 105.6 111.2 100.8 100.4 100.2
3 102.2 104 112.4 100.4 100.4 100.6
4 103 103.6 110.6 100.8 100.2 100.8
5 103.6 106.4 1104 101 100 101.2
Ca 100 ppm
Réplica Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 98.6 102.8 93.8 102.8 102 100.6
2 98.8 102.2 93.6 102.6 101.6 99.8
3 100.2 102.8 91.8 101.6 101.2 99.8
4 98.8 102.4 91.2 101.8 101.6 100.4
5 99.8 101.6 91.2 101.2 100.6 100.6
Mg 50 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 48.4 48.8 50.6 49 50.2 51.2
2 49 48.6 51.8 48.8 50.4 50.2
3 48.8 47.8 51.8 49.4 50 50.4
4 48.2 48.4 51.6 48.6 50.2 50.2
5 48.6 48.6 51 49 50.2 50.4

Anexo b4.- Datos para andlisis de Exactitud para estandar mixto (Na 4000, K 200, Ca
200 y Mg 100 ppm).
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Na 4000 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 4100 4100 4980 4010 4000 4010
2 4130 4070 4980 4060 4030 4020
3 4120 4100 4950 4030 4060 4000
4 4050 4160 4980 4020 4040 4030
5 4090 4120 4950 4020 4030 4020
K 200 ppm
Réplica Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 205.2 207.4 212.4 201.6 200.2 200.6
2 204.2 205.2 207 201.2 200.4 200.8
3 204.4 207.4 213 200.6 200.6 200.6
4 202.8 205.8 212 201.4 201.2 200.6
5 204.8 209.2 208.2 201.2 200.2 200.6
Ca 200 ppm
Réplica Semana Semana | Semana | Semana | Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 204 203 183.2 203 200 200
2 204.6 202 183.6 202.2 199.8 200.6
3 204.4 203 183.6 202 199.6 201.2
4 205.2 202.4 183.6 201.8 200.2 201.4
5 204.6 205.2 183.2 201.6 200.6 200.4
Mg 100 ppm
Reéplica Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6
1 100.4 96.2 103.8 99.8 100.2 100.6
2 98.8 96.4 101.4 99.6 100.6 100.8
3 99.6 96 101.4 100.2 99.8 101.2
4 99.4 96.6 101.2 99.8 100.2 100.8
5 99.2 96.4 101.6 99.4 100 100.4

ANEXO C.- Datos para analisis de Repetibilidad para un estandar individual.
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Anexo cl.- Datos para analisis de Repetibilidad para estandar individual de sodio.

Na 0.50 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 0.52 0.50 0.50 0.51 0.50
2 0.50 0.49 0.51 0.50 0.51
3 0.50 0.50 0.50 0.49 0.50
4 0.50 0.49 0.49 0.52 0.50
Na 1.00 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 0.97 0.98 1.00 1.02 1.01
2 1.00 1.00 1.01 1.03 1.00
3 0.97 0.98 1.00 1.00 0.99
4 1.00 1.00 1.00 1.00 1.01
Na 2.00 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 1.90 1.97 1.99 1.99 2.00
2 1.90 1.98 1.98 2.02 2.01
3 1.92 1.99 2.00 1.98 1.99
4 1.90 1.99 2.01 2.00 2.01

Anexo c2.- Datos para analisis de Repetibilidad para estandar individual de potasio.
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K'1.00 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 0.98 1.02 1.01 1.02 1.00
2 1.01 1.00 1.01 1.02 1.00
3 1.01 0.99 1.02 1.01 1.01
4 1.00 0.99 1.00 1.00 0.99
K 2.00 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 2.00 2.02 1.99 1.99 1.99
2 2.00 2.00 1.99 1.98 2.01
3 2.00 1.99 2.02 2.01 1.99
4 1.99 1.98 1.98 2.02 2.01
K 5.00 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 5.02 5.01 5.02 5.00 4.99
2 5.03 5.03 5.01 4.99 5.00
3 5.09 5.02 5.00 5.01 5.01
4 5.09 4.97 5.00 5.02 5.02

