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RESUMEN

El presente trabajo describe la validacion del método para determinar cadmio (Cd) en cacao
(Theobroma cacao) mediante Espectrometria de Absorcion Atdémica con Horno de Grafito
(GFAAS), por medio de la lectura de muestras triplicas de distintas procedencias (costa, oriente y
cacao organico). Se verifico que las concentraciones son de 0.645, 0.504 y 0.392 mg/kg
respectivamente. Para la caracterizacion se optd por el cacao que contiene menor concentracion del
metal. Los valores obtenidos no superan el limite maximo residual sugerido por la Unién Europea.
Basandose en el protocolo de validacion de la Unién Europea y la guia AOAC 999.11. Durante tres
dias y dos analistas, se procede a la preparacion de las muestras, replicando seis veces los blancos y
las muestras fortificadas a: nivel bajo, medio y superior. Una vez caracterizado se procedio a
calcinar las muestras para posteriormente digestar y fortificar. Se utilizo como instrumento el
equipo de absorcion atémica Perkin Elmer 800, acoplado al horno de grafito. Para el analisis
estadistico se empled: ANOVA, fisher, homogeneidad de varianzas y calculos de incertidumbre.
Cumpliendo con los objetivos de validacion planteados en los siguientes requerimientos:
selectividad, linealidad-funcion respuesta, limites de deteccion y cuantificacién, precision
(repetibilidad y reproducibilidad) con el coeficiente de variacion <10%, exactitud (recuperacion)
que oscila entre 80 y 120% en todos los niveles. La incertidumbre obtenida es menor a 33% en el
nivel mas bajo con intervalo de confianza (K=2). Se concluye que el método es valido en todos los
parametros criticos antes mencionados. Se recomienda utilizar ldmparas con energia suficiente

(>50%) vy ajustes a las curvas de calibracién.

Palabras claves: < ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA CON HORNO DE
GRAFITO (GFAAS)>; <VALIDACION ANALITICA>; <METALES PESADOS>; <CADMIO
(Cd)>; <METODO ANALITICO>; <CACAO (Theobroma cacao)>.
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ABSTRACT

This research describes the validation of the method to determine cadmium (Cd) in cocoa
(Theobroma cacao) by Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry (GFAAS), using the
reading of triplicate samples from different sources (coast, east and organic cocoa). It was verified
that the concentrations are 0.645, 0.504 and 0.392 mg / kg respectively. For the characterization,
cocoa was used since it contains a lower concentration of metal. The values obtained do not exceed
the maximum residual limit suggested by the European Union. Based on the European Union
validation protocol and AOAC 999.11 guideline. For three days, two analysts prepared the samples,
replicating the blanks and the fortified samples six times at low, medium and higher levels. The
instrument used was the Perkin Elmer 800 atomic absorption equipment coupled to a graphite
furnace. For the statistical analysis, ANOVA, fisher, homogeneity of variances and uncertainty
calculations were used. The proposed validation objectives were met in the following requirements,
selectivity, linearity-response function, limits of detection and quantification, precision
(repeatability and reproducibility) with the coefficient of variation <10%, accuracy (recovery)
ranging between 80 and 120% at all levels. The uncertainty obtained is less than 33% at the lowest
level with confidence interval (K = 2). It is concluded that the method is valid in all the critical
parameters mentioned above. It is recommended to use lamps with sufficient energy (> 50%) and

adjustments to the calibration curves.
Keywords: <ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY WITH A GRAPHITE FURNACE

(GFAAS)>; <ANALYTICAL VALIDATION>; <HEAVY METALS>; <CADMIUM (Cd)>;
<ANALYTICAL METHOD>; <CACAO (Theobroma cacao)>.
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INTRODUCCION

La validacion de un método para la determinacion de metales pesados se realiza a través de estudios
en laboratorios dando caracteristicas y técnicas del método que se vaya a validar, cumpliendo con
todos los requerimientos necesarios previo al resultado analitico que se vaya a obtener (Eurolab Espaia
P.Py Colaboradores, 2016, p.10).

Los laboratorios a nivel mundial cuentan con acreditadores externos, en nuestro pais la entidad
reguladora se denomina SAE (servicio de acreditacion ecuatoriano) que es un ente encargado de
acreditar los procedimientos de cada uno de los laboratorios. Dichos procesos se basan en normas
INEN ISO IEC 17025, bajos criterios y guias recomendados por el SAE y sistemas de
normalizacidn internacional, donde se respalden la metodologia y resultados, asi como su calidad y
eficiencia. Por este motivo CHAVEZ SOLUTIONS AMBIENTALES Cia. Ltda. Requiere ampliar
sus servicios a la ciudadania con el desarrollo de diferentes analisis, en alimentos para el cual debe
realizar procesos de acreditacion para la determinacion de metales pesados en matrices de
alimentos. De esta manera puede establecer la metodologia, parametros de exactitud, incertidumbre,
linealidad, rangos de error, controles de calidad brindando un resultado que garantice la veracidad al
cliente (Sanmiguel Torres y Guerrero Carrera, 2017, p.1).

Para la acreditacion de dicho método se llevard a cabo la técnica de espectrometria de absorcion
atomica con horno de grafito (GFAAS), los datos se obtendran de matrices de alimentos (almendras
de cacao), para validar el procedimiento analitico que implica analisis de datos estadisticos
determinando limites de deteccidn, cuantificacion, precision, exactitud, incertidumbre e intervalos
de trabajo (Sanmiguel Torres y Guerrero Carrera, 2017, p.1).

A partir de enero de 2019 la normativa de la unidon europea otorga nuevos limites maximos
residuales para metales pesados como el Cadmio y Plomo de 1 y 3 mg/kg respectivamente presentes

en las almendras de Cacao y en algunos vegetales (Comision Europea, 2014, p.4).



Antecedentes

El excesivo consumo de productos alimenticios que contienen altas concentraciones de metales
pesados conduce a la acumulacién crénica de los mismos en érganos como el rifion y el higado,
interrumpiendo ciertos procesos bioquimicos, provocando enfermedades cardiovasculares,
nerviosas, renales y 0seas (Fiallos Morales, 2017, p. 3).

Bésicamente, los alimentos estan relacionados a la cadena tréfica y su contaminacion causa dafios a
la salud. El agua de riego es la principal causa de contaminacion, en estos se presencia: residuos de
fertilizantes, desechos industriales, mineros que son arrojados en las alcantarilladas. Los metales
arrastrados por el agua llegan a acumularse en el suelo y en las plantaciones. Las plantas absorben
todo tipo de minerales y nutrientes del suelo, en estos se encuentra trazas de metales pesados lo que
dificulta su degradacion y eliminacion en el procesado de los alimentos. El aire se contamina por la
emision de gases de los vehiculos o industrias (Hernandez et al., 2017, p. 2).

El laboratorio ambiental Chavez Solutions S.A., brinda diversos servicios de analisis ambientales
para una variedad de industrias y organizaciones particulares o privados. Entre los requisitos
técnicos establecidos en la norma ISO/IEC 17025 se encuentra la validacion de métodos. La
empresa para el analisis de los servicios que oferta, se encuentra debidamente acreditado segun la
NORMA ISO/IEC 17025:2017 otorgados por el SAE. Actualmente el laboratorio Chavez Solutions
se dedica al analisis fisico-quimico: de gases, aguas, suelos, calidad de aire y monitoreo de ruido de
esta manera deseando implementar el andlisis de alimentos de esta manera, trabajando en una
estructura organizacional ética y profesional empleando tecnologia de punta en cada servicio
cumpliendo con altos estandares de calidad salud y seguridad (CHAVEZ SOLUTIONS, 2020, parr. 1).



Planteamientos del problema:

A lo largo de los afios los productos alimenticios de consumo diario han presentado trazas de
metales, esto a consecuencia del uso de fertilizantes y el agua de riego ademas de ello se sigue
aumentando la concentracién de la misma con el proceso de industrializacion en donde se utilizan
enlatados.

Para contrarrestar este tipo de contaminaciones los investigadores han desarrollado una serie de
metodologias para la determinacion de metales. Cumpliendo parametros internacionales para que
cada uno de los laboratorios que deseen brindar servicios de analisis en alimentos de cualquier
indole se rijan a dichas normas o guias. El cacao ecuatoriano presenta trazas de metales pesados sin
embargo antes de ser consumido y exporta necesita cumplir con ciertos parametros. Para que el
cacao pueda ingresar al mercado europeo se debe regir al sistema europeo de control de inocuidad
alimentaria. El limite maximo residual de Cd en el cacao basado en el reglamento de la comision
del codex alimentarius no debe sobre pasar de 1 ppb.

Los laboratorios que ofertan analisis de alimentos tienen que poseer la acreditacion de los
procedimientos adecuados para brindar un resultado real al cliente. Todos los métodos analiticos
acreditados deben basarse en: protocolos, guias, normas y documentos que estén relacionados con
la validacion de métodos donde se precisen los diferentes parametros a cumplirse, brindando
resultados eficaces y veraces. Asi como también cada uno de los laboratorios debe poseer su propia
acreditacion interna guiada en procedimientos especificos elaborados dentro del laboratorio.
Cumpliendo con todos los requerimientos se alcanza la acreditacion externa regulada por el SAE en

nuestro pais (Eurolab Espafia P.P y Colaboradores, 2016, p. 8).

Formulacion del problema:

Chéavez Solutions ambiental no posee una metodologia mediante espectrometria de absorcion

atdmica con horno de grafito validado para la determinacion de metales pesados en alimentos.



Justificacion

Durante las Gltimas décadas se han reportado algunos impactos en la salud derivados del consumo
de alimentos que contienen metales pesados tales como plomo y cadmio. Esto ha generado
preocupacion en diversos grupos de investigadores en esencial a los alimentos de exportacion. El
reglamento alimentario de la union europea hasta el afio 2000 al cacao de fino aroma ecuatoriano
permitia un limite maximo residual de 0,8 mg/kg para el Cd. Pero a partir de enero de 2019 segun la
normativa europea (CODEX ALIMENTARIUS y reglamento general de alimentos), considera
limite de 1 mg/Kkg.

Los laboratorios de calidad que ofrecen servicios de analisis en diferentes areas como: agua, suelos
y aire se deben regir a ciertos parametros para ofertar mencionados estudios. La empresa Chavez
Solutions Ambientales Cia. Ltda. Desea implementar en sus servicios el analisis de alimentos por
consiguiente debe cumplir con certificaciones adecuadas bajo normas de estandarizaciones
apropiadas. Para ello se desea validar diferentes métodos de analisis en este caso para determinar la
cantidad de metal pesado (Cd) presente en el cacao, por tanto, se debe realizar una validacion del
método empleando el equipo de absorcion atomica de horno de grafito. Analizando los diferentes
parametros establecidos que se llevan a cabo en una validacion donde se abarca los limites de
deteccidn y cuantificacidn en lo que respecta a la precision y exactitud del método. Ademas, para
los criterios de aceptacion o rechazo relacionar los valores de exactitud e incertidumbre para su
respectiva acreditacion (Sanmiguel Torres y Guerrero Carrera, 2017, p. 2).

