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RESUMEN

El presente trabajo se enfoca en la Validacion de Métodos Analiticos
(VMA) en el area de alimentos. Se documenté la transcendencia en la
VMA tanto en el sector educativo como en el industrial, por medio de una
revision en el catalogo de la Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA) de
los laboratorios de ensayo acreditados en la rama de alimentos y se
encontré una amplia actividad en gran parte de la republica por parte del
sector privado, gubernamental y académico en el area de alimentos,
respecto al sector académico una busqueda en Tesiunam reveld la
vigencia que tiene el tema de validacion a nivel académico como tema

recurrente de tesis.

Asi mismo en este trabajo se presenta una revision de algunas de las
principales guias de validacion publicadas, las cuales proporcionan
herramientas necesarias para una primera aproximacion al tema las
cuales se encuentran incluidas en este trabajo tales como definiciones,
criterios de aceptacion, los procedimientos experimentales que se deben
realizar, tratamiento de datos, ademas se adaptaron algunos ejemplos de
experimentos para mostrar como debe ser el tratamiento de datos asi
como recomendaciones para la documentacion lo cual ayuda a dar
respuesta a preguntas como ¢,Qué es validacion? ¢Qué validar? ¢Como
hacerlo? ¢Cbémo tratar los datos?, ¢Cémo reportar?, logrando de esta
forma un trabajo que da respuesta a las principales dudas que surgen en
un validador principiante, completando de alguna manera las carencias

presentes en las diferentes guias de apoyo.

Finalmente se muestra como asignar parametros de desempefio a los
métodos indicados en la normatividad mexicana contemplando las
recomendaciones para la verificacion de meétodos, procedimiento

experimental y tipo de método.
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INTRODUCCION

La alimentacion es una actividad que han realizado los seres vivos desde
su aparicion, si bien esto se realiza de manera natural, la finalidad es
obtener energia para realizar sus actividades diarias. El estilo de vida que
se tom6 como sociedad a lo largo de la historia ha llevado a la poblacion
a dividir sus actividades socio-econOmicas en areas y a desenvolverse en
cada una de ellas, el area de alimentos es una de ellas. Los ritmos de
vida tan acelerados han causado la aparicion de una amplia gama de
productos, algunos inclusive listos para su consumo (Oliva & Fragoso,
2013), lo que conlleva una gran responsabilidad, ya que hay que asegurar
a los consumidores que la ingesta de dichos productos no repercutira con
dafios en su salud. Para promover el cuidado de la ciudadania a nivel
mundial se han generado normatividades que especifican los
requerimientos que deben cumplir los alimentos para que su consumo,

produccion y/o cultivo.

Algunas de las especificaciones implican el uso de métodos de analisis
sin embargo, en muchos casos no hay métodos estandarizados que
cubran el analisis de alimentos necesarios, por lo cual los laboratorios se
ven en la necesidad de desarrollar, modificar o usar métodos de andlisis
fuera de su ambito de aplicacion para los cual se debe demostrar que
generan resultados confiables, es decir que estan validados (Morrillas,
2016).

En México la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2015, asi como las
normas emitidas por la Organizacion Internacional de Estandarizacion
(ISO por sus siglas en inglés International Organization for
Standardization), 1SO 17025 y la ISO 9000 definen la validacién de
formas diferentes, sin embargo, las diferencias conceptuales no son
significativas, las tres exigen provision de evidencia objetiva del
cumplimiento de requisitos para un uso o aplicacion prevista (Lazos &
Hernandez, 2004).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Generar una herramienta para apoyar el aprendizaje de la validacion de

métodos analiticos enfocada al area de alimentos.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Mostrar el impacto de la Validacion de Métodos Analiticos en la

industria y la vida académica.

e Conjuntar las herramientas de diferentes guias de validacion para
gue ayuden a responder ¢Qué es validaciéon? ¢Qué validar?
¢, Cémo hacerlo? ¢ Cdodmo tratar los datos? ¢ Como reportar? ¢ Coémo
documentar?

e Ejemplificar como establecer los pardmetros de desempefio con

algunos métodos del analisis de alimentos.
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CAPITULO 1. EL ANALISIS DE ALIMENTOS

La alimentacion es una necesidad de vital importancia, es incuestionable,
también es relevante saber como es la alimentacion, es decir conocer la
calidad de los alimentos que se ingieren, sobre todo por los problemas
asociados a ellos, ya sean alergias (INFOSAN, 2006), carencias, excesos
nutricionales (FAO, 2002), o enfermedades transmitidas por los alimentos
(FAO, 2009), debido a esto los alimentos deben ser estudiados. Por otra parte
para su consumo son sometidos a constantes cambios y debido a esto se
debe estudiar la composicion de los mismos y los efectos que provocan en
ellos los diferentes procesos y de esta manera ir descubriendo las conexiones
gue existen entre la estructura de los diferentes compuestos y sus
propiedades asi como su capacidad de deterioro en funcion de su
composicion quimica. Los resultados de la caracterizacién de los alimentos
provienen de mdltiples ensayos a los que son sometidos utilizando diferentes
métodos de evaluacion, los cuales pueden agruparse en funcidon de los
objetivos que persigan y los principios en que se fundamentan, estos son el
analisis fisicoquimico, andlisis microbiologico y andlisis sensorial (Fernandez,
2004).

Para asegurar el bienestar social en ambitos de salud y competencia,
internacionalmente se han desarrollado normas las cuales buscan la
reduccién de los problemas asociados a los alimentos y los diferentes
sectores industriales, mediante el establecimiento de limites permisibles y
métodos de andlisis, en México los bienes y servicios se deben apegar al
cumplimiento de las Normas Oficiales Mexicanas (NOM), dichas NOM se
encuentran respaldadas por la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion
(LFMN), la cual menciona distintos tipos entre las que se encuentran las NOM
y las Normas Mexicanas (NMX) (SE, 2011).



1.1 Normatividad mexicana en materia de alimentos

Las NOM son disposiciones técnicas expedidas por dependencias de la
administracion publica federal, cuyo objetivo es establecer especificaciones
gue deben cumplirse de manera obligatoria en su alcance de aplicacion y
vigencia, de acuerdo a lo establecido en el Articulo 52 de la LFMN (LFMN,
2018). Existe una gran variedad de NOM gque establecen desde cuarentenas
para evitar plagas en algoddén y reglas para el etiquetado de productos de
perfumeria y productos preenvasados hasta requisitos para la eficiencia
energética de refrigeradores y lineamientos para el derecho de paso entre

concesionarios ferroviarios (Orozco, 2010).

De acuerdo al articulo 51 de la LFMN a diferencia de las NOM, las NMX son
de aplicacion voluntaria, a excepcion de los casos en que particulares
manifiesten que sus productos son conformes con las mismas, su campo de
aplicacién es determinado por la propia norma y puede ser nacional, regional
o local (LFMN, 2018). El hecho de ser voluntaria no quiere decir que pueda
descartarse su uso, ya que constituyen una referencia para determinar la
calidad de los productos y servicios de que se trate (SE, 2011), las NMX se
publican en el Diario Oficial de la Federacion (DOF) en su totalidad o
fragmentos, algunas de ellas son emitidas por la Secretaria de Economia (SE)
y otras por Organismos de Normalizaciéon Nacional (ONN) por lo cual se debe
pagar para tener acceso a ellas (Huerta, 1998).

La SE, a través de la Direccion General de Normas (DGN), desarroll6 un
sistema de consulta via Internet de las NOM y NMX, para ampliar la difusion
de la normalizacién. El Catadlogo Mexicano de Normas (CMN) contiene el texto
completo de las NOM vigentes en México, el listado de las NMX expedidas
por la SE y ONN, asi como los proyectos publicados para consulta publica y
normas de emergencia. EI CMN era revisado y actualizado permanentemente
con la informacion publicada en el DOF, sin embargo el catalogo ofrece un
enlace que redirecciona al nuevo catalogo en el sitio web Sistema Integral de

Normas y Evaluacién de la Conformidad (SINEC). Se debe considerar que
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existen una mayor cantidad de normas sin embargo, se realizé una busqueda
en ambos sitios web buscando exclusivamente las NOM que incluyen
especificaciones que implican realizar analisis en alimentos (SE, 2019),
(SINEC, 2019) .

El primer catéalogo (SE, 2019) cuenta con sus ultimos registros hasta 2018, en
el catdlogo SINEC (SINEC, 2019) se pudo encontrar registros de NOM con
fechas del 2019, sin embargo se encontraron algunas diferencias en cuanto a
las actualizaciones de los ultimos dos afios en el catalogo del SINEC las
cuales fueron ratificadas con el DOF (DOF, 2019). Se pudo encontrar que las
NOM de yogurt y de productos carnicos procesados y los establecimientos
dedicados a su proceso, se encuentran en el SINEC y DOF, mientras que en
el primer catalogo se encuentra como proyecto lo cual es normal debido al
cambio de catalogo, las NOM correspondientes a leche en polvo y queso se
encuentran como proyecto en el primer catdlogo mientras que en el SINEC no
aparecen y estas ya ha sido publicada en el DOF lo cual indica problemas en
la actualizacion del SINEC.