Anexo c3.- Datos para analisis de Repetibilidad para estandar individual de calcio.
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Ca 1.00 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 0.96 1.05 1.00 0.98 0.99
2 0.97 1.05 1.00 0.99 0.98
3 0.97 1.05 1.01 1.00 1.00
4 0.96 1.05 1.02 1.02 1.02
Ca 2.00 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 1.96 2.03 2.03 2.02 2.00
2 1.97 2.03 2.02 2.03 2.01
3 2.00 2.04 2.02 2.00 1.99
4 2.00 2.04 2.00 2.00 1.98
Ca 5.00 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 5.01 4.98 4,98 5.02 4.99
2 5.01 4,97 4.97 5.01 5.01
3 4.99 5.01 5.00 5.03 4.98
4 4.97 4.97 5.01 5.01 4.97

Anexo c4.- Datos para analisis de Repetibilidad para estandar individual de magnesio.
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Mg 0.50 ppm
Réplica SEMANA'1 | SEMANA 2 | SEMANA 3 | SEMANA 4 | SEMANA 5
1 0.50 0.51 0.51 0.49 0.50
2 0.50 0.50 0.50 0.48 0.50
3 0.49 0.50 0.51 0.50 0.51
4 0.49 0.51 0.50 0.52 0.48
Mg 1.00 ppm
Réplica SEMANA'1 | SEMANA 2 | SEMANA 3 | SEMANA 4 | SEMANA 5
1 1.00 1.01 1.01 1.02 1.00
2 0.99 0.99 1.01 1.00 1.01
3 1.00 1.01 1.02 1.00 0.99
4 0.99 1.00 1.00 1.01 0.99
Mg 2.00 ppm
Réplica SEMANA 1 | SEMANA 2 | SEMANA 3 | SEMANA 4 | SEMANA 5
1 1.99 2.01 2.00 1.99 1.98
2 1.99 2.01 2.00 2.01 2.01
3 1.98 2.00 1.98 2.01 2.00
4 2.00 2.01 2.00 2.00 2.00

ANEXO D.- Datos para analisis de Repetibilidad para un estandar mixto.
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Anexo d1.- Datos para analisis de Repetibilidad para estdndar mixto (Na 500, K 25,
Ca 50y Mg 10 ppm.

Na 500 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 500 500 500 500 500
2 500 500 510 510 500
3 510 500 500 500 500
4 500 510 500 500 490
K 25 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 25 25 25 25 25
2 25 25 25 25 25
3 24.4 25 25 25 25
4 24.2 25 25 25 25
Ca 25 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 25 25 25 25 25
2 25 25 25 25 25
3 25 25 25 25 25
4 25 25 25 25 25
Mg 10 ppm
Semana Semana Semana Semana Semana
Réplica 1 2 3 4 5
1 10 10 10 10 10
2 10 10 10 10 10
3 10 10 10 10 10
4 10 10 10 10 10

ANEXO E.- Datos para calcular la Linealidad y el Limite de Deteccién



Anexo el.- Datos para calcular la Linealidad y el Limite de Deteccion para
Na, K, Ca y Mg a diferentes concentraciones.

Réplica [Std Na] ppm Al A2 A3
1 0.25 0.092 0.068 0.097
2 0.5 0.188 0.176 0.188
3 1 0.354 0.305 0.354
4 2 0.742 0.638 0.675
5 4 1.472 1.187 1.245
Réplica [Std K] ppm Al A2 A3
1 0.5 0.086 0.048 0.063
2 1 0.180 0.116 0.110
3 2 0.350 0.220 0.210
4 5 0.858 0.512 0.450
5 10 1.723 1.129 0.889
Réplica [Std Ca] ppm Al A2 A3
1 0.5 0.022 0.023 0.012
2 1 0.048 0.053 0.051
3 2 0.091 0.103 0.100
4 5 0.221 0.241 0.240
5) 10 0.445 0.445 0.512
Réplica [Std Mg] ppm Al A2 A3
1 0.25 0.107 0.138 0.121
2 0.5 0.230 0.286 0.230
3 1 0.410 0.539 0.420
4 2 0.870 0.900 0.700
5 4 1.725 1.777 1.520
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ANEXO F.- Datos para calcular la concentracion de los metales (ppm) a partir de
suero sanguineo humano.
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Anexo f1.- Datos para calcular la concentracion de Na en suero sanguineo humano.