La importancia de validar la metodologia para determinar Cd presente en alimentos se vincula con
la generacion de ensayos en diferentes matrices que contengan aquellos metales de esta manera, se
puede verificar que las pruebas para la deteccion de Cd sean veraces, confirmando que el ensayo en

consideracion es confiable y eficiente.



Objetivos:

Objetivo general:

e Validar el método para la determinacion de metales pesados (Cd), mediante GFAAS en cacao
para el laboratorio CHAVEZ SOLUTIONS AMBIENTALES Cia. Ltda.

Objetivos especificos:

e Verificar la metodologia analitica empleando el equipo de absorcién atémica con horno de
grafito para la validacion de metales pesados (Cd) en alimentos.

e Comprobar si cumple normas nacionales e internacionales para el consumo — venta y
comercializacion de cacao.

e Cumplir con los objetivos de validacion planteados en el Laboratorio Chavez Solutions

mediante un informe para acreditar el método de analisis de metales en matrices de alimentos.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Validacién del método seguin la norma ISO/IEC 17025

Para que un laboratorio esté debidamente acreditado debe regirse en las normas ISO/IEC 17025
especificamente en el apartado de: “Requisitos generales para la competencia de Laboratorios de
ensayo y calibracion” que abarca el numeral 5.4.5 “Validacion de los métodos™ (1SO / IEC 17025 :
2005, 2005, p. 14).

Resumiendo, la validacién es aquel proceso que con lleva una serie de ensayos normalizados y
experimentales donde se puede obtiene datos como es: exactitud, precision, incertidumbre,
intervalos de trabajo, etc. Para el desarrollo de las validaciones se cuenta con guias, documentos,
trabajos donde estén detallados el procedimiento a realizarse, con el cumplimiento de todas las

normas finalmente el laboratorio es acreditado por el SAE (Robledo Vélez y Castafio Puerta, 2012, p. 28).

1.1.1.  Requisitos de validacién

Cuando se enfrenta un problema para el que se desea encontrar una solucion, los laboratorios tienen
que revisar dentro de sus métodos existentes si se halla un proceso adecuado para la solucion del
problema. Caso contrario se debe guiar en la elaboracion de una metodologia basa en guias ya
existentes, para lo cual se debe de continuar hasta tener un proceso que cumpla con exigencias

adecuadas como se detalla a continuacion en la figura: (Robledo Vélez y Castafio Puerta, 2012, p. 30-31).
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Figura 1-1: Proceso de validacion de un método.
Fuente: (Robledo, Vélez, y otros, 2012).

1.1.2 Parametros de validacion

Como en cualquier tipo de andlisis la validacién debe cumplir con una serie de pardmetros los que

se detallan a continuacion:

1.1.2.1. Especificidad (selectividad)

En esto se refiere a la seleccion del analito donde se mide la capacidad del método para
identificar/cuantificar los analitos. En presencia de otras sustancias, endogenas 0 exdgenas, en una
muestra de la matriz en las condiciones exigidas por el método, se determina afiadiendo materiales
gue podrian encontrarse en la muestra (Utreras Pefiafiel y Tapia Calvopifia, 2021, p. 65).

La especificidad depende de la concentracion y debe determinarse el margen de error de calibracién

en su nivel mas bajo.



La especificidad / selectividad es donde el método tenga la capacidad de medir solo el analito de

interés (Eurolab Espafia P.P y Colaboradores, 2016, p. 19).
1.1.2.2. Funcion de respuesta (linealidad/sensibilidad)
a) Linealidad:

A la funcién de respuesta instrumental se conoce con la ecuacion de la recta de calibracion [L=f
(P)]. Para este tipo el investigador tiene que realizar varias muestras donde la Gnica informacién que
se tiene es la de la concentracion del analito, mediante la interpolacion de las gréficas de calibracion

se obtendra la concentracion de una muestra X (Reisancho Reisancho, 2009, p.4).
b) Sensibilidad:

La sensibilidad analitica es la variacion de la respuesta del instrumento que corresponde a una
variacion de la magnitud medida (Eurolab Espafia P.P y Colaboradores, 2016, p.15).
Para el intervalo lineal de un método, la sensibilidad corresponde a la pendiente de la recta de

calibracion y es un pardmetro objeto de seguimiento cuando se efectian calibraciones habituales
(Reisancho Reisancho, 2009, p.5).

Ecuacion para calcular la pendiente:

X =X)x(Yi-Y)
b_z (Xi — X)?

Donde:

Xi= concentracion ug/L
Yi= Absorbancia

Y= Absorbancia promedio

X= concentracion promedio ug/L

Ecuacion para calcular Intercepto:
N : N :




Ecuacién para calcular coeficiente de determinacion:
YXi—X)(Yi-Y)

S - X S(Yi-T)?

2

Ecuacién para calcular error tipo de estimacién de y:

YMYi—-Y)?
Syx = / N —2

Ecuacion para calcular error tipo de estimacion de X (Sxy):

S

Ecuacion para calcular desviacion estandar de la pendiente (Sb):

Syx

JEXi—X)?

Sb=

Ecuacion para calcular desviacion estdndar del intercepto (Sa):

¢ = Syx XrXi?
“ VR =)

Ecuacion para calcular intervalo de confianza para pendiente (b Miny Max):
byin =b —t xSy
bMéx =b +t* Sb

Ecuacion para calcular intervalo para intercepto (a Min y Max):
amin =b —t*S,
Apax = b+t * S,
(Sanmiguel Torres y Guerrero Carrera, 2017, p. 36-37).

1.1.2.3. Limite de cuantificacion y deteccion

a) Limite de deteccion (LDD): Es la concentracién minima de un analito que se puede detectar

confiablemente cuando se aplica un método para el analisis de una muestra. Para el limite de
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deteccion del método se basa en las muestras analizadas que se calcula multiplicando la
desviacion estdndar por un factor de 3. El limite de deteccion es un parametro sensible
pudiendo ser afectado por cambios menores del sistema analitico como por ejemplo la
temperatura, pureza de reactivos, o que el equipo no esté debidamente calibrado (Alvarez Castillo y
Coral Carrillo, 2017, p. 18.).

Segun la AOAC (Methods of Analysus of the Association) lo define como aquel valor medido con

certeza estadistica razonable, de acuerdo a la ISO lo determina como aquella cuantia minima

detectable, y finalmente la IUPAC lo cataloga como un valor certero minimo detectable (Utreras

Pefiafiel y Tapia Calvopifia, 2021, p. 66).

b) Limite de cuantificacion (LC): EIl limite de cuantificacion es aquella cantidad mas pequefia del
analito en una muestra, que puede ser cuantitativamente determinada con un nivel de exactitud
y precision aceptable de repetitividad y veracidad, también se define por diversas convenciones
como la concentracién de analito correspondiente al valor del blanco de muestra mas 5,6 o 10
desviaciones estandar en la media del blanco, en algunos casos también se le conoce como

limite de determinacion (Alvarez Castillo y Coral Carrillo, 2017, p. 19).

A partir de resultados de m réplicas
de medida durante la wvalidacion
calcular la desviacion estandar, Sp

¢Los resultados se
corregiran por el

blanco durante el

uso de rutina del

meétodo?

SI

NO
v
———
' So 1 1
So = = Sg =Sg [—+—
Vn 0 Oyn np

Usar la desviacion estandar calculada, )‘
Sg. para calcular el LOD y LOQ I

Figura 2-1: Célculo de la desviacion estandar, usada en la estimacion de LOD y LOQ.
Fuente: (Eurolab Espafia P.P y Colaboradores, 2016).

Donde:

S, Desviacion estandar estimada de m resultados individuales en o cerca de concentracién cero.
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S, Desviacion estandar para el célculo de limite de deteccion y cuantificacion.
n Numero de réplicas de observacion promediadas, donde cada réplica es obtenida siguiendo
enteramente el procedimiento de medicion.

n;, Numero de observaciones de blanco promediadas calculado de la correccion del blanco (Eurolab
Espafa P.P y Colaboradores, 2016, p. 23).

1.1.2.4. Repetitividad

La repeticion es principal para alcanzar apreciaciones fiables de caracteristicas de desempefio del
método, como es la precision y el sesgo. La precision: es aquella medida que sirve para relacionar
los resultados entre si, se precisa un numero minimo de 6 réplicas. Para el sesgo se lo determina

comparando las medias de los resultados (Eurolab Espafia P.P y Colaboradores, 2016, p. 35).

1.1.2.5. Intervalo de trabajo

Es necesario determinar el intervalo de concentraciones de analito dentro del cual se puede emplear
el analito; esto se refiere al intervalo de concentraciones de las disoluciones efectivamente medidas
y no a las muestras originales. En el extremo inferior del intervalo de concentraciones el factor
limitante es el valor del limite de deteccion y/o cuantificacion; en el extremo superior el alcance

depende de la respuesta del instrumento o de condiciones analiticas establecidas como Optimas
(Eurolab Espafia P.P y Colaboradores, 2016, p.27).
El intervalo lineal es la parte de la funcion de calibracion en la que la sefial obtenida del analito

responde linealmente a la concentracion, Se verifica mediante la obtencion de un coeficiente de
correlacién mayor o igual a 0,995 (Eurolab Espafia P.P y Colaboradores, 2016, p.27).

En la validacion del método se evalta el intervalo de trabajo del instrumento y del método. El
intervalo de trabajo del método esta ligada a la concentracion de la muestra analizada. Mientras que
para el intervalo del instrumento se basa en la medicién de una muestra analizada y ensayada

previamente (Araujo, Tapia y Villamarin Ortiz, 2020, p. 22).

1.1.2.6. Robustez

Es una medida de su capacidad para permanecer no afectada por pequefias variaciones premeditadas
de los parametros del método. La robustez proporciona una indicacion de la fiabilidad del método
durante su uso normal (Araujo, Tapia y Villamarin Ortiz, 2020, p. 23).
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Este parametro se aplica en el desarrollo del procedimiento, en el cual se realiza variaciones
deliberadas al método y se cuantifica su efecto mediante el rendimiento. Las pruebas de robustez se

realizan generalmente para investigar su efecto sobre la exactitud y precision del método (Reisancho
Reisancho, 2009, p. 5).

1.1.2.7. Incertidumbre

La incertidumbre en procesos de validacion es aquel parametro que permite determinar la
dispersién de valores atribuidos, se puede determinar de manera cualitativa o cuantitativa. Es aquel

resultado que nos indica que tan alejado o cercano es a la veracidad de la respuesta (Robledo Vélez y
Castario Puerta, 2012, p. 33).

a) Incertidumbre tipica:

Es aquel resultado producto de la medicidn, para la cual se debe de establecer parametros, causas u
origenes de perplejidad posibles que afecten a Xi. Ademas, se debe de conocer los origenes de
perplejidad agrupandolos en dos subcategorias, para de esta manera estimar su valor numérico.