Se encontraron un total de 46 NOM en un periodo comprendido entre 1993 y
julio del 2019, el listado fue distribuido en cuatro tablas. La Tabla 1 contiene
solo una NOM la cual incluye limites permisibles, pero no indica que métodos

usar y tampoco donde se encuentran.

Tabla 1. NOM que incluye limites permisibles pero no el método a utilizar

Salud ambiental, agua para uso y consumo humano-Limites permisibles de
calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion.

NOM-127-SSA1-1994

La Tabla 2 contiene las NOM que no incluyen ningin método desarrollado sin
embargo, indica cuales usar y donde se encuentran, esto puede ser en otras
NOM pero para el resto exige usar métodos contenidos en NMX, ISO y
Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC, por sus siglas en ingles

Association of Official Analytical Chemists).



Tabla 2. NOM que no incluyen métodos sin embargo indica cual utilizar y donde se
encuentran

NOM-181-SCFI/SAGARPA-2018

Yogurt-Denominacion, especificaciones fisicoquimicas
microbiolégicas, informacién comercial y métodos de prueba.

y

NOM-222-SCFI/SAGARPA-2018

Leche en polvo o leche deshidratada-materia prima-
especificaciones, informacion comercial y métodos de prueba.

NOM-223-SCFI/SAGARPA-2018

Queso-Denominacion, especificaciones, informacion comercial y
métodos de prueba.

NOM-199-SCFI-2017

Bebidas alcohdlicas-Denominacion, especificaciones
fisicoquimicas, informacion comercial y métodos de prueba.

NOM-070-SCFI-2016

Bebidas alcohdlicas-Mezcal-Especificaciones.

NOM-193-SCFI-2014

Crema-Denominaciones, especificaciones, informacion comercial
y métodos de prueba.

NOM-142-SSA1/SCFI-2014

Bebidas alcohdlicas. Especificaciones sanitarias. Etiquetado
sanitario y comercial.

NOM-182-SCFI-2011

Vainilla de Papantla, extractos y derivados-Especificaciones,
informacion comercial y métodos de ensayo (prueba).

NOM-169-SCFI-2007

Café Chiapas-Especificaciones y métodos de prueba.

NOM-168-SCFI-2004

Bebidas alcohdlicas- Bacanora -Especificaciones de elaboracién,
envasado y etiquetado.

NOM-149-SCFI-2001

Café Veracruz-Especificaciones y métodos de prueba.

NOM-144-SCFI-2000

Bebidas alcohdlicas-Charanda-Especificaciones.

La Tabla 3 contiene las NOM que incluyen la totalidad de los métodos de

andlisis que se emplearan.



Tabla 3. NOM que incluyen la totalidad de los métodos de analisis

Norma Nombre

NOM-189-SCFI-2017

Chile habanero de la Peninsula de Yucatan (Capsicum Chinense Jacq.)
Especificaciones y métodos de prueba.

NOM-080-SCFI-2016

Arroz del Estado de Morelos.

NOM-201-SSA1-2015

Productos y servicios. Agua y hielo para consumo humano, envasados y a granel.
Especificaciones sanitarias.

NOM-210-SSA1-2014

Productos y servicios. Métodos de prueba microbiolégicos. Determinacién de
microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patégenos.

NOM-186-SSA1/SCFI-
2013

Cacao, chocolate y productos similares, y derivados del cacao. Especificaciones
sanitarias. Denominacién comercial. Métodos de prueba.

NOM-131-SSA1-2012

Productos y servicios. Férmulas para lactantes, de continuacién y para necesidades
especiales de nutricion. Alimentos y bebidas no alcohdlicas para lactantes y nifios de
corta edad. Disposiciones y especificaciones sanitarias y nutrimentales. Etiquetado y
métodos de prueba.

NOM-155-SCFI-2012

Leche-Denominaciones, especificaciones fisicoquimicas, informacién comercial y
métodos de prueba.

NOM-218-SSA1-2011

Productos y servicios. Bebidas saborizadas no alcohdlicas, sus congelados,
productos concentrados para prepararlas y bebidas adicionadas con cafeina.
Especificaciones y disposiciones sanitarias. Métodos de prueba.

NOM-243-SSA1-2010

Productos y servicios. Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado y derivados
lacteos. Disposiciones y especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.

NOM-242-SSA1-2009

Productos y servicios. Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados y
procesados. Especificaciones sanitarias y métodos de prueba.

NOM-173-SCFI-2009

Jugos de frutas preenvasados-Denominaciones, especificaciones fisicoquimicas,
informacion comercial y métodos de prueba.

NOM-247-SSA1-2008

Productos y servicios. Cereales y sus productos. Cereales, harinas de cereales,
sémolas o semolinas. Alimentos a base de: cereales, semillas comestibles, de
harinas, sémolas o semolinas o sus mezclas. Productos de panificacion.
Disposiciones y especificaciones sanitarias y nutrimentales. Métodos de prueba.

NOM-159-SCFI-2004

Bebidas alcoholicas-Sotol-Especificaciones y métodos de prueba.

NOM-230-SSA1-2002

Salud ambiental. Agua para uso y consumo humano, requisitos sanitarios que se
deben cumplir en los sistemas de abastecimiento publicos y privados durante el
manejo del agua. Procedimientos sanitarios para el muestreo.

NOM-086-SSA1-1994

Bienes y servicios. Alimentos y bebidas no alcohélicas con modificaciones en su
composicion. Especificaciones nutrimentales.

NOM-092-SSA1-1994

Bienes y servicios. Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa.

NOM-110-SSA1-1994

Bienes y servicios. Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis
microbiolégico.

NOM-111-SSA1-1994

Bienes y servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos.

NOM-113-SSA1-1994

Bienes y servicios Método para la cuenta de microorganismos coliformes totales en
placa.

NOM-116-SSA1-1994

Bienes y Servicios. Determinacién de humedad en alimentos por tratamiento térmico.
Método por arena o gasa.

NOM-117-SSA1-1994

Bienes y servicios. Método de prueba para la determinacion de cadmio, arsénico,
plomo, estafio, cobre, fierro, zinc y mercurio en alimentos, agua potable y agua
purificada por espectrometria de absorcion atémica.

NOM-040-SSA1-1993

Bienes y servicios. Sal yodada y sal yodada fluorurada. Especificaciones sanitarias.

La Tabla 4 contiene las NOM que contienen solo algunos métodos completos

sin embargo, para el resto de los analisis a efectuar indica cual usar y donde

se encuentran, esto puede ser en otras NOM pero para el resto exige usar
métodos contenidos en NMX, ISO y AOAC.



Tabla 4. NOM que incluyen solo algunos métodos desarrollados, para el resto de las

determinaciones indica que método aplicar y donde se encuentran
Norma Nombre

Productos y servicios. Productos carnicos procesados y los
NOM-213-SSA1-2018 establecimientos dedicados a su proceso. Disposiciones y
especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.
Relativa a las caracteristicas de sanidad, calidad agroalimentaria,
NOM-002-SAGARPA-2016 autenticidad, etiqguetado y evaluacién de la conformidad de los
fructanos de agave.
Relativa a las caracteristicas de sanidad, calidad agroalimentaria,
NOM-003-SAGARPA-2016 autenticidad, etiquetado y evaluacion de la conformidad del jarabe de
agave.
NOM-159-SSA1-2016 Productos y servicios. Huevo y sus productos. Disposiciones y
especificaciones sanitarias. Método de prueba.
Producto lacteo y producto lacteo combinado-Denominaciones,

NOM-183-SCFI-2012 especificaciones fisicoquimicas, informacion comercial y métodos de
prueba.

NOM-190-SCFI-2012 Mezcla de leche con grasa vegetal-Denominaciones, especificaciones
fisicoquimicas, informacién comercial y métodos de prueba.

NOM-188-SCFI-2012 Mango Ataulfo del Soconusco, Chiapas (Mangifera caesia Jack ex

Wall)-Especificaciones y métodos de prueba.

Productos y servicios. Especificaciones sanitarias en los
NOM-194-SSA1-2004 establecimientos dedicados al sacrificio y faenado de animales para

abasto, almacenamiento, transporte y expendio. Especificaciones

sanitarias de productos.

Jamoén - Denominacion y clasificacion comercial, especificaciones
NOM-158-SCFI-2003 fisicoquimicas, microbioldgicas, organolépticas, informacion comercial

y métodos de prueba.

Productos y servicios. Masa, tortillas, tostadas y harinas preparadas
NOM-187-SSA1/SCFI-2002 para su elaboracion y establecimientos donde se procesan.