Composito y Absorbancia | Factor de Dilucion Resultado
Réplicas para Na (ppm)
11 1.7 2000 3400
12 1.7 2000 3400
13 1.7 2000 3400
11 1.8 2000 3600
12 1.7 2000 3400
113 1.6 2000 3200
11 1.7 2000 3400
112 1.8 2000 3600
113 1.7 2000 3400
Promedio £ DE* 3422 £120

(*) = Desviacion Estandar.

Anexo f2.- Datos para calcular la concentracion de K en suero sanguineo humano.

Compositoy | Absorbancia Factor de Resultado
Réplicas para K Dilucion (ppm)
11 0.18 1000 180
12 0.17 1000 170
13 0.19 1000 190
11 0.17 1000 170
112 0.18 1000 180
113 0.17 1000 170
111 0.17 1000 170
112 0.17 1000 170
13 0.17 1000 170
Promedio + DE 175+ 7

(*) = Desviacién Estandar.

Anexo f3.- Datos para calcular la concentracion de Ca en suero sanguineo humano.

Composito y

| Absorbancia |

Factor de

Resultado
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Réplicas para Ca Dilucion (ppm)
11 0.12 1000 120
12 0.11 1000 110
13 0.10 1000 100
11 0.11 1000 110
12 0.09 1000 90
113 0.09 1000 90
i1 0.08 1000 80
12 0.08 1000 80
113 0.09 1000 90

Promedio + DE 9 +14

(*) = Desviacién Estandar.

Anexo f4.- Datos para calcular la concentracion de Mg en suero sanguineo humano.

Composito y Absorbancia Factor de Resultado
Réplicas para Mg dilucion (ppm)
11 0.02 1000 20
12 0.02 1000 20
13 0.02 1000 20
11 0.02 1000 20
12 0.02 1000 20
113 0.02 1000 20
i1 0.02 1000 20
12 0.02 1000 20
113 0.02 1000 20
Promedio + DE 20 +£0.0

(*) = Desviacién Estandar.

ANEXO G.- Datos para calcular la concentracion de los metales (ppm) a partir de un

estandar certificado de orina NIST 2670a.
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Anexo gl.- Datos para determinar la concentracion de Na en un estandar certificado de
orina NIST 26702

Factor de
Metal Réplica | Lectura Dilucion Resultado Recuperacion
(5:100 + 2:100) (ppm) %
Concentracién 1 0.93 1000 930 98.72
de Na: 2 0.93 1000 930 98.72
3 0.93 1000 930 98.72
942 + 20 ppm 4 0.91 1000 910 96.60
[922 - 962 ppm] 5 0.92 1000 920 97.66
X =924* X =98.08*

* Promedio

Anexo g2.- Datos para determinar la concentracion de K en un estandar certificado de
orina NIST 2670a.