Tipo A: en este tipo es donde se realiza un estudio estadistico y se determina la desviacion maxima
de repetibilidad y reproducibilidad.

Tipo B: en estos se encuentran las resoluciones de incertidumbre de los equipos usados ya sea

materiales de vidrio o materiales de referencia debidamente certificados.

b) Incertidumbre acumulada:

En este tipo de incertidumbre se realiza mediante un calculo numérico donde es la raiz cuadrada de

la suma de las incertidumbres tipicas de tipo Ay B.

Uacumulada = \/ incertidumbre tipica tipo A + incertidumbre tipica tipo B

c) Incertidumbre expandida:

Es aquel calculo matematico que nos da como resultado un intervalo alrededor del resultado de la
medicion, en base al factor de cobertura.

Uexpandida = Uacumulada * k
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d) Factor de cobertura (k):

Es aquel nimero que se puede considerar como un intervalo de confianza usada para calcular la
incertidumbre expandida el cual es el producto de la incertidumbre acumulada por el factor de

cobertura.

1.1.2.8. Recuperabilidad

Este es un parametro donde se examina la capacidad del método donde se conoce la obtencion del
analito, el cual debe ser mas proximo a la real.

Valor obtenido x 100
valor tedrico

%Recuperabilidad =

1.1.2.9. Exactitud

Es una expresion de la proximidad de la media de un nimero infinito de resultados a un valor de

referencia. Puesto que no es posible realizar un nimero infinito de mediciones, no se puede medir la

veracidad. Sin embargo, podemos realizar una evaluacion practica de la veracidad. Por lo general,

esta evaluacidn se expresa cuantitativamente en términos de 'sesgo’ (Eurolab Espafia P.P y Colaboradores,

2016, p. 38).

a) Veracidad: es aquel donde se basa en la comparacién de la media de los resultados de un
método con relacidn a valores de referencia, esto se puede verificar mediante dos metodologias
ya sea esta con un material de referencia o con un método previamente ya validado y
caracterizado.

b) Materiales certificados de referencia: es aquel material referencial que por lo general posee un
certificado de matriz natural, estos tipos de materiales pueden ser de distintas indoles ya sea

preparado internamente 0 muestras tipicas que contengan el analito (Araujo, Tapia y Villamarin Ortiz,
2020, p. 26).

1.1.2.10. Trazabilidad

Es aquel parametro donde se puede verificar las comparaciones diversas asemejandose en la

veracidad del resultado, en este se comprueba la ausencia del sesgo o el error sistematico (Reisancho
Reisancho, 2009, p. 37).
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1.1.2.11. Herramientas de validacién

En lo que respecta a las herramientas de validacion se hace referencia las siguientes:
® Blanco.
® Materiales de referencia certificados.

® Muestras.

1.1.3 Controles de calidad

1.1.3.1. Control de calidad externo

Se refiere a controles de calidad realizados mediante comparaciones con resultados obtenidos de la

misma muestra enviados a analizar en otro laboratorio.

1.1.3.2. Control de calidad interno

Se refiere a controles donde se realiza dentro del mismo laboratorio con blancos, patrones
calibrados, guias especificas, patrones adicionales para determinar la veracidad y similitud de los

resultados en las diversas muestras.

1.2. Cacao

El cacao proviene de la familia de las esterculidceas su nombre cientifico es Theobroma cacao, al
grano y a las semillas se le conoce como cacao, este es un producto de gran importancia a nivel
econdmico de los paises exportadores del cacao. Este producto se encuentra en casi toda América
del Sur y en México. Los paises que exportan a nivel mundial son Bolivia, Colombia, Costa Rica,
Ecuador, Perti y México abarcando entre un 70% y 100% segln los datos obtenidos de la ICCO
(Organizacidn internacional del cacao), debido a que en estos paises se encuentra gran variedad
genética de dicho producto (ANECACAO, 2015, parr. 4).

El Ecuador se ha posicionado como un pais de excelencia en la exportacién del cacao fino de aroma
su produccion abarca cerca de 200,00 toneladas por afio. En esta producciéon se encuentran

inmiscuidos alrededores de 100 mil familias de pequefios productores el cual representa un 99% del
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total de la cadena de provision, sin embargo, de estos un 80% utiliza productos agroquimicos en la

produccidn del cacao y el restante se agrupan en asociaciones.

Actualmente, el Ecuador abastece més de la mitad del volumen de cacao fino o de aroma transado

en el mercado mundial, a partir de la cosecha de huertas tradicionales y modernas de cacao del tipo

Nacional. Se siembran 365 mil hectareas, en su mayoria en manos de pequefios productores. El

principal mercado de acogida de cacao ecuatoriano es el europeo, para esto se debe de regir a

ciertos parametros que exige la unidn europea a partir de enero de 2019 (CEFA, 2015, parr. 6-7).

El limite maximo residual en las almendras de cacao es de 1 mg/kg sin embargo, para sus derivados

se considera los siguientes parametros:

e Chocolate con leche con un contenido de materia seca total de cacao < 30% debe contener un
limite maximo residual de 0.10 mg/kg

e Chocolate con un contenido de materia seca total de cacao < 50% debe contener un limite
maximo residual de 0.30 mg/kg

e Chocolate con leche con un contenido de materia seca total de cacao > 30% debe contener un
limite maximo residual de 0.30 mg/kg

e Chocolate con un contenido de materia seca total de cacao >30% debe contener un limite
maximo residual de 0.80 mg/kg

e Cacao en polvo (vendido al consumidor) debe contener un limite maximo residual de 0.65
mg/Kg (Comision Europea, 2014, p. 4).

El suministro de cacao contribuye al desarrollo del mercado internacional de los cacaos fino o de

aroma. Ademas, es un rubro importante de ingresos para el pais. En la resolucion de la organizacion

internacional de cacao (ICCO), ratifica al Ecuador como un pais productor de cacao fino y de aroma

en un 75%, siendo esto una victoria en esencial para los productores, asociaciones de cacao fino y

de aroma. Aproximadamente se siembran 365 mil hectareas de cacao que en su gran mayoria

pertenece a pequefios productores (CEFA, 2015, parr. 8).
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Figura 3-1: Cacao
Fuente: (Ciudadano, 2015)

L2141 Tipos de cacao

1.2.1.1. Fino aroma o criollo

La produccion anual del pais es de 160.000 toneladas de cacao fino. Con esto se cubre el 70% de la
oferta mundial del grano “criollo”. Este tipo de cacao es utilizado en todos los chocolates refinados.

La principal caracteristica de este tipo de cacao es su coloracion amarilla, ademas de ello tiene un
sabor Unico y aroma inigualable lo que hace que sea apetecido a nivel mundial en elaboracién de
derivados de cacao de tipo gourmet (GoRaymi, 2020, pérr. 1-3).

Sin embargo, lo que muchos no saben es que el chocolate fino se distingue por su pureza,

especificamente, el sabor y fragancia que el cacao tiene (ANECACAO, 2015, pérr. 3).

1.2.1.2. Cacao CCN-51

Este tipo de cacao se le denomina también Coleccion Castro Naranjal, su principal caracteristica es
que el grano posee un color rojo, estos granos son de gran utilidad en la extraccion de

semielaborados tal como el ingrediente esencial en la elaboracion en gran cantidad del chocolate
(GoRaymi, 2020, parr. 7).
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1.2.2 Usos del cacao

Este producto es recomendado por su aporte energético al organismo, ya que estos contienen
vitaminas esenciales como la A, B, calcio, minerales, antioxidantes ya que contiene gran cantidad

de flavonoides y sobre todo un alto contenido de grasas necesarios para el organismo.

1.2.2.1. Alimentacion

Usado principalmente en la fabricacion de derivados como son los chocolates, mix en frutas,

bebidas, fermentados, rellenos en golosinas.

1.2.2.2. Medicina

De acuerdo a investigaciones cientificas se ha encontrado al cacao como un potencial para aliviar el

cansancio, curar, ayudar a los problemas intestinales, renales e inclusive la fiebre.

1.3. Metales Pesados

La mayoria de los elementos que se encuentran en la corteza terrestre son metales. Se denomina
metales pesados por que la densidad de estos elementos es elevada, lo que dificulta su degradacion
concentrandose en los componentes de la cadena tréfica. En la actualidad se conoce como metales
toXicos (Hernéndez et al., 2017, p. 2).

Dependiendo de la concentracion en que se encuentren representan cierta toxicidad para el ser
humano, siendo especialmente toxicos sus iones y compuestos. Se consideran en esta categoria los
siguientes elementos quimicos: Arsénico (As), Cadmio (Cd), Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre
(Cu), Mercurio (Hg), Niquel (Ni), Plomo (Pb), Estafio (Sn) y Zinc (Zn) (Hernandez et al., 2017, p.2).

El contenido de metales toxicos en los alimentos va a depender de las condiciones del medio
ambiente, los métodos de produccion y el lugar de origen del alimento. Por lo general, los metales
toxicos que encontramos a menudo en los alimentos son: el plomo, cadmio, mercurio, arsénico. A la
cadena alimentaria la via de ingreso es mediante la absorcién de nutrientes a través de las raices de

las plantas. En los nutrientes que contiene el suelo y el agua se encuentra inmiscuidos los metales
(Hernandez et al., 2017, p. 3).
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1.3.1. Cadmio

El cadmio es un metal pesado considerado como uno de los elementos méas toxicos, junto con el
mercurio y el plomo. Se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza asociado a distintos
minerales.

Se han determinado altas concentraciones de cadmio en mariscos, productos de casqueria como el
higado y el rifién, en semillas oleaginosas, granos de cacao y en ciertas setas. Cereales como el
arroz y el trigo, vegetales de hoja verde, patatas y hortalizas de raiz como la zanahoria contienen las
concentraciones mas altas de cadmio, y se estima que mas de 80% de la ingesta del metal procede
de este tipo de alimentos. Segun una recopilacion de datos a nivel internacional realizada por Jarup

y Akesson (2009) la ingesta de cadmio con los alimentos varia entre 8 y 25 pg por dia (Sanchez
Barron, 2016, p. 1).

1.3.1.1. Efectos del cadmio en la salud

El cadmio es un metal pesado por el cual en el organismo causa dafios severos en el sistema
inmune, sistema nervioso central, falencias en la reproduccion, desérdenes psicolégicos inclusive
provocando dafios en el ADN y la mayoria de las veces se refleja en el desarrollo del cancer. Los
efectos leves de cadmio en el organismo pueden presentarse mediante sintomas de diarrea, dolor
abdominal, vémitos y nauseas severas. Este tipo de metal presenta un riesgo para la salud de
caracter crénico, donde la principal afeccion es a los huesos, rifiones ademas de ello ataca

facilmente a las personas que poseen bajos niveles de hierro (Pérez Garciay Azcona Cruz, 2012, p. 200).