Especificaciones sanitarias. Informacion comercial. Métodos de

prueba.
Bienes y servicios. Alimentos envasados en recipientes de cierre
NOM-130-SSA1-1995 hermético y sometido a tratamiento térmico. Disposiciones y

especificaciones sanitarias.

Las normas se pueden clasificar en horizontales y verticales y con esto puede
explicar las diferencias y similitudes que existen entre ellas, las normas
horizontales son aquellas regulaciones que afectan a todos los productos
alimenticios sin importar que se trate de productos totalmente diferentes, las
normas verticales se centran en productos individuales y grupos especificos
de productos (Chico, 2010). Un claro ejemplo de norma horizontal es la NOM-
251-SSA1-2009 la cual contiene practicas de higiene para el procesamiento
de alimentos, ejemplos de normas verticales son las NOM de las Tablas 1, 2,

3 y 4, por esa razon es normal encontrar que algunas NOM de productos



especificos indiquen que sus meétodos de analisis se encuentran contenidos
en otras NOM. La Figura 1 se elabor6 a partir de las NOM incluidas en la
Tabla 3 y parte de la Tabla 4 que contienen métodos de analisis totalmente
desarrollados, incluyendo solo métodos instrumentales y microbioldgicos. Se
puede observar mayor presencia de métodos microbiologicos lo que implica
gue el analisis microbioldgico es exigido en gran cantidad de productos para la
determinacién de microorganismos y de algunas vitaminas. Las volumetrias
son empleadas mayoritariamente para la deteccion de acidez al igual que en
la etapa final de Kjeldahl. Los metodos gravimétricos son utilizados para la
determinacién de humedad y grasa. La Espectrometria Absorcion Atomica
(AA) es empleada para la deteccion de metales. La Espectrofotometria UV-
Visible, Cromatografia de Liquidos de Alto Rendimiento (CLAR) vy
Cromatografia de Gases (CG) son métodos utilizados para la deteccién de
una amplia gama de analitos al igual que los métodos potenciométricos. En
otros se encuentran métodos como Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a
Enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés Enzyme linked Immunosorbent

Assay), bioensayos y turbidimetria entre otros.

volumetria [ NNRNRENE :0
uv-vis I 17
pPotenciometrico [ 5
otros NN 14
Microbiolégico | 66
Gravimetria | NN 20
cLar I 14
cc I 6
An N 17

Figura 1. Métodos de andlisis mas empleados en las NOM
Elaboracién propia a partir de lainformacién de (SINEC, 2019)



1.2 La validacion de métodos analiticos

La Tabla 5 contiene diferentes definiciones del concepto de validacion de tres
documentos internacionales y uno nacional. A pesar de que se trata del
mismo vocablo, se pueden observar diferencias en las definiciones validacion
de 1SO debido a que la ISO 17025 incluye a la verificacibn como parte de la
definicion, en el caso de la definicion del Vocabulario Internacional de
Metrologia (VIM) la definicion es mas extensa al incluir el concepto de
verificacion que es definido como “aportacion de evidencia objetiva de que un
elemento dado satisface los requisitos especificados” (VIM, 2012), por su
parte la NOM-059 de buenas practicas de fabricacion de medicamentos, que
aunqgue no es aplicable a alimentos, contiene una definicibn mas extensa, las
diferencias encontradas en todas las definiciones no son significativas ya que
en todas se exige el aporte de evidencia del cumplimiento de requisitos para
una aplicacion prevista. En términos referentes a la validacion las definiciones
no siempre son uniformes por lo cual es recomendable mantener la atencién

en el concepto y no tanto al término que lo define (Lazos & Hernandez, 2004).

Tabla 5. Definiciones de validacion
Definicion Referencia

“Verificacion (aportacion de evidencia objetiva de que un item dado
satisface los requisitos especificados), cuando los requisitos especificados (ISO 17025, 2017)
son adecuados para un uso previsto”

“Confirmacién, mediante la aportacién de evidencia objetiva, de que se han
cumplido los requisitos para una utilizacion o una aplicacién especifica (ISO 9000, 2015)
prevista”

“La evidencia documental generada a través de la recopilaciéon y evaluacion

cientificas de los datos obtenidos en la calificacién y de las pruebas

especificas, a lo largo del todo el ciclo de vida de un producto, cuya finalidad (NOM-059, 2015)
es demostrar la funcionalidad, consistencia y robustez de un proceso dado

en cuanto a su capacidad para entregar un producto de calidad”

“La verificacion de que los requisitos especificados son adecuados para un

P (VIM, 2012)
uso previsto




1.3 Importancia de la validacion

La produccioén industrial de alimentos comienza desde la recepcion de materia
prima, desde ese momento se comienzan a realizar andlisis para verificar que
se haya cumplido con lo establecido en la normatividad, desde la temperatura
y la ausencia de contaminantes fisicos, si bien estos analisis son realizados
con termometros y de manera sensorial, hay algunos que involucran un
trabajo mas a detalle en el laboratorio, un claro ejemplo de esto son las
conocidas pruebas de plataforma aplicadas a los productos lacteos (Mallqui,
2014). Después de aprobar la entrada de la materia prima los analisis
continlan no solamente enfocados a la materia prima sino ademas de todo lo
gue involucra su procesamiento como el verificar la efectividad de los
procedimientos de limpieza de las instalaciones y personal mediante el
andlisis microbiolégico (FAO, 1992). Al finalizar el procesamiento y obtener el
producto terminado se deben realizar los analisis pertinentes de acuerdo al
producto para asegurar su calidad e inocuidad ademas del Analisis Quimico
Proximal (AQP) para verificar que se cumplan con las especificaciones o
requerimientos establecidos durante la formulacion (Melo & Suéarez, 2014). La
cantidad de analisis realizados para el procesamiento de un producto
alimenticio es extenso, hay que recordar que existen una gran cantidad de
laboratorios que realizan andlisis con distintos giros, demostrando de alguna
manera, la influencia del trabajo analitico en la vida diaria. De los analisis
realizados se obtienen resultados que deben ser lo suficientemente confiables
para la toma de decisiones sin embargo, en muchas ocasiones esas
decisiones no son tomadas por el mismo laboratorio, hay que recordar que
existen laboratorios a los cuales acuden clientes que confian plenamente en
los resultados proporcionados, es en este punto cuando cada laboratorio debe
demostrar que cuenta con un dominio técnico que los clientes no tienen y
debe aplicar métodos que brinden esa confianza, es decir métodos validados
(Morrillas, 2016).



1.4 Importancia a nivel productivo

Al momento de seleccionar laboratorios para realizar calibraciones y ensayos,
se debe asegurar que sean técnicamente competentes y sean capaces de
proporcionar resultados confiables, en este sentido los laboratorios pueden
someterse a certificaciones y acreditados. La certificacion es definida como
‘procedimiento por el cual se asegura que un producto, proceso, sistema o
servicio se ajusta a las normas o lineamientos o recomendaciones de
organismos dedicados a la normalizacion nacionales o internacional” (LFMN,
2018). De acuerdo a la definicién los laboratorios pueden certificarse bajo una
norma internacional como la norma de gestion de calidad ISO 9001, sin
embargo dichas normas no evalGan la competencia técnica del mismo (IAAC,
2007).

Desde mediados de los afios 90°s, la acreditacion ha tomado gran importancia
para la importacién y exportacion de productos, la Acreditacion se define
como “el acto por el cual una entidad de acreditacion reconoce la competencia
técnica y confiabilidad de los organismos de certificacién, de los laboratorios
de prueba, de los laboratorios de calibracion y de las unidades de verificacion
para la evaluacion de la conformidad” (LFMN, 2018). A diferencia de la
certificacion, durante la acreditacién se aplican los requisitos de competencia
técnica ademas de elementos relevantes de sistemas de gestion de calidad,
tomando como referencia la ISO/IEC 17025, la cual indica el uso de métodos

validados y/o previamente verificados (Delgado, 2009).

En México la acreditacion es otorgada por la EMA la cual cuenta con un
catalogo de laboratorios acreditados catalogados en “calibracién”, “ensayo”,
“clinicos”, “investigacion” entre otros. Una busqueda en el catalogo de la EMA
para “laboratorios de ensayo” revelé que hay 162 laboratorios acreditados en
el area de alimentos, lo cual implica la validacion y/o verificacibn de los
meétodos de analisis empleados, los laboratorios acreditados pertenecen a
empresas, entidades gubernamentales y universidades, dichos laboratorios se

encuentran distribuidos en 25 estados de la republica siendo la Ciudad de
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México, Jalisco y el Estado de México los estados con la mayor presencia de

estos, tal y como se puede observar en la Figura 2 (EMA, 2019).