Factor De
Metal Réplica Lectura Dilucion Resultado Recuperacion
(5:100 + 5:100) (Ppm) %
Concentracion 1 1.04 400 416 100.24
de K: 2 1.05 400 420 101.20
3 1.05 400 420 101.20
415 + 10 ppm 4 1.01 400 404 97.35
[405 - 425] 5 1.02 400 408 98.31
X =413.6* X =99.66*
* Promedio

Anexo g3.- Datos para determinar la concentracion de Ca en un estandar certificado de
orina NIST 2670a.
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Factor De
Metal Réplica Lectura Dilucion Resultado Recuperacion
(2:50) (Ppm) %
Concentracion 1 1.26 25 31.50 105.00
de Ca: 2 1.25 25 31.25 104.16
3 1.26 25 31.50 105.00
30+2 4 1.19 25 29.75 99.16
[28 - 32] 5 1.20 25 30.00 100.00
X =30.80* X =102.66*
* Promedio

Anexo g4.- Datos para determinar la concentracion de Mg en un estandar certificado de
orina NIST 2670a.

Factor De
Metal Réplica Lectura Dilucion Resultado Recuperacion
(2:50) (Ppm) %
Concentracion 1 0.86 25 21.50 101.41
de Mg: 2 0.84 25 21.00 99.05
3 0.86 25 21.50 101.41
21.2+0.2 4 0.79 25 19.75 93.16
[21.0—21.4] 5 0.80 25 20.00 94.34
X =20.75* X =97.87*
* Promedio

ANEXO H.- Datos para la calibracion del material volumétrico mediante gravimetria
y para calibracion de balanza analitica.
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Anexo hl.- Datos para la calibracion de micropipetas, pipetas y matraz volumétrico.

Micropipeta Pipetas Matraz
Automaética Volumétrica Volumétrico
Réplical [05mLeng [1.0mLeng [1.0mLeng |[20mLeng |5.0mLeng [100mLeng
1 0.4950 0.9850 0.9823 1.9476 4.9857 99.7473
2 0.4930 0.9841 0.9921 1.9681 5.0139 99.2629
3 0.4940 0.9856 0.9897 1.9489 4.9764 99.2968
4 0.4965 0.9859 1.0138 1.9754 4.9775 99.3649
5 0.4940 0.9896 0.9987 1.9462 4.9844 99.4772
6 0.4935 0.9882 1.0007 1.9368 5.0280 99.375
7 0.4915 0.9877 0.9939 1.9671 49771 99.4223
8 0.4930 0.9908 1.0072 1.9407 5.0548 99.5879
9 0.4954 0.9921 1.0002 1.9490 5.0064 99.7886
10 0.4938 0.991 1.0044 1.9613 5.0032 99.8975
Réplica2 |05mLeng |10mLeng |10mLeng |20mLeng | 50mLeng | 100mLeng
1 0.4952 0.9916 0.9996 1.9518 4.9814 99.7612
2 0.4953 0.9918 0.9994 1.9601 4.9902 99.8116
3 0.4953 0.9916 0.9997 1.9546 4.9921 99.8214
4 0.4952 0.9917 1.0004 1.9523 4.9919 99.812
5 0.4953 0.9918 1.0012 1.9524 4.9876 99.8201
6 0.4954 0.9916 0.9996 1.9518 4.9881 99.8176
7 0.4954 0.9917 0.9991 1.9521 4.9912 99.8215
8 0.4954 0.9918 1.0016 1.9533 4.9902 99.8168
9 0.4953 0.9920 1.0018 1.9538 4.9879 99.8221
10 0.4953 0.9918 1.0020 1.9602 4.9901 99.8214
Réplica3 [05mLeng |10mLeng|10mLeng|20mLeng | 50mLeng | 100mLeng
1 0.4954 0.9920 0.9991 1.9614 4.9914 99.8214
2 0.4958 0.9922 0.9996 1.9586 4.9923 99.831
3 0.4961 0.9919 0.9997 1.9591 4.9996 99.8256
4 0.4959 0.9921 1.0012 1.9612 4.9891 99.8276
5 0.4976 0.9919 1.0019 1.9609 4.9914 99.8301
6 0.4912 0.9914 1.0019 1.9582 4.9916 99.8266
7 0.4891 0.9922 0.9998 1.9595 4.9918 99.8314
8 0.4992 0.9922 0.9997 1.9601 4.9896 99.8296
9 0.4991 0.9923 1.0004 1.9623 4.9921 99.8301
10 0.4990 0.9919 1.0003 1.9613 4.9919 99.8279

Anexo h2.- Datos para calibracion de balanza analitica.