1.4, Espectrometria de absorcion atomica

Entre los métodos espectrométricos para andlisis de identificacion y cuantificacién de elementos
presentes en diversas muestras se encuentra la: espectrometria atomica que es un método donde
convierte los elementos presentes de una muestra en &tomos o iones elementales en estado gaseosos
mediante un proceso llamado atomizacion.

Los métodos mas usados para la atomizacion son: absorcion atémica con llama (FAAS) y absorcién
atomica en horno de grafito (GFAAS).

El método de GFAAS es aquel que permite detectar limites de partes por billon (ppb), esta técnica

se basa en absorber la luz por parte de un elemento en estado atémico. La longitud de onda a la cual
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tiene que ser absorbida la luz se especifica en cada elemento. La cantidad de radiacion absorbida

tiene que ser proporcional a la cantidad del a&tomo presente del elemento (Skoog, Holler y Crouch, 2008).

Dicha técnica se fundamenta en 2 procesos:

Atomizacion de la muestra;

Absorcion de radiacion proveniente de una fuente por los &tomos libres.

Para analizar una muestra se debe tomar en cuenta los siguientes pasos:

Secado: una vez que la muestra ha sido inyectada en el tubo de grafito, se calienta a una
temperatura inferior al punto de ebullicion del solvente (usualmente entre 80 a 180 °C). El
objetivo de esta etapa es la evaporacion del solvente. La muestra inyectada (2-20 pL) en el
horno de grafito. Aqui se evaporan el solvente y los componentes volatiles de la matriz.
Calcinado. El préximo paso del programa es el calcinado por incremento de la temperatura,
para remover la mayor cantidad de material (materia organica) de la muestra como sea posible,
sin pérdida del analito. La temperatura de calcinacion usada varia tipicamente en el rango de
350 a 1600 °C. Durante el calcinado, el material solido es descompuesto mientras que los
materiales refractarios permanecen inalterados.

Atomizacion. En esta etapa, el horno es calentado rapidamente a altas temperaturas (1800-2800
°C) para vaporizar los residuos del paso de calcinado. Este proceso lleva a la creacion de
atomos libres en el camino oOptico. En este paso se mide la absorbancia. La temperatura de

atomizacion depende de la volatilidad del elemento.

(«Determinacién de Metales por absorcién atémica - Horno de Grafito» 2016, p. 1).

Para la limpieza del horno se debe de someter a una temperatura superior a la de atomizacion.

Cuanto mejor sea la separacion de los elementos que acomparian analito, mejor sera la atomizacion

y la determinacidn estara mas libre de interferencias (Beaty y Kerber, 2003, p. 20).

En el método de absorcidon atébmica con horno de grafito se usa como combustible el argén, las

muestras se preparan a partir de una muestra estandar gque viene en 1000 ppb, las muestras

preparadas tienen que ser de diferentes concentraciones para realizar las curvas de calibracién.

El software que cominmente se usa es el WINLAB 32.
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1.5. Base legal (si aplica)

La Norma ISO/IEC 17025: 2017 establece los requisitos generales relativos a la competencia
técnica de los laboratorios de ensayo y calibracién que el SAE utiliza como criterios para la
acreditacion (CHAVEZ SOLUTIONS, 2020, parr. 1).

Los parametros de desempefio en el proceso de validacion se lo realizan usando equipos dentro de
especificaciones adecuadas, es decir que estén trabajando correctamente y las respectivas
calibraciones certificadas. De igual manera el operador que realiza la validacion debe ser
técnicamente competente y tener experiencia en ese campo para poder tomar decisiones adecuadas

a medida que avanza el estudio (CHAVEZ SOLUTIONS, 2020, parr. 3).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO
2.1. Hipotesis y variables
a) Hipotesis general

El método empleado en la determinacion de niveles de Cd en el cacao cumple todos los parametros

de validacion sujetos a normas estandarizadas.

b) Hipotesis especificas

El equipo de horno de grafito serviré para la validacion de Cd en cacao.

La metodologia desarrollada en base a la guia AOACC 999.11 seréa factible para determinar Cd en

cacao.
2.2. Identificacion de variables
a) Variable dependiente:

Cuantificacion de niveles de Cd en almendras de cacao.

b) Variable independiente:

Longitud de onda.
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2.2.1

Operacionalizacion de variables

“VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINAR Cd MEDIANTE GFAAS EN CACAO (THEOBROMA CACAO)”

Variable dependiente: cuantificacion de niveles de Cd en almendras de cacao

CONCEPTUALIZACION SUBCATEGORIA CATEGORIA INDICADORES METODOS Y
TECNICAS
Cantidad de niveles de Cd @ Validacion del método Método de Concentracion de Cd Lecturas de absorcion de

presentes en el cacao. analitico. espectrometria de en el cacao. niveles de Cd en el cacao.

absorcion atémica

con horno de grafito.

VARIABLE INDEPENDIENTE: Longitud de onda.

CONCEPTUALIZACION CATEGORIA INDICADORES METODOS Y TECNICAS

Es la distancia entre dos puntos = Longitud de Curvas de calibracion Lampara de catodo hueco de Cd

onda

consecutivos de una onda. determinada para =Parametros de validacion:

determinar Cd en cacao. Datos de exactitud
Rangos de error
Limites de deteccién vy

cuantificacion.
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2.2.2.  Matriz de consistencia
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES
Problema general: Obijetivo general: Hipotesis Variable
Chavez Solutions ambiental no | ¢ Validar el método para la|El método empleado en la | dependiente:

posee una metodologia
mediante espectrometria de

absorciéon atémica con horno

determinacién de metales pesados (Cd),
mediante GFAAS en cacao para el
laboratorio CHAVEZ SOLUTIONS

determinacion de niveles de Cd en

el cacao cumple todos los

pardmetros de validacion sujetos a

Cuantificacion
de niveles de Cd

en almendras de

de grafito validado para la AMBIENTALES Cia. Ltda. normas estandarizadas. cacao.
determinaciéon de  metales
pesados en alimentos.

Objetivos especificos Hipétesis especificas Variable

Verificar la  metodologia  analitica
empleando el equipo de absorcién atomica
con horno de grafito para la validacion de
metales pesados (Cd) en alimentos.
Comprobar si cumple normas nacionales e
internacionales para el consumo — venta y
comercializacion de cacao.

Cumplir con los objetivos de validacién
planteados en el Laboratorio Chavez

Solutions mediante un informe para
acreditar el método de analisis de metales

en matrices de alimentos.

El equipo de horno de grafito
servira para la validacion de Cd en
cacao.

La metodologia desarrollada en
base a la guia AOACC 999.11 sera
factible para determinar Cd en

cacao.

independiente:
Longitud de

onda.
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2.3. Tipo y disefio de investigacion.

231 Tipo de investigacion

Para la validacion de métodos el tipo de investigacion que se ha utilizado es tedrica — experimental.
La parte tedrica desarrollandose a través de investigaciones bibliograficas de métodos, guias,
normativas oficiales en especial las normativas europeas, publicaciones, temas afines encontrados
en libros, paginas web y procedimientos de validacion.

La parte experimental se realizd en el &rea instrumental del Laboratorio Chavez Solutions con los
equipos, materiales y reactivos que posee el mismo. Obteniendo datos de cuantificacion de Cadmio
en cacao a diferentes niveles, para validar el método de espectrometria de absorcion atémica electro
térmico (Horno de grafito) en el analisis de Cadmio en cacao. El procedimiento de validacion de los
metales se baso en el instructivo guia de laboratorio para la Validacion de Métodos PEES2.

En el procedimiento experimental se realizard 3 curvas de calibracion por cada dia, determinando
las concentraciones reales a diferentes niveles, estandares y fortificados de las muestras.

Finalmente se registrara los resultados obtenidos de acuerdo a cada nivel el registro de los
resultados para cada grupo de ensayos de acuerdo al protocolo del laboratorio para determinacion

de metales pesados en alimentos.

® Segun el tipo de inferencia la investigacion corresponde a una investigacion de tipo hipotética

deductiva ya que se obtendra las conclusiones a partir de los datos obtenidos.

® Segun la profundizacién del objeto de estudio la investigacion corresponde a una investigacion
tedrica - aplicada ya que se validara el método para determinar Cd en cacao basados en guias u

otras referencias bibliograficas.

® Segun el periodo temporal corresponda a una investigacion de corte transversal debido a que

esta relacionado a un tiempo determinado para la validacion del método.

® Segun la manipulacion de variables corresponde a una investigacién experimental debido a que
se tiene control sobre las variables que ayuden a determinar los limites de cuantificacion y

deteccion.

® Segun la condicion de estudio corresponde a una investigacion de laboratorio, puesto que los
analisis se los realizard en el laboratorio.
Segun el método de investigacion corresponde a una investigacion mixta ya que la validacion de

métodos abarca andlisis cuantitativos y cualitativos.

24



232 Disefio de la investigacion

233 Disefio experimental

El disefio de investigacion que se va a emplear es de tipo experimental, desarrollandose en el
laboratorio CHAVEZ SOLUTIONS AMBIENTALES Cia. Ltda. Usando equipos, materiales,
reactivos adquiridos en la empresa. El disefio experimental empleado en la investigacion se puede

resumir de la siguiente manera:

Tabla 1-2: Esquema de disefio experimental
Esquema general del disefio experimental utilizado en la VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINAR
Cd MEDIANTE GFAAS EN CACAO (THEOBROMA CACAO)

Disefio experimental

"Muestras" o elementos de las que se | Estandares de Calibracién de CADMIO PQ-A-09, a partir del cual se
dispone  para la  validacién y | prepara un patrén de trabajo de 100 ug/L

Determinacion de la exactitud del método | Preparacion de estandares de 1 ug/L, 2 ug/L, 4 ug/L, 6 ug/L, 8 ug/L y
(% de recuperacion) 10 ug/La partir del patrén de trabajo.

Para verificacion de curva en:

Punto bajo 1,5 mg/L, criterio de aceptacién 100£15.

Punto alto 9 mg/L, criterio de aceptacion 100+10.

Para determinacion de la exactitud se utilizan Materiales de
Referencia y adicion de patron en matriz de Cacao.

Se procedera a leer 3 veces por cada dia la curva de calibracion

Submuestras (Unidades que se procesan | Patrones de trabajo, preparadas cada dia en condiciones de repetibilidad,
por dia) lo que supone un total:

6 blancos reactivos

6 muestras de trabajo nivel bajo con adicion de patron

6 muestras de trabajo nivel medio con adicidn de patron

6 muestras de trabajo nivel alto con adicion de patron

2 materiales de Referencia

Procesamiento Repeticion de analisis cada dia (en condiciones de repetibilidad) que
Repetibilidad/ Reproducibilidad seguirdn el método completo.
Reproducir el trabajo por 3 dias en cada matriz.