La Figura 3 muestra los laboratorios de ensayo acreditados en el area de
alimentos en diferentes sectores, de los 162 laboratorios acreditados 135
(83%) pertenecen al sector industrial, Sigma alimentos destaca en esta
actividad ya que cuenta con seis laboratorios acreditados distribuidos en la
republica, el resto de las empresas cuentan con una menor cantidad de
laboratorios acreditados, tres como méaximo. Las entidades gubernamentales
cuentan con 22 (14%) laboratorios acreditados donde se puede encontrar la
CONAGUA (Comision Nacional del Agua), PROFECO (Procuraduria Federal
del Consumidor), y la SS (Secretaria de Salud) por mencionar algunos, se
incluye en esta categoria a LICONSA ya que es una compafiia paraestatal, un
hecho interesante es que cuenta con diez laboratorios acreditados, siendo asi
la compafiia con el mayor nimero de laboratorios acreditados. Por su parte
las universidades UACV (Universidad del Centro de Veracruz), UAEM
(Universidad Autonoma del Estado de Meéxico), IPN (Instituto Politécnico
Nacional), UANL (Universidad Autonoma de Nuevo Ledn) y U-ERRE
(Universidad Regiomontana) han logrado la acreditacion de un total de cinco
(3%) laboratorios (EMA, 2019), la UNAM también ha logrado la acreditacion
de laboratorios sin embargo estos se encuentran en otras secciones del
catalogo de la EMA, por lo que no se incluyen en la Figura 2 y 3. LabUNAM
reporta que la UNAM cuenta con 15 acreditaciones de las cuales 11
pertenecen a la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la
industria de la Facultad de Quimica en los laboratorios de Microscopia,
Espectroscopia (2), Analisis Térmico, Resonancia (2), Difraccion de Rayos x
(2), Analisis Elemental, Espectrometria de Masas y Reologia. Tres
acreditaciones mas pertenecen a la Facultad de Quimica en el laboratorio de
Biogeoquimica Ambiental, la Unidad de Metrologia y la Unidad de Diagnostico
Preclinico. Una acreditacion pertenece al Instituto de Ciencias Aplicadas y
Tecnologia (UNAM, 2019A).
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Figura 2. Distribucion de laboratorios de ensayo en el area de alimentos acreditados
por la EMA en México hasta julio del 2019
Elaboracién propia a partir de la informacion de (EMA, 2019)



= Industria
= Entidades gubernamentales

= Universidades

Figura 3. Laboratorios de ensayo en el area de alimentos acreditados en diferentes
sectores
Elaboracién propia a partir de la informacion de (EMA, 2019)

Respecto al catalogo de la EMA los laboratorios han validado/verificado 2795
meétodos, los cuales son en mayor medida NOM (50.6%) y en menor medida
en los métodos de las NMX (15.4%), AOAC (8.6%), Asociacion Americana de
Salud Pdblica (APHA, por sus siglas en inglés American Public Health
Association) (7.5%), Agencia de Proteccion del Medio Ambiente (EPA, por sus
siglas en inglés Environmental Protection Agency) (2.9%), ISO (1.9%),
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés
Food and Drug Administration) (1.1%), UNE (Normalizacion Espafiola) (0.3%)
y CODEX ALIMENTARIUS (0.2%). El resto de los métodos (11.5%) son
meétodos desarrollados por el mismo laboratorio y métodos que el mismo
laboratorio indica ser una modificacién o adaptacién de algun método emitido
por algunos de los organismos mencionados anteriormente, los cuales de
acuerdo a las recomendaciones son métodos que deben someterse a
validacion (ver seccion 2.1) (EMA, 2019).

La Tabla 6 contiene los 20 métodos mas verificados de las NOM por los

laboratorios acreditados, se puede observar que hay una mayor inclinacion
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hacia el area microbiolégica ya que dentro de los 20 métodos mas verificados,

12 son métodos microbiolégicos, de algunas NOM se han verificado mas de

un método tal

y COmO ocurre en

la NOM-201-SSA1-2015, la cual ha

presentado métodos de analisis verificados diferentes a los microbiol6gicos

como lo son la espectrofotometria UV-Visible y la potenciometria, el resto de

los métodos que no se incluyen en la lista pertenecen a técnicas de CLAR,

CG, Turbidimetria, ELISA, comparacién visual, microscopia y métodos

cualitativos (EMA, 2019).

Coliformes, Escherichia coli,

NOM-210-SSA1-2014 231 Microbioldgico Salmonella spp, S. aureus y L.
monocytogenes
NOM-092- SSA1-1994 103 Microbiolégico Bacterias aerobias
NOM-113- SSA1-1994 95 Microbiolégico Coliformes
NOM-111- SSA1-1994 91 Microbiolégico Mohos y levaduras
NOM-201-SSA1-2015 66 UV — Vis Nitritos, Nitratos, Boro y cianuros
Coliformes, bacterias aerobias,
NOM-243-SSA1-2010 55 Microbioldgico mohos, levaduras, Salmonella spp,
Vibrio cholerae y S. aureus
NOM-116- SSA1-1994 46 Gravimétrico Humedad
Coliformes, bacterias aerobias,
NOM-247-SSA1-2008 36 Microbiolégico mohos, levaduras, niacina
Salmonella spp, S. aureus y acido
félico
NOM-117- SSA1-1994 35 AA Cd, As, Pb, Cu, Fe, Zn, Sny Hg
NOM-086-SSA1-1994 34 Gravimétrico Grasa
Vibrio cholerae, mesofilicos
. e anaerobios, mesofilicos aerobios,
NOM-242-55A1-2009 28 Microbiologico termofilicos anaerobios, termofilicos
aerobios y coliformes
NOM-114- SSA1-1994 27 Microbiol6gico Salmonella
NOM-115- SSA1-1994 26 Microbioldgico Staphylococcus aureus.
Mesofilicos anaerobios, mesofilicos
NOM-130- SSA1-1995 21 Microbioldgico aerobios, termofilicos anaerobios y
termofilicos aerobios
NOM-112- SSA1-1994 18 Microbiol6gico Coliformes
NOM-201-SSA1-2015 18 Potenciometrico Fluoruros
y UV-vis
NOM-086-SSA1-1994 17 Volumetria Reductores
NOM-155-SCFI-2012 17 Volumetria Acidez y reductores
NOM-131-SSA1-2012 14 Microbiolégico Vitaminas B3, BQ_, Bacterias aerobias
y coliformes
NOM-201-SSA1-2015 14 Microbiologico ~_Mesofilos aerobios, Pseudomonas

aeruginosa y esporas de Clostridium

14



1.5 Importancia a nivel académico

Tal es la importancia de la VMA en la cotidianidad de la vida profesional de un
quimico, que el niumero de trabajos de titulacion por tesis encontrados en
TESIUNAM en el periodo de 1984 hasta julio de 2019 fue de 509 con dicho
tema (UNAM, 2019B), la Figura 4 revela que la VMA es tema frecuente de

tesis a partir de 1988, manteniéndose como un tema vigente en la actualidad.

2019 DTS

2018 IS 16

2017 IEEEEEE— 2.1
2016 I 12

2015 I 14

2014 IEE— 1 5

2013 T 20

2012 EEEEEEEEEEEEEEE— 16

2011 I 2.6
2010 I ] 3

2009 I 1 6

2008 I 21
2007 IE— 2.3
2006 I 2 2
2005 I 1.8

2004 I— 1.7

2003 I ] 3

2002 TS 10

2001 I ]2

2000 I 4

1999 IS 3

1998 I 12

1997 IS 10

1996 I 23
1995 I 19

1994 IIEE— 1.8

1993 III— 1.8

1992 I 2.6
1991 I ]2

1990 I 2 D
1989 I 11

1988 I 3

1987 mm 1

1986 I 3

1985 mm 1

1984 mm 1

Figura 4. Tesis de validacién de métodos analiticos en el periodo 1984-julio de 2019
Elaboracién propia a partir de la informacion de (UNAM, 2019B)
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Las 509 tesis encontradas se clasificaron por campus, carrera, tema y
meétodo, como se puede observar en la Figura 5, los registros en TESIUNAM
indican que el 53.4% de estos trabajos se desarrollan en la Facultad de
Quimica, seguida de la Facultad de Estudios Superiores (FES) campus
Zaragoza y Acatlan con 129 y 68 tesis registradas correspondientes al 25.3%
y 13.4% respectivamente, posteriormente con un 7.1% se encuentran otras
facultades y universidades como la Facultad de medicina Veterinaria y
Zootecnia, FES lztacala y la Facultad de Medicina asi como la Universidad del
Valle de México, la Universidad Autonoma de Guadalajara, la Salle, la
Universidad Femenina de México y la Universidad Motolina cuyo tema fue
desarrollado con programas incorporados a la UNAM, finalmente en la
categoria de Institutos se encuentran registradas cuatro tesis
correspondientes al 0.8%, los Institutos involucrados son el Instituto de
Geologia, Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia y el Instituto de
Biotecnologia (UNAM, 2019B).