Balanza Analitica
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Réplica 1 0.2¢g 059 109 100 g
1 0.1997 0.499 0.9978 99.9724
2 0.1996 0.4987 0.9978 99.9723

\ Primera Semana

3 0.1995 0.4989 0.9979 99.972
4 0.1996 0.4989 0.9978 99.9721
5 0.1995 0.4989 0.9977 99.972
6 0.1996 0.4989 0.9975 99.9721
7 0.1996 0.499 0.9977 99.9723
8 0.1997 0.4989 0.9977 99.9721
9 0.196 0.4989 0.9976 99.9719
10 0.1996 0.499 0.9978 99.972

Réplica 2 0.2¢g 059 109 100 g
1 0.1998 0.499 0.9979 99.9726
2 0.1997 0.4991 0.9982 99.9726
3 0.1998 0.4992 0.9982 99.9725
4 0.1997 0.499 0.9983 99.9726
5 0.1997 0.4988 0.9981 99.9725
6 0.1998 0.499 0.998 99.9724
7 0.1996 0.4991 0.9981 99.9723
8 0.1997 0.4992 0.9982 99.9725
9 0.1998 0.499 0.9981 99.9725
10 0.1998 0.499 0.9981 99.9725

Réplica 3 029 05¢ 1.0¢ 100 g
1 0.1998 0.4991 0.9981 99.9728
2 0.1997 0.4993 0.9982 99.9731
3 0.1996 0.4992 0.9982 99.9728
4 0.1996 0.4993 0.9982 99.9731
5 0.1997 0.4992 0.9982 99.9732
6 0.1998 0.4993 0.9983 99.9731
7 0.1995 0.4992 0.9983 99.9731
8 0.1997 0.4991 0.9984 99.9733
9 0.1997 0.4991 0.9982 99.9734
10 0.1996 0.4991 0.9981 99.9733

ANEXO I.- Datos para estimar la repetibilidad en base al valor de los blancos.
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Metal Réplical | Réplical | Réplical | Replical | Réplical
Na 0.08 0.1 0.11 0.06 0.08
K 0.07 0.1 0.06 0.07 0.06
Ca 0.04 0.06 0.07 0.06 0.05
Mg 0.07 0.08 0.06 0.07 0.08
Cuarta Semana
Metal Replical | Réplical | Réplical | Réplical | Réplical
Na 0.06 0.02 0.08 0.06 0.06
K 0.08 0.14 0.08 0.07 0.08
Ca 0.05 0.04 0.07 0.07 0.07
Mg 0 0 0 0 0
Séptima Semana
Metal Réplical | Réplical | Réplical | Replical | Réplical
Na 0.07 0.09 0.07 0.08 0.09
K 0.08 0.07 0.08 0.07 0.07
Ca 0.02 0.01 0 0 0
Mg 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01
Décima Semana
Metal Replical | Réplical | Réplical | Réplical | Réplical
Na nd nd 0.02 0.01 nd
K nd nd nd 0.01 nd
Ca 0.03 0.04 0.02 0.03 0.02
Mg nd nd 0.03 0.03 nd
Décima Tercera Semana
Metal Réplical | Réplical | Réplical | Reéplical | Réplical
Na 0.04 0.07 0.08 0.04 0.06
K 0.03 0.06 0.09 0.03 0.04
Ca 0.07 0.08 0.06 0.05 0.05
Mg 0.06 0.07 0.03 0.02 0.03
Décima Sexta Semana
Metal Replical | Réplical | Réplical | Réplical | Réplical
Na 0.06 0.04 nd 0.03 0.04
K nd nd 0.03 0.01 0.02
Ca 0.06 0.04 0.06 0.05 0.03
Mg 0.03 0.02 0.03 0.04 0.03