Lectura Lectura de Absorbancias en espectrofotémetro Horno de grafito
HGA 800 Perkin Elmer

Funcion de respuesta (Linealidad) Obtenida cada dia por regresion lineal con las parejas de X valores
asignados y Y lecturas obtenidas de patrones (L=mP+Lo).
Determinacion diaria del grado de ajuste (r?) y de los intervalos de

confianza de los coeficientes de regresion y la region de confianza de
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la funcion de respuesta. Determinacion de la funcion de respuesta

media de los 3 dias y sus intervalos de confianza.

Interpolacion y Célculos

Interpolacion, en la recta global de las lecturas obtenidas de los

procesados de las matrices, MRC y Patrones afiadidos.

Tratamiento estadistico

Andlisis de varianza de un solo factor de los resultados obtenidos
para determinacion de la precision por concentracion.

Determinacion de la exactitud (% de recuperacion y Material de
Referencia).

Obtenciéon de los limites de deteccién y de cuantificacion del

intervalo de trabajo y la incertidumbre asociada a cada matriz.

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions. Criterios SAE.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).

Tabla 2-2: Modelo para recoleccion de datos de una muestra de alimentos que contiene Cd.

Nivel de muestreo

Dial Dia2 Dia 3

Cacao sin fortificar

R1,R2,R3,R4,R5 R6 | R1, R2, R3, R4, R5, R6 R1, R2, R3, R4, R5, R6

Cacao fortificado

R1,R2,R3,R4,R5 R6 | R1, R2, R3, R4, R5, R6 R1, R2, R3, R4, R5, R6

nivel Bajo
Cacao fortificado | o) o) B3 R4 RS, R6 | R1,R2, R3, R4,R5 R6 | R1 R2,R3, R4, RS, R6
nivel Medio
Cacﬁiovfe?ri{t'gado R1, R2, R3, R4, R5,R6 | R1,R2, R3,R4, R5 R6 | R1 R2,R3, R4, R5, R6

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).

Una vez obtenido los datos se procedera a construir calculos en Excel para determinar analisis de
repetibilidad (% SDR), analisis de reproducibilidad (t student, % Recuperacion), Andlisis de

Varianza (T Fisher) y el dato de incertidumbre para su posterior analisis estadistico y su conclusion

para la verificacion del cumplimiento para la validacién del método.
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234 Localizacion del estudio

La Validacion de metales pesados por espectrometria de absorcién atbmica con horno de grafito, se
realizara en el Laboratorio CHAVEZ SOLUTIONS AMBIENTALES Cia. Ltda., ubicado en la
Provincia de Pichincha, Ciudad de Quito, Urbanizacion San Fernando, Ignacio Asin N52-27 y
Antonio Roman.

S=o D NT Volcan
, o e -Zanantév
Chavez Soificnes AMBENT = ;
i ket Pt 1IN : ke 9 Cabaced
- AUE S QR L) eive — —- E‘ —
=
IR 243 {D ansi A
Famgas -+ :3 'n‘.ﬁl
kwizdnz: N ‘7 R3DCNE
. A , Capamte{eca
Chavez Sohutiones
— AMBENTALES
ks {ematuages Bt
P Y ol sl
Quito
e i Ocich

Figura 1-2. Localizacion del Laboratorio CHAVEZ SOLUTIONS
Realizado por: (Guaman, J. 2021).
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235 Unidad de analisis

Metal pesado: Cadmio

2 3.6 Poblacién de estudio

Almendras de cacao que contienen metales pesados (cadmio) este producto se encuentra en la Costa
y Amazonia.
Cacao organico.

Materiales de referencia certificados.

23T Tamario de muestra

En la investigacion que se llevo a cabo con un tamafio de muestra con poblacion finita (9 muestras
de cacao de diferentes procedencias: Costa, Sierra y Amazonia usadas en la caracterizacion; 72
ejemplares usados en la validacion; 2 materiales de referencia durante los 3 dias que suponen 6
lecturas), en donde los parametros de interés pueden ser la media, desviacién estandar, rango por
tanto se emplearan tratamientos estadisticos como: coeficiente de variacion, ANOVA, criterio
Fisher, T Student, % de Recuperabilidad, estimacidn de incertidumbre.

Se realizard con matrices de cacao donde se procedera a repetir 6 veces cada nivel blanco, bajo
medio y alto por tres dias y 2 analistas.

Para la curva de calibracién se empleara estandares madres a partir del cual se prepara para los
puntos de calibracion caracteristicas y rangos lineales emitidos por las guias. Muestras de almendras

de cacao organicas.

2.4. Seleccion de muestra

241, Método

2.4.1.1. Preparacion de curva de calibracion

Preparar el agua acidulada para aforar las soluciones estandar en un balon de aforo de 1000 mL,

colocar aproximadamente 100 mL de agua destilada tipo I1.
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Con una pipeta medir 1,5 mL de acido nitrico concentrado libre de trazas de marca Fisher Chemical
y afiadir en el balén calibrado de 1000 mL

Aforar hasta la marca con agua destilada, tapar y agitar bien, aproximadamente durante 1 minuto.
Modificador de matriz: La preparacion del modificador consistio en pesar 2,42 g de NH4H2PO4
(fosfato de amonio) y 0,1729 g de Mg (NO3)2*6H20 (nitrato de magnesio hexahidratado), los
cuales se transfirieron a un matraz de 100 mL y se aforo con agua acidulada.

Una vez realizada el agua acidulada y modificador de matriz, se procede a la preparacion de la
solucion madre: en un balén volumétrico de 100 mL colocar 1 mL del patrén de Cadmio 1000
mg/L, aforar con el agua acidulada y agitar durante 1 minuto. Dicha solucién tiene una
concentracion de 10 mg/L.

Tomar 10 mL de la solucién de concentracion de 10 mg/L y aforar con agua acidulada en un bal6n
volumétrico de 100 mL. Dicha solucion tiene una concentracion de 1000 ug/L.

Tomar 10 mL de la solucion de concentracién de 1000 ug/L y aforar con agua acidulada en un
balén volumétrico de 100 mL. Este estandar tiene una concentracion de 100 ug/L que sera usada
para preparar la curva de calibracion.

A partir de la solucién 100 ug/L se preparan las soluciones estandar para la construccion de la curva

a continuacion se muestra la expresion para el calculo de las alicuotas.

C1V1 = C2V2
1o Cc2V2
T C1

Tabla 3-2: Preparacion de curva de calibracion a partir de estdndar madre 100 ug/L.

A partir del estandar de 100 ug/L

Concentracion Vol. Alicuota (mL) | Vol. Aforo (mL) | Modificador de matriz
(ug/L) (mL)
1 0.5 50 2

2 1 50 2

4 2 50 2

6 3 50 2

8 4 50 2

10 5 50 2

Control de calidad
15 0.75 50 2
9 4.5 50 2

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).
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Nota: para tener un mejor aforo trasvasar el agua acidulada a un vaso de precipitacion y aforar con
pipetas pasteur.

2.4.1.2. Preparacion de muestras

a) Preparacion de muestras de caracterizacion

Poner a secar las almendras de cacao exponiendo a sol sin dejar que se moje por ningin motivo.
Colocar las almendras de cacao sobre un sartén para que sea facil sacar la cascara que le protege a
la almendra. Moler la almendra de cacao, hasta obtener en polvo y poder homogenizar de la mejor
manera.

Pesar en una balanza analitica 9 muestras de polvo de cacao de diferentes procedencias (costa,
oriente, cacao organico), 1 gramo de cada muestra.

Llevar sobre una plancha para la pre calcinacion de las muestras.

Una vez que estén precalcinados, llevar a la mufla durante 4 horas a 550°C, dejar que se enfrie, y
sacar de la mufla.

Afadir 10 mL de agua acidulada a la muestra calcinada, calentar en la plancha durante 2 minutos
después de que empieza a ebullir, dejar enfriar.

Filtrar en balones de 50 mL mediante papel filtro de 0.45 um las muestras digestadas, afiadir 2 mL
de modificador de matriz y aforar con agua acidulada en el balén de 50 mL.

Colocar las muestras filtradas en envases estériles, y codificarlos.

Prender el equipo de absorcion atdmica, elegir el método de la lectura, colocar las muestras en los
viales, alinear el equipo, verificar la curva de calibracion y proceder a la lectura de las muestras.
Sacar el promedio de los metales que contiene cada una de las muestras para elegir la muestra que

contenga menor cantidad de metal.

b) Preparacion de muestras fortificadas

Seguir todos los pasos anteriores de la caracterizacion. Sin embargo, la fortificacion se debe realizar
antes de la pre calcinacion de las muestras. Una vez elegida la muestra con la cual se va a trabajar,
proceder a realizar los calculos para las fortificaciones de la siguiente manera:

Solucidn estandar 1000 ug/L es equivalente a 1 mg/L 0 1 ug/mL

Peso de la muestra 1 g

Calculo para fortificar a nivel bajo (0,5 mg/kg o 0,5 ug/g)
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0.5ug 1mL

ES

lg lug
Calculo para fortificar a nivel medio (1 mg/kg o 1 ug/g)

*1g = 0,5mL

1ug* 1mL*1g —1mlL
lg 1lug

Calculo para fortificar a nivel alto (2 mg/kg o 2 ug/g)
Zug*lmL*lg = omL
lg 1lug

El patron quimico usado es de marca AccuStandard, este es un compuesto de Cd®* en 2-5% de
HNO3

2.5, Analisis instrumental

Para el analisis del metal en el horno de grafito se debe proceder de la siguiente manera:

Abrir el gas de nitrégeno extra puro, encender el computador y el equipo de horno de grafito, la
lampara de catodo hueco que se usara es de marca Perkin Elmer de Cd a una longitud de onda de
228.8 nm.

Ingresar los datos en el programa WinLab 32, la lectura se realiza en 5 pasos gque se encuentra

programado en el equipo de la siguiente manera:

Tabla 4-2: Programa de Horno de Grafito para Cadmio.

Temp °C Ramp Time Hold Time Internal Flow Gas Type
110 1 30 250 Normal
130 15 20 250 Normal
850 10 20 250 Normal
1650 0 5 0 Normal
2600 1 5 250 Normal

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guamén, J. 2021).