= FQ
= FES-Z
= FES-C
otras universidades

m |nstitutos

Figura 5. Tesis desarrolladas en los diferentes campus de la UNAM
Elaboracién propia a partir de lainformacion de (UNAM, 2019B)
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La Figura 6 representa la distribucién de los trabajos de tesis de VMA por
carrera. Se encontré que el 97.4% de las tesis que son desarrolladas en
licenciatura, la carrera de Quimico Farmacéutico Bidlogo es la que genera la
mayor cantidad de estas tesis contando con 419, correspondientes al 82.3%,
posterior a esto se encuentra la carrera de Quimico con 26 tesis
correspondientes al 5.1%, en menor medida se encuentra la carrera de
Quimica de Alimentos contando con 22 tesis correspondientes al 4.3%, a la
par con el mismo numero de tesis se encuentra la categoria de “otros”, con
carreras como ingenieria de alimentos, médico, Meédico Veterinario
Zootecnista, Odontologia y Biologia, los posgrados cuentan con 13 tesis
correspondientes al 2.6% perteneciendo 12 tesis a Maestrias y una a
Doctorado, finalmente se encuentra Ingenieria Quimica con 7 tesis
correspondientes al 1.4% (UNAM, 2019B).

2~6%-\ 1.4%

4.3%

= QFB
=Q
= QA
otros
= posgrados

= |Q

Figura 6. Tesis de validacion de métodos analiticos por carrera
Elaboracién propia a partir de lainformaciéon de (UNAM, 2019B)

Los Figura 7 representa los temas en los cuales la VMA se ha desarrollado
con mayor frecuencia, 401 tesis han tomado un enfoque orientado a la
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medicina, salud y farmacia, gran parte de ellas validan y desarrollan métodos
para la determinacion de algun principio activo dentro de una formulacién
farmacéutica, otras buscan comparar entre métodos y en menor medida el
estudio teorico de la validacion. El resto de las tesis han tomado diferentes
enfoques, pero no menos importantes, en alimentos algunas buscan
determinar vitaminas, las que se encuentran en ambiente buscan determinar
contaminantes del aire, agua y suelo, en microbiologia se busca la validacién
de meétodos actualizados, en la categoria de otros se encuentran algunas
orientadas a la ensefianza de la validacion y otras enfocadas en salud animal,
finalmente en mineria se busca determinar residuos altamente contaminantes

resultantes de los procesos (UNAM, 2019B).
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Figura 7. Tesis de validacién de métodos analiticos por tema
Elaboracién propia a partir de la informacion de (UNAM, 2019B)

La Figura 8 representa las diferentes tecnicas analiticas que fueron utilizadas
en el desarrollo de las tesis, siendo CLAR acoplada a diferentes tipos de

detectores y la Espectrofotometria UV- Visible las mas empleadas y las que
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cubrieron una mayor cantidad de temas, el resto de las tesis que no se

incluyen en el grafico desarrollaron temas que no incluyen tecnicas de analisis

instrumental (UNAM, 2019B).

PCR B 8
Electroforesis [l 12
Absorcién atémica 1l 14
Microbiologia [l 14
cG B 19
otras 1 28
Titulometria NN 39
uv-vis I 109
CLAR |, 252

Figura 8. Técnicas analiticas empleadas
Elaboracién propia a partir de la informacion de (UNAM, 2019B)
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CAPITULO 2. LA VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

2.1 ¢Cuando validar un método?

Ha quedado clara la definicion de VMA y la importancia que esta tiene en la
vida diaria, sin embargo, surge una nueva interrogativa, ¢Cuando validar un
meétodo?, antes de dar respuesta a esta interrogativa se debe definir a que se

le conoce como método normalizado:

Un método normalizado es un método analitico desarrollado y validado por un
organismo de normalizacion AOAC, ISO, EPA u otro organismo reconocido
cuyos métodos son generalmente aceptados por el sector técnico

correspondiente.
(OGA, 2007).

Los métodos normalizados son métodos desarrollados y validados
previamente por un ONN u otro organismo reconocido, por lo que ya
establecen el procedimiento de analisis para su aplicacion rutinaria en los
laboratorios previa verificacion del mismo bajo sus condiciones. Cabe resaltar
gue existe una controversia respecto a la validacion debido a que cabe la
interpretacion de que cuando un método se incluye en una norma es
denominado método normalizado, no es ya necesaria su validacién solo su
verificacion (también conocida como validacion secundaria) (Lazos &
Hernandez, 2004).

Una vez aclarado que es un método normalizado se procede a dar respuesta
a la interrogativa, se debe validar un método analitico cuando se esté
trabajando con métodos (ISO 17025, 2017):

e No normalizados.
e Desarrollados por el mismo laboratorio.

e Normalizados usados fuera de su ambito de aplicacion.
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¢ Normalizados ampliados o con modificaciones de los mismos.

Ademaés de considerar los puntos mencionados, se debe validar un método
cuando es necesario demostrar la equivalencia de los resultados obtenidos

por dos métodos, uno recién desarrollado y uno existente (Morrillas, 2016).

2.2 Guias de validaciéon en alimentos

La VMA es un tema complejo y en muchas ocasiones a los laboratorios que
se encuentran en proceso de acreditacion les es dificil establecer la diferencia
entre validacion y verificacion. La validacion es la evaluacion rigurosa de los
parametros de desempefio seleccionados para un método que se encuentra
en proceso de normalizacién, una vez que se ha validado se elabora el
procedimiento normalizado especificando los parametros a evaluar. En la
verificacion se evalUan los pardmetros que estan especificados en el método
normalizado, para observar si éste cumple con los requisitos en el
medioambiente de trabajo (Delgado, 2009). La Tabla 7 se presentan los
pardmetros de desempefio a evaluar recomendados por distintas

organizaciones segun se trate de una validacion o verificacion.

Tabla 7. Parametros de desempefio a evaluar

Parametro Validacion Verificacion Validacion Verificacién Validacion Verificacion Verificacién
(EMA, (EMA, 2018)  (CCAYAC-  (CCAYAC-P- (FAO, (FAO, 2005) (CODEX)

2018) P-058, 058, 2011) 2005)
2011)

Recuperacién

X X X X X X X
Limite de
- X X X X X X
deteccion
Limi
.t.e d?, X X X X X X
cuantificacion
Reproducibilidad
X X X X X X X
R ibili
epetibilidad X X % X %
Interv i
tervalo Imgaly X X X X X X
de trabajo
Incertidumbre X X X X X
Sesgo X X X X
Sensibilidad
X X X
Selectividad
X X X X
Robustez X X X X

X: evaluar
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Debido al uso de métodos analiticos en la vida diaria y la importancia que
implica la validacién de los mismos, diversas dependencias que se dedican al
desarrollo de métodos de analisis como la AOAC, CODEX, EPA y FDA han
emitido guias y textos de apoyo (una o mas) para la VMA al igual que la
Eurachem, FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién por sus siglas en inglés Food and Agriculture Organization of the
United Nations) y el CNQFB (Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos

Bidlogos), algunas guias y textos se encuentran contenidas en la Tabla 8.

Recientemente algunas publicaciones han propuesto diagramas de flujo, para
proporcionar una mejor orientaciéon de como realizar la VMA, tal y como lo
expone (Morrillas, 2016) y (Srivastava, 2017). La Figura 9 es un diagrama de
flujo propuesto por la Eurachem para llevar a cabo la validacion. Al ser
necesaria la ejecucion de un analisis para la deteccion de analitos en
particular, se deben establecer los requisitos analiticos que definiran los
parametros de desempefio a evaluar (ver capitulo 3). Para dar respuesta a los
requisitos se debe identificar algiin método existente (se debe considerar la
existencia de meétodos obligatorios por normatividad) o si es nhecesario
desarrollar uno o modificar otro. Posteriormente se evalla el desempefio del
método y si se adecua al uso, se elabora el informe de validacion y es posible
usar el método. En caso de que el método no tenga un desempefio adecuado
y por lo cual no sea adecuado al uso, no es caso perdido, ya que es posible
continuar con el desarrollo y reestablecer los requisitos analiticos hasta que el

método demuestra su capacidad de cumplir el requisito (Morrillas, 2016).