Injection Temperatura: 50°C
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251 Equipos, materiales y reactivos

Equipos

e Espectrofotémetro de absorcion atémica, perkin EImer acoplado al horno de grafito HGA 800

e Lampara de catodo hueco Perkin Elmer Cadmio

Materiales

e Balones aforados de 10, 50, 25y 1000 ml.
e Pipeta volumétrica clase A: 1; 5; 10; 20; 25 mL
e Papel filtro de 0,45 um

Reactivos

e Nitrogeno extra puro

e Agua destilada grado Il con conductividad <1 uS/cm
e Acido nitrico

e Patron quimico Cadmio

e Fosfato de amonio

¢ Nitrato de magnesio hexahidratado
2.6. Técnicas de recoleccién de datos
El Laboratorio CHAVEZ SOLUTIONS AMBIENTALES Cia. Ltda. En la validacién de métodos

analiticos registra los datos obtenidos en documentos de Excel para su posterior tratamiento

estadistico de acuerdo a cada una de las necesidades de los métodos a validarse.

264 Obijetivos y parametros de validacion
Para iniciar con la parte experimental de la validacion del método para determinar los metales

pesados en alimentos, primero se propone objetivos y metas claras hacia donde se desea llegar para

cumplir con el plan de validacion analitica de métodos.
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Tabla 5-2: Objetivo y criterio de aceptacion para la validacion del método analitico.

OBJETIVO Y CRITERIOS DE ACEPTACION

PARAMETRO A VALIDAR

OBJETIVO

TRATAMIENTO
ESTADISTICO

SELECTIVIDAD
ESPECIFICIDAD

Conocimiento de interferencias segun

el método.

NO APLICA

LINEALIDAD/FUNCION
RESPUESTA

DE

Regresion lineal. Grado de ajuste r2>
0,995.

Se determinara los coeficientes de
regresion y sus intervalos de confianza
al 95 %.

Regresion Lineal

120%

PRECISION (REPETIBILIDAD |% CVr < 15 % en todos los niveles Andlisis de
y REPRODUCIBILIDAD) % CVR < 15 % en todos los niveles Varianzas
LIMITE DE Exactitud y
< 1,10 mg/kg (%U< 30%, P=95 %) .
CUANTIFICACION Precision
LIMITE DE DETECCION 0,84 mg/Kg Linealidad
Porcentaje de recuperacion entre 80 - .
EXACTITUD Analisis MR

RANGO DE TRABAJO

0.5 mg/Kg a 2 mg/Kg

Tratamiento

Estadistico

INCERTIDUMBRE
EXPANDIDA

U<33% en todos los niveles con
intervalo de confianza de al menos el
95.45%.

Incertidumbre del
Método

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).
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CAPITULO 111

3. OBTENCION DE RESULTADOS

3.1. Caracterizacién de muestras de cacao

o
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1

B Cacao Costa

©
»
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m Cacao Oriente

o
w
1

1 Cacao organico
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o
[N
1

1 2 3

Gréfico 1-3: Lectura de caracterizacion de muestras de cacao.

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).

Tabla 1-3: Promedio de concentraciones de Cd en diferentes muestras de cacao.

Cacao Costa Cacao Oriente Cacao organico
0,683 0,545 0,393
0,691 0,497 0,390
0,562 0,471 0,394
Promedio = 0,645 0,504 0,392
Desviacién Estandar = 0,072 0,038 0,002
CV (%) 11.2 7.4 0.53

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).
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Interpretacion y Anélisis

El mayor valor en almendras se registra en muestras de cacao obtenidas de la Costa provincia de
Los Rios, canton Vinces con un promedio de 0,645 ppb de Cd y en el cacao de la Amazonia oscila
una concentracion de 0,504 ppb de Cd ubicada en la provincia de Pastaza, parroquia Puyo. El
menor valor de concentracion de Cd fue de 0,392 ppm de Cd halladas en un cacao organico
adquirido en la provincia de Pichincha en una tienda de productos organicos denominado Camari.
Los valores antes mencionados se encuentran por debajo del limite méximo residual permitido por
el REGLAMENTO (UE) No 488/2014, donde la concentracion de Cd en cacao es de 1 mg/kg, en lo
que respecta a las almendras de cacao, para sus derivados constan otros valores. El Servicio
Ecuatoriano de Normalizacion (INEN) en el afio 2019 ha generado procesos de certificaciones para
que los laboratorios a nivel nacional puedan ofertar este servicio: “Determinar Cd en cacao y sus
derivados”, cumpliendo con normativas reglamentarias en base al CODEX ALIMENTARIUS de la
union europea de esta manera brindando la confianza y la apertura de este producto a mercados
internacionales.

El protocolo de validacion de métodos de la union europea nos dice que se debe de realizar
fortificaciones a nivel superior, medio y bajo. Por ende, se procedio6 a trabajar en la validacién con
el cacao organico.

Dichos valores varian por varios factores estos pueden ser: ubicacion geogréfica, uso de
fertilizantes. En la costa se tiene conocimiento que posee mayor concentracién de metales en los
suelos y el agua utilizada para las plantaciones de cacao debido a la presencia de industrias que
emiten dichos metales al ambiente. En la Amazonia se conoce que la contaminacion de este metal
Se encuentra en menor proporcion, sin embargo, el aroma no es similar al de la costa. En el cacao
organico se deduce que no existe gran utilizacion de agroguimicos por ende presenta menos

concentracion de Cd.
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3.2. Datos de validacion

3.2.1.  Ensayo de curva de calibracion

Tabla 2-3: Estudio realizado con promedios y % de recuperaciones.

PQ [] %R X s
(ug/L) | DIA1 | DIA2 | DIA3 | DIA1 | DIA2 |DIA 3| (%Rec) (%Rec)

1,00 1.12 111 111 112 111 111|111 0,728651304
2,00 2.15 2.20 2.19 108 110 110 |109 1,223923508
4,00 431 4.26 4.20 108 107 105 |106 1,486821953
6,00 6.13 6.10 6.13 102 102 102 | 102 0,347554625
8,00 7.90 7.84 7.89 99 98 99 98 0,397014675
10,00 9.74 9.69 10.15 |97 97 102 |99 2,537757657

Control de calidad

1,50 1.47 1.53 1.57 98 102 104 |101 3,14991759
9,00 9,26 9,09 9,25 103 101 103 |102 1,028801253

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).
Donde:
P.Q.: Patron quimico de los puntos de calibracion; [ ]: Concentraciéon promedio de los puntos de calibracion de diferentes
dias (ug/L); %R: Porcentaje de recuperacion en base a los promedios de concentracion; X: promedio en base al % de

recuperacion; S: desviacion estandar en base al % de recuperacion.

Interpretacion y Analisis

Se observa en la tabla las concentraciones promedio en ug/L de los estandares usados en la curva de
calibracion que se calculé a partir del promedio de las absorbancias obtenidas en el
espectrofotdbmetro menos el intercepto y divido para la pendiente. Este calculo se realiza para cada
uno de los patrones quimicos usados en la validacién, luego se procede a calcular los porcentajes de
recuperacion. Este se calcula el valor obtenido real divido para el valor teérico y multiplicando por
100 para cada uno de los niveles y dias. En la tabla se evidencia que todos los puntos de calibracion
cumplen con los objetivos de validacién donde propuso una recuperacion de 100 + 20% ademas la

desviacion estandar de las recuperaciones es menor a 3.
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Tabla 3-3: Estudio realizado con promedios y % de recuperaciones.

Muestra [] %R
X s
) DIA1 |DIA2 | DIA3 | DIA1 | DIA2 | DIA3 | (%Rec) (%Rec)
Cacao fortificado 05 051 | 051 |0.50 |102 102 100 101 1.154700538
Cacao fortificado 1 101  [1.01 [1.02 [101 101 102 101 0.577350269
Cacao fortificado 2 203 |[211 [204 [102 106 102 103 2.179449472

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).
Donde:
[ 1: Concentracion promedio de los puntos de calibracion de diferentes dias (mg/kg); %R: Porcentaje de recuperacion en
base a los promedios de concentracion; X: promedio en base al % de recuperacidn; S: desviacion estandar en base al % de

recuperacion.

Interpretacion y Anélisis

En la tabla se aprecia las concentraciones promedio en mg/kg de las muestras analizadas en la
validacion.

El equipo nos da los resultados de la absorbancia. EI primer paso para el calculo del valor en ug/L
se derivd a partir del promedio de las absorbancias obtenidas en el espectrofotémetro menos el
intercepto y divido para la pendiente. Para el calculo de la concentracién en mg/kg de las muestras
se prosigue de la siguiente manera: el cacao sin fortificar solo se calcula la media y la desviacién
estandar.

Para el cacao fortificado se procede a multiplicar el valor obtenido en ug/L por el factor de dilucion
(FD) para el nivel 0.5y 1 es de 2 mientras que para el nivel 2 el FD es de 4. La concentracién en
ug/L obtenida se lo multiplica por el volumen de aforo (50 mL) y el FD todo se divide para la masa
(1 g aproximado) y para 1000 donde se obtiene la concentracién en mg/kg. La concentracion
obtenida para los niveles de 0.5; 1; 2 se procede a restar de los blancos (cacao sin fortificar), esto
para obtener el valor real.

Para el caculo de los porcentajes de recuperacién se aplica la siguiente ecuacion:

./ valor real
%Recuperacion = ———— x 100%
valor tedrico

En cada uno de los niveles fortificados y dias se evidencia en la tabla % de recuperacién de 101,
101, 103 respectivamente esto quiere decir que cumple con los objetivos de validacion propuestos

en un rango de 100 + 20% ademas la desviacion estandar de las recuperaciones es menor a 3.
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3.3. Linealidad

Se procedi6 a preparar soluciones estandares de 1, 2, 4, 6, 8, 10 ppb o ug/L a partir de la solucion
madre de 100 ug/L, donde se tomaron datos de 3 repeticiones por cada dia de esta manera obtienen

la funcidn respuesta del método:

Linealidad de la curva de calibracién
1.400 - y =0.1201x + 0.0545
R2=0.

1.200 - 0.995 v

1.000 -
Ko
(%)
£ 0.800
2
2 0.600 -
2

0.400 -

0.200 -

0.000 w T T T T T 1

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0
Estandares (ug/L)

Grafico 2-3: Curva de calibracion dia 1 absorbancia vs concentracion.

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.
Realizado por: (Guaman, J. 2021).

Interpretacion y Analisis

Se observa gue el rango lineal estd dado de 0-10 ppb, dando como resultado un coeficiente de
regresion lineal es de 0,995 el cual se considera aceptable, es decir, el método es valido pues no se
evidencian dispersidn dentro de los blancos propuestos para analisis.