Respecto a los alimentos se puede encontrar informacién de paradmetros de
validacion en el Procedural manual de la Comisién del Codex Alimentarius
(CAC por sus siglas en inglés) en su vigésimo séptima y mas reciente edicién,
en el describen los fundamentos juridicos y el funcionamiento practico de la
comision y de sus oOrganos auxiliares, asi como la importancia que tiene
conocer el manual para poder participar eficazmente en la labor de la

comision.
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Tabla 8. Principales guias

textos de apoyo a la VMA

Dependencias Contenido
AOAC INTERNATIONAL Methods Committee Guidelines for Definiciones y caracteristicas de los parametros de desempefio
Validation of Microbiological Methods for Food and Environmental aplicables a métodos microbioldgicos, incluye algunas féormulas y
Surfaces. ejemplos (AOAC INTERNATIONAL, 2012).
Appendix F: Guidelines for Standard Method Performance Incluye definiciones, recomendaciones para la evaluacion, formulas
AOAC Requirements e intervalos calculados con la ecuacion de Horwitz (AOAC
INTERNATIONAL, 2016).
AOAC INTERNATIONAL Guidelines for Single Laboratory Definiciones, formulas y algunos criterios de aceptacion (AOAC
Validation of Chemical Methods for Dietary Supplements and INTERNATIONAL, 2002).
Botanicals.
Guia de validacién de métodos analiticos editada por el Colegio Definiciones, clasificacion de métodos, parametros de desempefio a
CNQFB Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, A.C. estudiar de acuerdo a la funciéon, metodologias, formulas y criterios
de aceptacién (CNQFB, 2002).
Procedural Manual. Establecimiento de valores numéricos a los parametros de
CODEX desempefio de acuerdo al LM, formulas y ejemplos (CAC, 2019).
Guidelines on analytical terminology. Definiciones de los parametros de desempefio (CAC, 2009).
Validation and Peer Review of U.S. Environmental Protection Definiciones de los parametros de desempefio, importancia de
Agency Chemical Methods of Analysis. estudios interlaboratorio (FEM, 2005).
EPA Method Validation of U.S. Environmental Protection Agency Definiciones y caracteristicas de los parametros de desempefio
(EPA) Microbiological Methods of Analysis. aplicables a métodos microbioldgicos, incluye algunas foérmulas
(FEM, 20009).
La adecuacion al uso de los métodos analiticos — Una Guia de Panorama general de la VMA, definiciones de los parametros de
Eurachem laboratorio para la validacion de métodos y temas relacionados. desempefio, herramientas de validacion, metodologia recomendada
y férmulas (Morrillas, 2016).
FAO Desarrollo de un sistema integral de aseguramiento de calidad Definiciones, BPL (buenas practicas de laboratorio) y algunas
para laboratorios de analisis de alimentos en América del Sur. férmulas (FAO, 2005).
Guidelines for the Validation of Chemical Methods for the FDA Definiciones, herramientas de validacion, parametros aplicables a
FDA FVM Program. métodos cuantitativos y cualitativos y Criterios de aceptacion (FDA,
2015).
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El CODEX ha sido organizado en secciones las cuales han variado conforme
la edicién, siendo siete en la vigésimo séptima edicion y un apéndice, en la
primera seccion se aclara que las normas y textos afines del Codex no
sustituyen ni son una solucién alternativa a la legislacion nacional, que las
leyes y procedimientos administrativos de cada pais contienen disposiciones
gue es necesario cumplir sin embargo, el objeto de su publicacién es que sirva
de guia y fomente la elaboracion y el establecimiento de definiciones y
requisitos aplicables a los alimentos para facilitar su armonizacion y asi
facilitar el comercio internacional, la proteccion a la salud del consumidor y
asegurar la aplicacion de practicas equitativas en el comercio de los alimentos
(CAC, 2019).

~ - R
Necesidad del cliente
a resolver.
Establecer requisitos

L anallilcos )
Identificar/modificar
. : Evaluar el .
un método existente N . Continuar con €l
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o desarrollar un "|desarrollo del método

. metodo
nuevo método

ZEl ¢ Revision ,Es

método se de factible un
adecua al requisitos desarrollo
uso? analiticos? mayor

Edicion del informe Redefinir requisitos
de validacién h analiticos NO
Y A4
~ ™

Imposible utilizar el

Utilizar el método A
método

Figura 9. Proceso de validacion de métodos
Adaptada de (Morrillas, 2016)
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CAPITULO 3. PARAMETROS DE VALIDACION

Para el desarrollo del presente capitulo se tomé como principal referencia la
seccion dos del Procedural Manual (CAC, 2019), dentro de la seccion dos del
se pueden encontrar criterios generales que deben seguir los comités del
Codex para la elaboracion de normas de la institucion, indica que se debe
tener preferencia sobre aquellos métodos oficiales de analisis elaborados por
organizaciones internacionales que se ocupan de un alimento o un grupo de
alimentos, también indica que se debe tener preferencia sobre los métodos de
analisis que puedan aplicarse uniformemente a varios grupos de productos y
no solo a uno, de la misma manera indica que se dara preferencia a los
meétodos de analisis cuya seguridad haya sido establecida en relacion con los
parametros de desempefio. La CAC sefiala que en el caso de los métodos de
analisis tipo Il Y Il (Tabla 9) se podran identificar criterios y cuantificar valores
para incorporarlos en la norma Codex con que se esté trabajando (CAC,
2019).

Tabla 9. Clasificacion de métodos analiticos segun la CAC

Método Definicion

Método que determina un valor al que puede llegarse sélo mediante la aplicaciéon del

Métodos de . o o bt .
L método en cuestion y que, por definicion, es el unico método para establecer el valor
definicion . . . ) P
(Tipo I aceptado del parametro medido. Ejemplos: Recuento de mohos de Howard, indice
Reichert-Meissl, pérdida por desecacion, sal en la salmuera por densidad.
. Se utilizan cuando no se aplican los métodos del Tipo I. Se seleccionan de entre los
Métodos de . ) . i ) .
referencia métodos del Tipo Il (segin se definen mas adelante). Se recomendard su uso en
(Tipo Il casos de controversia y para fines de verificacion. Ejemplo: Método potenciométrico
P para haluros.
Métodos Son los que satisfacen todos los criterios exigidos por el Comité sobre Métodos de

alternativos  Andlisis y Toma de Muestras para los métodos que pueden emplearse para fines de
aprobados control, inspeccion o reglamentacion. Ejemplo: Métodos de Volhard o método de Mohr
(Tipo III) para cloruros.

Son los que se han empleado tradicionalmente o han comenzado a emplearse

Métodos recientemente pero respecto de los cuales el Comité sobre Métodos de Andlisis y
provisionales Toma de Muestras no ha determinado todavia todos los criterios que deben satisfacer
(Tipo IV) para su aceptacion. Ejemplo: cloro por fluorescencia de rayos X, determinacién de la

presencia de colores sintéticos en alimentos.

Fuente: Adaptada de (CAC, 2019).
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3.1 Ecuacion de Horwitz

Es posible asignar valores numéricos a los parametros de aplicabilidad, el
Limite de Deteccion (LD), el Limite de Cuantificacion (LC), la precision y la
recuperacion (ver seccion 3.2-3.6) haciendo uso de ecuaciones sencillas
(aplicabilidad y precision conllevan el uso de la ecuaciéon de Horwitz) y
conociendo el LM, el LM tiene diversos significados como nivel maximo, nivel
minimo, nivel regulado o grado de concentracion (CAC, 2019) esto debido a la
concentracion que se haya establecido tenga el analito de interés en el
producto por ejemplo, para la leche pasteurizada entera se ha establecido por
normatividad una concentracion “minima” de grasa de 30g/L por lo cual seria
llamado nivel minimo, mientras que para la leche pasteurizada descremada se
ha establecido una concentracion “maxima” de grasa de 5g/L por lo cual seria
llamado nivel méximo, existen diversas formas de llamar al LM a pesar de que
se trata de la misma sustancia (NOM-155, 2012). El uso de la ecuacion de
Horwitz en laboratorios de ensayo ha tomado gran relevancia, algunas
entidades como el Codex Alimentarius y la Asociacion Nacional de
Autoridades de Prueba (NATA, por sus siglas en inglés National Association of
Testing Authorities), reconocen a la ecuacibn de Horwitz como un
constituyente relevante en la estimacion de la incertidumbre analitica (Rivera
& Rodriguez, 2010). En 1980 Horwitz, Kamps y Boyer comprobaron, a través
de un estudio estadistico con una serie de datos provenientes de ensayos de
interlaboratorios organizados por la AOAC, que a medida que la concentracion
del analito disminuia la Desviacion Estandar Relativa (DER) aumentaba

comportandose como en la Figura 10 (Rivera & Rodriguez, 2010).
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Figura 10. Trompeta de Horwitz
Tomada de: (Rivera & Rodriguez, 2010).

A partir de esto fue posible establecer la DER bajo condiciones de
reproducibilidad (ecuacién 1) dénde PRSDr es la desviacion estandar de la
reproducibilidad prevista o calculada (DER en nomenclatura Codex) y C es el
coeficiente de concentracion. En 2006 Horwitz aclar6 que la trompeta de
Horwitz no es aplicable para determinados métodos analiticos donde los
analitos dependen de detalles especificos del método como humedad, cenizas
y fibra, tampoco es aplicable para analitos indefinidos como polimeros,
enzimas y varias biomoléculas y métodos fisicos como densidad, viscosidad y

peso drenado (Rivera & Rodriguez, 2010).
PRSDR (%) = 2(170-51080) (1)

En 1999 Michael Thompson transformd la ecuacién (1) en una forma
equivalente ecuacion (2), conocida como la ecuacién de Horwitz - Thompson
(Rivera & Rodriguez, 2011).
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PRSDR(%) = 100 * STR — 9 (~0.1505) )

Thompson reportd que para concentraciones menores de 120 pg/kg la PRSDr
segun lo predicho por la ecuacion de Horwitz es menos aplicable y sugirid
usar un valor fijo de 22% (ecuacioén 3) (Van den & Mol, 2017).