Al aplicar los calculos respectivos en especial la de los minimos cuadrados se obtiene la funcién
respuesta y estimacion lineal del método los cuales se describen a continuacion en la siguiente

tabla:

Tabla 4-3: Pardmetros estadisticos funcion-respuesta de las curvas de calibraciones.
Variable Dial Dia 2 Dia 3

Pendiente (b) 0.1201 0.1193 0.1234
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Intercepto (a) 0.0545 0.0553 0.0452
Sb 0.0006658 0.0025794 0

Sa 0.0016166 0.0006245 0.0005508
Syx 0.054 0.054 0.045
r? 0.995 0.995 0.9967
amin 0.0562 0.0532 0.0449
a max 0.053 0.0582 0.0459
b min 0.1197 0.1186 0.1234
b max 0.1209 0.1198 0.1234
Sxy 0.44 0.45 0.36

R 0.997 0.997 0.998

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.
Realizado por: (Guaman, J. 2021).
Donde:

Sh: desviacion estandar de la pendiente; Sa: desviacion estandar del intercepto; Syx: desviacién estandar de Y en funcion
de X; Sxy: desviacién estandar de X en funcién de Y

Interpretacion y Analisis

De los valores obtenidos en la tabla anterior se procede a tomar para el control de las curvas de
calibracion durante y después del proceso de validacion de esta manera el intercepto maximo
corresponde a 0.0582 y como minimo 0.0449 del mismo se obtiene la pendiente con un valor
maximo de 0.1234 y el minimo de 0.1186. Estos valores son referencia para los analisis posteriores
en donde no se puede sobrepasar los valores maximos u obtener valores inferiores al minimo de la
pendiente e intercepto. Si no se obtiene valores dentro de los rangos antes mencionados pese a que
el coeficiente de regresion lineal este mayor a 0.995 el analisis no es correcto.

Basandose en la tabla de acuerdo a r el tercer dia sera el mejor, sin embargo, como es una
validacion se calcula los promedios de los tres dias para encontrar los limites de control para

posteriores analisis.
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3.4. Repetibilidad

Tabla 5-3: Repetibilidad de datos de Cd en cacao a diferentes niveles.

Muestra Nivel | Gmax (3,5 alfa 0.05) | Sr % CVr 6 % SRD
Gtab (0.683)

Cacao sin fortificar 0,0 0,4957 0,00 1

Cacao fortificado 0,5 0,5 0,5847 0,01 1

Cacao fortificado 1 1,0 0,6206 0,01 1

Cacao fortificado 2 2,0 0,4703 0,06 3

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).

Donde:

%CVr: coeficiente de variacion en base a la repetibilidad.

Interpretacion y Anélisis

Si el valor de Gmax es menor a la G tab quiere decir que las varianzas son homogéneas por ende se

procede a calcular la repetibilidad de los datos, donde el %CVr es menor al 15% de esta manera se

concluye que no existe diferencia significativa entre los datos obtenidos en la validacion.

La Gtab se encuentra en las tablas de Cochran donde K=5, n=3 y a=0.05

Tabla 6-3: Repetibilidad de datos para la curva de calibracién.

Gmax (2,3 alfa 0.05)
Nivel Sr Gtab (0.9750) %CVr o % SRD
1,0 0,0251 0.5904 2,26
2,0 0,0237 0.3784 1,09
4,0 0,0385 0.5282 0,90
6,0 0,0356 0.4551 0,58
8,0 0,0378 0.6596 0,48
10,0 0,0526 0.4027 0,53
Control de calidad
1,50 0,0679 0.6563 4,46
9,0 0,0663 0.4473 0,72

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaméan, J. 2021).
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Interpretacion y Anélisis
Si el valor de Gméax es menor a la G tab quiere decir que las varianzas son homogéneas por ende se
procede a calcular la repetibilidad de los datos, donde el %CVr es menor al 15% de esta manera se

concluye que no existe diferencia significativa entre los datos obtenidos en la validacion.

La Gtab se encuentra en las tablas de Cochran donde K=2, n=3 y 0=0.05

3.5. Reproducibilidad

Tabla 7-3: Analisis estadistico de Cd en cacao respecto a reproducibilidad.

Muestra Nivel Sr % CVR 0 %SRD
Cacao sin fortificar 0,0 0,0034 1
Cacao fortificado 0,5 0,5 0,0056 1
Cacao fortificado 1 1,0 0,0106 1
Cacao fortificado 2 2,0 0,0676 3

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.
Realizado por: (Guaman, J. 2021).
Donde:
SR: media de reproducibilidad; %CvR: coeficiente de variacion en base a la reproducibilidad.

Interpretacion y Analisis

Se realizo el analisis respectivo para la verificacion de la reproducibilidad de los datos en funcién
del %CvR que es menor a 15 de este modo se dice que no existe diferencia entre los datos tomados
a diferentes niveles en la validacion.

Para la repetibilidad y reproducibilidad los coeficientes de variacion tienen que ser siempre menores

a 15% para que el método puedo ser declarado como valido segin el SAE.

Tabla 8-3: Analisis estadistico de la curva de calibracion.

Nivel Sr % RSD
0,0 0,0000
1,0 0,0251 2,26
2,0 0,0312 1,43
4,0 0,0673 1,58
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Donde:

6,0 0,0358 0,58

8,0 0,0443 0,56

10,0 0,2574 2,61
Control de calidad

1,50 0,0728 4,79

9,0 0,1072 1,17

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).

SR: media de reproducibilidad; %CvR: coeficiente de variacion en base a la reproducibilidad.

Interpretacion y Anélisis

Se realizo el analisis respectivo para la verificacion de la reproducibilidad de los datos en funcion

del %CvVR que es menor a 15 de este modo se dice que no existe diferencia entre los datos tomados

en la curva de calibracion.

3.6.

Analisis de varianza

Tabla 9-3: Resultados de todos los estandares de Cd en la curva de calibracion.

ANALISIS DE VARIANZA

Estandar 1 ppb
Origen de las | Suma de | Grados Promedio de los Probabilidad | Valor
variaciones cuadrados de cuadrados critico para

libertad F

Entre grupos 4,66667E-06 2 2,33333E-06 0,2530 0,7843 5,143
Dentro de los 5,53333E-05 6 9,22222E-06
grupos
Total 6E-05 8

Estandar 2 ppb
Entre grupos 5,26667E-05 2 2,63333E-05 3,2027 0,1131 5,143
Dentro de los 4,93333E-05 6 8,22222E-06
grupos
Total 0,000102 8

Estandar 4 ppb
Entre grupos 0,00031089 2 0,00015544 7,1744 0,0256 5,143
Dentro de los 0,00013 6 2,1667E-05
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grupos
Total 0,00044089 8
Estandar 6 ppb
Entre grupos 3,8222E-05 2 1,9111E-05 1,0299 0,41254182 5,143
Dentro de los 0,00011133 6 1,8556E-05
grupos
Total 0,00014956 8
Estandar 8 ppb
Entre grupos 8,86667E-05 2 4,43333E-05 2,1223 | 0,200890061 5,143
Dentro de los 0,000125333 6 2,08889E-05
grupos
Total 0,000214 8
Estandar 10 ppb
Entre grupos 0,005660667 2 0,002830333 | 69,7890 | 7,00109E-05 5,143
Dentro de los 0,000243333 6 4,05556E-05
grupos
Total 0,005904 8

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).

Interpretacion y Analisis

Con la prueba F se usa para establecer significancia entre los grupos es decir si Fobs < Fcritico no
existe diferencia entre grupos por lo tanto se acepta las medidas y no afecta los objetivos de
validacion, pero si Fobs>Ftab existe diferencia entre grupos. Sin embargo, para el estandar de 4 y
10 ppb existe diferencia entre grupos, esto puede ser por errores en la lectura o en la preparacion del

estandar.
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Tabla 10-3: Andlisis estadistico de varianza con respecto a Cd en cacao.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de | Suma  de | Grados | Promedio de | F Probabilidad | Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Cacao sin fortificar

Entre 7,6575E-05 | 2 3,8288E-05 6,50606926 | 0,0092382 3,68232034
grupos
Dentro de | 8,8274E-05 | 15 5,8849E-06
los grupos
Total 0,00016485 | 17
Cacao fortificado 0.5

Entre 2,763E-05 2 1,3815E-05 0,4474321 0,64752759 3,68232034
grupos
Dentro de | 0,00046315 | 15 3,0877E-05
los grupos
Total 0,00049078 | 17

Cacao fortificado 1
Entre 0,00097917 | 2 0,00048958 | 13,5315509 | 0,00043795 3,68232034
grupos
Dentro de | 0,00054271 | 15 3,6181E-05
los grupos
Total 0,00152188 | 17

Cacao fortificado 2
Entre 0,02142263 | 2 0,01071132 | 3,20546844 | 0,06932931 3,68232034
grupos
Dentro de | 0,05012364 | 15 0,00334158
los grupos
Total 0,07154628 | 17

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaméan, J. 2021).

Interpretacidn y Analisis

Se usa la prueba F para establecer significancia entre los grupos es decir si Fobs < Fcritico no existe
diferencia entre grupos por lo tanto se acepta las medidas y no afecta los objetivos de validacién,
pero si Fobs>Ftab existe diferencia entre grupos. Sin embargo, para el cacao sin fortificar, para el

fotificado de nivel 1 existen diferencias entre grupos, pero esto no afecta al objetivo de validacion.
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3.7. Incertidumbre
J.70 Material de vidrio

Se reemplazo todas las variables para el calculo de las incertidumbres en los materiales usados para

los instrumentos volumétricos (balones, pipetas, bureta) se realizé con la siguiente formula:

u(\/f) zkfu(vcal)z u(\/temp)2 u(\/rep)2

Para la balanza analitica se procede con la siguiente:

iPMuestra=y (uCal)?+ (uRes)?

De esta manera se obtiene los consecuentes resultados:

Tabla 11-3: Estimacion de la incertidumbre de material de vidrio.

Material Incertidumbre
Bal6n 100 mL 0.072

Balon 50 mL 0.037

Balon 10 mL 0.009

Pipeta 100-1000 uL (0.50 mL) 0.280

Pipeta 100-1000 uL (1 mL) 0.340

Pipeta 100-1000 uL (2 mL) 0.680

Bureta 25 mL 0.0198
Balanza analitica 0.0002

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).
Interpretacion y Analisis

Los datos obtenidos en la tabla son a partir de las calibraciones realizadas por laboratorios externos

de esta manera tener la incertidumbre de los datos para la validacion.
A Calibracion espectrofotometro

La féormula empleada en el calculo de estimacion incertidumbre del espectrofotometro es la

siguiente: Uy, =+ (upp)? + (UFR)? + (ures)?

45



Y para la estimacion incertidumbre patron de calibracion es realizada a partir de la consecuente

ecuacion, una vez aplicada todas las variaciones se resume en la subsiguiente tabla:

STD = c1+ YPipeta
Vmatraz
2 . 2 2
ssstd = STD* (&) [ #Vpipeta +(;Nmatraz]
C Vpipeta Vmatraz

Para el reemplazo de las incertidumbres funcion respuesta y de resolucion se aplica las férmulas

descritas a continuacion respectivamente:

u(FR)=%
u(resoll)=—res?/lf_zcwn
Tabla 12-3: Incertidumbre de calibracion.

Punto calibracion Control de calidad
incertidumbre | 1,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 1,50 9,0
Upp 0,0461 | 0,0652 0,1130 | 0,1642 0,2164 2,663111667 | 0,0549 0,2427
uFR 0,0563
Ures 0,0289
Ucal 0,0783 | 0,0909 0,1295 | 0,1760 0,2255 2,6639 0,0838 0,2508
%oucal 7,8 4,5 3,2 2,9 2,8 2,8 5,6 2,8

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaman, J. 2021).

UR(CADMIO) =/(uCal ¥ +(uRe s)? +(uRY’ + (uExactitud)?

Donde:

U(cal): incertidumbre combinada de la calibracion instrumental; U(res): incertidumbre de resolucion (medida de
absorbancia hay que convertir en concentracion); U(R): incertidumbre de reproducibilidad (proviene de validacion Sr);
U(exactitud): incertidumbre de exactitud (proviene de recuperacion Sosrec).

Tabla 13-3: Datos obtenidos de la estimacion de incertidumbre en la determinacion de Cd.

Puntos de medida en el ensayo Control de calidad
Incertidumbre | 1,0 2,0 40 6,0 8,0 10 15 9,0
Ucal 0,0783 | 0,0909 | 0,1295 0,1760 | 0,2255 0,2819 | 0,0838 0,2508
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Ures 0,0289

urR 0,00836 | 0,01040 | 0,02242 0,01192 | 0,01476 0,0858 | 0,02428 | 0,03575
u Exactitud 0,0022 | 0,0037 | 0,0047 0,0011 0,0013 0,0086 | 0,0103 0,0034
uCADMIO 0,0839 | 0,0962 | 0,1359 0,1789 | 0,2281 0,3083 | 0,0932 0,2568

%u 8,4 4,8 3,4 3,0 2,9 3,1 6,2 29
CADMIO

U CADMIO | 0,168 0,192 0,272 0,358 0,456 0,617 | 0,186 0,514
%U 17 10 7 6 6 6 12 6
CADMIO

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.
Realizado por: (Guaman, J. 2021).

I7A Estimacién incertidumbre preparacién patron afiadido.

Para el calculo de la incertidumbre con respecto a los niveles de Cd en cacao incluido la adicion del

patron se ejecuté las formulas mencionadas a continuacion:

STD = o1+ YPipeta
Vmatraz
2 . 2 2
ssstd = STD* (ﬁj o[ #Vvpipeta +(Mj
C Vpipeta Vmatraz

Tabla 14-3: Incertidumbre de calibracion Cd en cacao.

Cacao
Incertidumbre | 0,5 1 2
Upp 0,0003 0,0003 0,0007
Ufr 0,0563 0,0563 0,0563
Ures 0,0289 0,0289 0,0289
Ucal 0,0633 0,0633 0,0633
%ucal 12,7 6,3 3,2

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.

Realizado por: (Guaméan, J. 2021).

Tabla 15-3: Estimacién incertidumbre de Cd respecto a cacao.

Cacao
Incertidumbre 0,5 1 2
Ucal 0,0633 0,0633 | 0,0633
Ures 0,0289 0,0289 | 0,0289
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ur 0,00185 0,0035 | 0,02253

u Exactitud 0,0010 0,0030 | 0,0070
uCADMIO 0,0696 0,070 | 0,0745
%u CADMIO 13,9 6,97 3,7
U CADMIO 0,139 | 0,139 0,149
%U CADMIO 28 14 7

Fuente: Laboratorio Chavez Solutions.
Realizado por: (Guaman, J. 2021).

Interpretacion y Anélisis

En los criterios de calidad respecto a la precision, exactitud e incertidumbre se determinaron
estadisticamente utilizando tratamientos como ANOVA, Fisher, Prueba de homogeneidad de
varianzas.

Se establece los parametros de recuperacion para las muestras y las curvas de calibracion en un
margen de 100£20% en lo que respecta a la repetibilidad y reproducibilidad se tiene valores
inferiores al 10% para la incertidumbre se tiene valores menores a 33 % con K=2 en todos los
niveles.

El rango de incertidumbre de este método esta entre 7-28% de esta manera determinando que la U
del método para determinar Cd en cacao es de 28% debido a que comprende todo el rango del

trabajo.
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CONCLUSIONES

En efecto el método verificado en el Laboratorio CHAVEZ SOLUTIONS AMBIENTALES Cia.
Ltda., para determinar metales pesados (Cd) es buena gracias a la sensibilidad del equipo
(espectrofotometro acoplado al horno de grafito), utilizado en la validacion del método ya que se
determina la concentracion del metal en mg/kg (ppb). Basandose en la metodologia sistematica de
AOAC 999.11 y el protocolo de validacién de la unién europea se logra estandarizar el método. El
cacao es un alimento de exportacion, con la metodologia validada el laboratorio puede brindar
resultados fiables y seguros para la exportacion y no sean rechazados al llegar a su destino.

Las muestras de cacao utilizadas en la validacion cumplen con las normas nacionales e
internacionales para su consumo — venta y comercializacion. La norma internacional es el
reglamento 488/2014 de la unién europea en la cual se basa la norma nacional NTE INEN 176 para
el cacao. Los promedios de concentraciones obtenidas en las muestras de cacao de la costa, oriente
y cacao organico fueron de: 0.645; 0.504; 0.392 mg/kg respectivamente. Es decir, no sobrepasan el
limite maximo residual permitido en las normativas que es de 1 mg/kg en lo que respecta a las
almendras, mientras que para el polvo de cacao es de 0.65 mg/kg. Sin embargo, estas normativas
emiten otros valores para sus derivados.

Se cumplié con los objetivos de validacion planteados por el laboratorio basados en la guia
Eurachem y el protocolo de validacion de métodos de la union europea. Estos objetivos
corresponden a la funcién: respuesta-linealidad del método donde se cumple el criterio de regresion
mayor o igual a 0.995, el intercepto maximo corresponde a 0.0582 y como minimo 0.0449 y para la
pendiente con un valor maximo de 0.1234 y el minimo de 0.1186. Los porcentajes de recuperacion
oscilan entre 100+20% la incertidumbre obtenida es menor a 33% en todos los aspectos de la
resolucion del equipo, material volumétrico, preparaciones de estandares y matrices declarando a la
incertidumbre final con los siguientes datos: 28% para el nivel bajo (0.5mg/kg); 14% para el nivel
medio (Img/kg); y 7% para el nivel superior (2mg/kg). El porcentaje de desviacion estandar fue

menor a 10% por ende el método es valido tanto en repetibilidad como en reproducibilidad.
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RECOMENDACIONES

e Utilizar &cido nitrico libre de trazas para evitar interferencias al momento de la lectura de las
muestras.

e Buscar el cacao que contenga menor cantidad de concentracion de metal debido a que en la
validacion se debe fortificar a nivel bajo, medio y alto basandose en los limites maximos
residuales.

e Utilizar materiales de referencia adecuados a la matriz que se esté trabajando.

e Al momento de preparar los estandares realizar con bureta para disminuir los errores al
momento de realizar la curva de calibracion.

e Tener cuidado al momento de realizar cenizas en la muestra debido a que si contiene grasas esta
puede salpicar y contaminar a las demas muestras.

e Dejar que se calcine totalmente a las muestras antes de introducir en la estufa.

e Serecomienda que el laboratorio tiene que hacer mantenimientos constantes de los equipos.
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ANEXOS

ANEXO A: Informe de validacion Cd en cacao.

Codigo:
b 5y . Copia Controlada 01
CHAVEZSOLUT'UNS AMBIENTALES Cia. Ltda. INFORME TECNICO DE VALIDACION Revision: N° #
TORIO ¥ CONSULTORES AMBIEN Es - .y Fecha: 2021
METODO ANALITICO:
CUANTITATIVO X Analito: CADMIO ALIMENTOS
CUALITATIVO Unidades: mg/Kg
DE IDENTIFICACION en matrizz. CACAO
FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL METODO
M 0,121034176 N/A
Sm 0,001076959 N/A
Lo 0,051576423 N/A
SLo 0,006000932 N/A
Nivel: Conc Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U expand
mg/Kg Sr %CVr SR %CVR Yrecup. %U (k=2)
0,51 0.01 1 0,0056 1 100 102 28
1,01 0.01 1 0,0106 1 101 102 14
2,08 0,06 8 0,0676 8 102 106 7
LIMITE DE DETECCION (L.D.): 1,10 mg/Kg
LIMITE DE CUANTIFICACION (L.C.): 0.84 mg/Kg

SELECTIVIDAD / ESPECIFIDAD:

INTERFERENCIAS CONOCIDAS:
1. La absorcién molecular y la dispersion de la luz causadas por particulas sdlidas que se forman en el mechero, pueden causar errores positivos.

2. Se presenta interferencias de tipo quimico, generado por compuestos de cadmio poco estables frente a la temperatura y favoreciendo la volatilidad de los
compuestos presentes durante el pre tratamiento térmico, lo que contribuye a aumentar las interferencias y por ende la pérdida del elemento a determinar debido a
volatilizaciones conjuntas con la matriz.

3. Si las soluciones presentan diferencias de viscosidad y/o tension superficial, pueden afectar a la aspiracion y eficiencia de nebulizacién en el sistema de
atomizacion

TIPO DE INTERFERENCIA: Quimica

CORRECCION:

1. Retirar los s6lidos presentes con la ayuda de un proceso de filtracion

2. Controlar con la adicién de modificador de matriz preparado a base de fosfato de amonio y Nitrato de magnesio hexahidratado en blancos, muestras y
estandares.

3. Estas interferencias pueden ser corregidas utilizando el método de adicion interna (adicion de estandares).
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RANGO DE TRABAJO VALIDADO:

0,5 hasta 2,0 mg/Kg
CRITERIOS DE ACEPTACION / RECHAZO:
NIVEL: Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
mg/Kg 0,5 1,0 2
%CV 1 1 3
Recuperacion (%)
Desde 100 101 102
Hasta 102 102 106
U Expandida
%U | 28 | 14 7
Otros:
No aplica

CONCLUSIONES Y OBSERVACIONES:

Luego de realizado el protocolo de validacion y verificado que todos los parametros se encuentran dentro de los criterios establecidos se determina que el método
analitico para Determinacion de:

CADMIO ALIMENTOS en matriz: CACAO

es capaz de proveer resultados confiables y por lo tanto el método queda validado a satisfaccion del Laboratorio CHAVEZSOLUTIONS Cia. Ltda.

Aprobado por: Dr. Luis Soto Fecha: 15/03/2021




ANEXO B: Procedimientos en la validacién de Cd en cacao.

1. Almendras de
cacao

2. Pesaje de
muestras

3. Adicién de Patrén
quimico para
fortificaciones
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4. Pre calcinacion
de muestras.

5. Calcinacion de
muestras

6. Digestién de muestras.




7. Preparacion de
agua acidulada

8. Muestras
filtrandose

9. Ingreso de datos
software

en



10. Curva de
calibracion

11. Lectura de muestras
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