PRSDg(%) = 22% 3)

La DER ha sido propuesto para evaluar el desempefio de las pruebas
interlaboratorio para lo cual se disefi¢ la relacion HorRat (ecuacién 4), en la
practica los valores aceptables oscilan entre 0.5 y 2, un valor menor a 0.5
puede indicar promedios no reportados o0 excelente entrenamiento, valores
superiores a dos indican la no homogeneidad de las muestras, necesidad de
mejorar el método, necesidad de mejorar el entrenamiento, operaciones bajo
el limite de cuantificacibn o un método no satisfactorio (Rivera & Rodriguez,
2010).

RSDg
PRSDg

(4)

También se ha indicado que si el valor de Si HorRat es << 1, se sospecha que
el ensayo de colaboracion no fue realizado correctamente y proporciona
valores de precisibn que son demasiado optimistas debido a menos
participantes. Si HorRat esta cerca de 1, la precision del método en términos
de reproducibilidad esté cerca al valor predicho. Si HorRat es >> 1, el método
analitico es indudablemente sospechoso debido a deficiencias de método o
debido a interferencias, contaminaciones o no homegeneidad de la muestra
(Haustein, 2015).

3.2 Aplicabilidad

En el sector alimenticio se utiliza el término de aplicabilidad como sinébnimo de
alcance, es definido como las concentraciones del analito para las cuales el
meétodo de andlisis se puede usar satisfactoriamente, la aplicabilidad

contempla las interferencias que pueden presentarse a bajas y altas
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concentraciones al momento de realizar un analisis, el método debe ser
aplicable en la matriz, categoria de producto o alimento especificado
(Morrillas, 2016). La aplicabilidad se trabaja como un intervalo por encima y
del LM establecido, y por debajo del mismo (pero por encima del LD Y LC los
cuales de acuerdo al Procedural manual pueden ser usados para establecer el
limite inferior ver seccién 3.3 y 3.4), de dicho intervalo el limite superior pocas
veces actuara como factor limitador. El intervalo de concentracion minimo
aplicable debe equivaler a un intervalo que contenga una fraccion importante
de la variacion esperada en los resultados similar al LM especificado, esto

como consecuencia de la incertidumbre de la medicion (CAC, 2019).

e Paraun LM =107, el intervalo minimo aplicable debe ser: LM * 3sr

e Paraun LM <107, el intervalo minimo aplicable debe ser: LM * 2sr

Las expresiones anteriores ayudan a establecer valores numéricos al Intervalo
minimo aceptable, se debe contemplar el LM y la desviacion estandar de la
reproducibilidad (sr), los nUmeros que acomparfan a la desviacion estandar se
conocen como factor de cobertura, un factor de cobertura de 2 equivale a un
nivel de confianza del 95% aproximadamente, un factor de cobertura de 3
equivale a un nivel de confianza del 99% aproximadamente. Se recomienda
aplicar un factor de cobertura de 3 a los coeficientes de concentracion iguales
o mayores que 0.1 mg/kg. Cuando las concentraciones sean inferiores a 0.1
mg/kg, se aconseja emplear un factor de cobertura de 2, ya que el factor de
cobertura de 3 dificultaria la identificacion de determinados analitos debido al

bajo nivel en el que se encuentran (CAC, 2019).

Cuando se conoce el LM la DER puede calcularse basandose en la ecuaciéon
(2) de Horwitz-Thompson, siempre y cuando los coeficientes de concentracion
sean 2 107 (= 0.1 mg/kg) (CAC, 2019). Retomando la ecuacion (2)

PRSDx(%) = 100 * STR _ 2(~0.1505 @)
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Donde:

PRSDr: la desviaciéon estandar relativa “prevista”
sr: la desviacidn estandar prevista

c:eselLM

C: coeficiente de concentracién del LM (Cwm)

Tras reestructurar la ecuacion en lo que respecta a sr, se obtiene la ecuacién

siguiente:

cx2C—0-1505
Sp = ~ 100 (5)

Al sustituir

S _ LMx2C[§150 ©)
R ™ 100

Finalmente para un LM = 107 (0.1 mg/kg), el intervalo minimo aplicable debe

Ser.

0.1505

LM +3 LM*2C[y @)
100

Para coeficientes de concentracién < 10”7 (0,1 mg/kg), se aplica la teoria de
Thompson (ecuacién 3), esto es,
PRSDRr(%) = 22% (3)

Al igualar con la ecuacién de Horwitz y Thompson se obtiene

22 =100 x STR (8)

Tras reestructurar la ecuacion en lo que respecta a sr, se obtiene la ecuacion
siguiente
Sgp =022 LM (9)

Finalmente para un LM < 107 (0.1 mg/kg), el Intervalo minimo aplicable debe

ser.
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LM + 2(0.22 x LM) (10)

Realizar el célculo para establecer el Intervalo minimo aplicable es muy
sencillo, basta con utilizar las ecuaciones (7) y (10), la Tabla 10 incluye
algunos valores calculados para LM especificos.

Tabla 10. Intervalo minimo aplicable para LM establecidos

0.01
Cum 10 10° 107 10° 10 10 10 102
"r:l,enri"n?l)o 0.0006-  0.006- 0.03- 0.52- 6.6- 76- 0.83- 8.8-
) 0.0014 0.014 0.17 1.48 13.3 124 12 11
aplicable

Fuente: Adaptada de (CAC, 2019)
3.3 Limite de deteccidn (LD)

El Limite de deteccidn, es la concentracion o cantidad de analito en el material
a analizar que es mas grande que el blanco (CAC, 2009). Una definicion mas
clara la proporciona el CENAM (Centro Nacional de Metrologia) y EMA, se
trata de la concentracidn minima de analito en la matriz de una muestra que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo condiciones
analiticas especificas (CENAM & EMA, 2008A). En términos generales, el LD
es aquella concentracibn que proporciona una sefial significativamente
diferente del blanco y ruido de fondo (Miller & Miller, 2002).

El LD es un pardmetro que puede resultar afectado por cambios menores del
sistema analitico tales como temperatura, pureza de los reactivos, efectos de
matriz y condiciones instrumentales, por lo tanto, es importante que este
pardmetro sea siempre verificado por laboratorios que hayan adoptado
métodos previamente validados (UNODC, 2010). Cabe aclarar que existe una
diferencia entre el LD del método y el LD del instrumento, el cual puede
basarse en el andlisis de una muestra omitiendo el paso de preparacion o en
una relacion sefial ruido (Morrillas, 2016). Es posible establecer el valor del LD
conociendo el LM, el LD no debe ser mas de una décima parte del LM

especificado para niveles iguales o mayores que 0,1 mg/kg, y no mas de una
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guinta parte del LM especificado por debajo de 0,1 mg/kg, tal y como se indica
en las expresiones 11y 12, la Tabla 11 presenta valores calculados para LM
especificos (CAC, 2019).

e Respecto de un LM = 0,1 mg/kg, LD < LM- 1/10. (12)
e Respecto de un LM < 0,1 mg/kg, LD < LM- 1/5. (12)

Tabla 11 Valores calculados del LD para LM establecidos

0.01

LD (s
mg/kg)
Fuente: Adaptada de (CAC, 2019)

0.0002 0.002 0.01 0.1 1 10 100 1000

Experimentalmente el LD se obtiene a partir de los resultados de entre 6 y 15
réplicas de medida (10 para casos de validacion), las medidas replicadas
deben ser de muestras blanco, es decir matrices que no contengan
cantidades detectables del analito o de muestras de ensayo con una baja
concentracion del analito, el uso de blancos es ideal para los casos de
espectrometria y espectroscopia atbmica y muestras fortificadas cercanas del
LD para técnicas como la cromatografia, cuando no se dispone de muestras
blanco es posible usar blancos de reactivos. Una vez realizadas la replicas se

obtiene de los datos la desviaciéon estandar S, la cual es ajustada S, y es

usada para calcular el LD, la Tabla 12 muestra la determinacién experimental
(Morrillas, 2016).

Tabla 12. Determinacion experimental del LD

Qué hacer Cuantas Calculos
veces
Mediciones de 10 Calcular la  Ajustar la desviacidn estandar haciendo uso de la
muestras desviacion ecuacion 13 (cuando no se requiere correccion de
blanco estandar los resultados por uso de blanco) o 14 (cuando se

necesita requiere correccion de los resultados por

uso de blanco), finalmente calcular el LD utilizando
la ecuacion (15).

La desviacion estandar se expresa en unidades de
concentracién sin embargo, cuando se expresa en
ambito de sefial se debe utilizar la ecuacion (16).

Fuente: adaptada de (Morrillas, 2016)
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/ S ’ ’1 1

LD =3(S)) (15) LD =yg + (3S))  (16)
Donde

Sy: desviacion estandar ajustada So: desviacion estandar
nb: NUmero de observaciones del blanco n: nimero de réplicas

ys: sefial del blanco

Se presenta un ejemplo del calculo en el cual se analiza una muestra blanco y
se hacen diez mediciones independientes. El promedio reportado de las
mediciones es de 2 mg/kg y una desviacion estandar de 1 mg/kg. El
procedimiento se realiza una vez y se indica que los resultados deben
corregirse por una unica muestra blanco (Morrillas, 2016). Al ser necesaria la
correccion se emplea la ecuacion (14) para calcular la desviacion estandar
ajustada y posteriormente la (15) para calcular el LD (también es posible
calcular el LC a partir de la desviacion estandar ajustada obtenida, ver seccion
3.4).

So =S 1+1— ! 1_14mg
070 In ", T Y1 17 kg
myg

LD = o) = 4.2
3(50) = 427

3.4 Limite de cuantificacion (LC)

Se define como una caracteristica de rendimiento del método, generalmente
expresada en términos de seflal o valor de medicion, que producira

estimaciones con una DER especifica, comunmente 10% o 6% (CAC, 2009).
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También se define como aquel valor de concentracion minimo que puede
obtenerse con una imprecision aceptable (CENAM & EMA, 2008A).

Es posible establecer el valor del LC conociendo el LM. El LC no debe ser
mas de una quinta parte del LM especificado para niveles iguales o mayores
qgue 0,1 mg/kg, y no debe ser mas de dos quintas partes del LM especificado
por debajo de 0,1 mg/kg tal y como se indica en las expresiones 17 y 18, la

Tabla 13 muestra valores calculados para LM especificos (CAC, 2019).
e Respectode un LM 20,1 mg/kg, LC < LM- 1/5 a7

e Respecto de un LM < 0,1 mg/kg, LC < LM- 2/5 (18)

Tabla 13. Valores calculados del LC para LM establecidos

LM mg/kg a/kg
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1 10
<
LC (s 0.0004 0.004 0.02 0.2 2 20 200 2000
mg/kg)

Fuente: Adaptada de (CAC, 2019)

La determinacion experimental del LC es idéntica a la determinacion
experimental del LD (ver seccion 3.3), en cuanto a los calculos la similitud solo
llega hasta la obtencion de la desviacion estandar ajustada, al final esta debe
multiplicarse por un factor ko, cuyo valor es usualmente de 10 (ecuacién 19)
para la obtencion del LC. El valor por defecto para kq es 10 y si la desviacion
estdndar casi constante a bajas concentraciones este multiplicador
corresponde a una DER de 10 %. Los multiplicadores 5 y 6 ha sido usados
ocasionalmente lo cual corresponde a valores de DER de 20 % y 17 %

respectivamente (Morrillas, 2016).
LC = kqy(sg) (29)

Se presenta un ejemplo en el cual se analiza una muestra blanco y diez
mediciones independientes de una muestra blanco. El promedio reportado de
las mediciones es de 2 mg/kg y una desviacion estandar de 1 mg/kg. El

procedimiento se realiza dos veces y se indica que los resultados deben
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corregirse por una dos muestras blanco (Morrillas, 2016). Al ser necesaria la
correccion se emplea la ecuacion (14) para calcular la desviacion estandar
ajustada y posteriormente la (19) para calcular el LC (también es posible
calcular el LD a partir de la desviacion estandar ajustada).

So=S 1+1—1 1+1—1mg
070 In " np T T2 27 T kg

mg
LC =10(Sy) = 10—
(59 =107

3.5 Precision

Se define como la cercania del acuerdo entre los resultados independientes
de prueba/medicién obtenidos bajo condiciones estipuladas (CAC, 2009).
Considerar la precision surge debido a que las determinaciones analiticas que
se realizan con materiales y condiciones idénticas de trabajo, en general, no
arrojan los mismos resultados, lo cual es atribuible a los inevitables errores
aleatorios de cada proceso de determinacion tales como el analista, equipo y
calibracion del mismo, medio ambiente y tiempo que separa a las mediciones
dado que dichos factores no pueden ser controlados completamente
(Fernandez, 2004). El valor numérico de la precision en condiciones de
reproducibilidad se obtiene al comparar la DER obtenida (RSDr) con la DER
prevista (PRSDRr). Segun Horwitz, el valor HorRat deberia ser < 2 (ecuacion 4)
(ver seccion 3.1) obteniéndose la expresion (20), entonces se calcula la
PRSDr con la ecuacién de Horwitz y Thompson y se multiplica por dos, asi la
RSDr debe ser igual 0 menor a ese valor. La Tabla 14 contiene los valores de
precision calculados para LM establecidos (CAC, 2019). Para concentraciones
menores de 120 pg/kg la PRSDr usa un valor fijo de 22% (ver seccion 3.1),
por lo cual la RSDrtoma un valor fijo de 44.

RSDg
PRSDg = (4)
RSDp < 2 * PRSDg (20)
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Tabla 14. Valores calculados del RSDR para LM establecidos
mg/kg

0.001 0.01 0.1 100

RSDr (%) £ 44 44 44 32 22 16 12 8 6 4

" Fuente: Adaptada de (CAC, 2019)

Existen tres formas de precision: repetibilidad, precision intermedia y

reproducibilidad, es posible establecer el criterio de aceptacion para las tres
haciendo uso de la ecuacion (21), el factory2 refleja la diferencia entre dos
mediciones, t es la t de Student a dos colas para determinados Grados de
libertad (gl), para un niumero relativamente grande de gl lat = 2 a un nivel de

confianza del 95% por lo que se emplea la ecuacion (22) (Morrillas, 2016).

r=v2xtxs, (21) r=2.8Xs, (22)

La Tabla 15 contiene la descripcion para la determinacion de las tres formas
de precision, se debe medir Materiales de Referencia (MR), muestras
excedentes de ensayo o blancos de muestra adicionados a diversas

concentraciones en todo el intervalo de trabajo (Morrillas, 2016).

Tabla 15. Determinacién experimental de la precision

Determinacion

Cuéntas veces

6-15 réplicas para cada

Calculos

Determinar la desviacion estandar de los resultados

Repetibilidad . .
P material. para cada material.
Precision 6-15 réplicas para cada Determinar la desviacion estandar de los resultados
intermedia material. para cada material.

Repetibilidad y
precision
intermedia
simultanea

6-15 grupos de medidas
duplicadas obtenidas bajo
condiciones de
repetibilidad en
dias/equipos diferentes
para cada material.

Calcular la desviacion estandar de repetibilidad de
los resultados de ANDEVA (Andlisis de Varianza)
para cada material. Calcular la desviacion estandar
entre grupos de los resultados de ANDEVA 'y
combinarla con la desviacion estandar de
repetibilidad para cada material.

Reproducibilidad

6-15 grupos de medidas
duplicadas obtenidas bajo
condiciones de
repetibilidad en diferentes
laboratorios para cada
material.

Calcular la desviacién estandar de repetibilidad de
los resultados de ANDEVA para cada material.
Calcular la desviacion estandar entre laboratorios
de los resultados de ANDEVA y combinarla con la
desviacion estandar de repetibilidad para cada
material.

Fuente: adaptada de (Morrillas, 2016)
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e Repetibilidad

La repetibilidad es una medida de la variacion en los resultados cuando la
medicidn se lleva a cabo por un solo analista utilizando el mismo equipo en un
corto plazo de tiempo (Morrillas, 2016). Se presenta un ejemplo adaptado para

el estudio de la repetibilidad.

Ejemplo

Un analista capacitado llevo a cabo la determinacion del contenido de un
analito en jamoén, analiz6 seis muestras, preparadas de manera
independiente, con el método analitico que esta que esta validando en un solo
dia, bajo las mismas condiciones, equipo, materiales, laboratorio, entre otros,
en un intervalo de tiempo razonablemente corto, la Tabla 16 se presentan los
resultados de las determinaciones. Se obtuvo la DER la cual se contrasta con
el especificado en el método cuyo valor es de 2.00 %, como la DER calculada
es inferior al criterio establecido, se considera que el método es reproducible
(Hernandez, 2018).

Tabla 16. Concentracion de un analito en jamoén
Repeticion Concentracion

1 0.689
2 0.687

3 0.684

4 0.691

5 0.694

6 0.692
Media 0.6895
DER (%) 0.5249

Fuente: Elaboracion propia con datos de (Hernandez, 2018)
e Precision intermedia

La precision intermedia es una medida de la variacién de los resultados en

un laboratorio pero usando condiciones diferentes tales como distintos
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analistas, intervalos de tiempo prolongados etcétera (Morrillas, 2016). A
continuacion se presenta un ejemplo adaptado para la determinacion de la

precision intermedia.

Ejemplo 1

En un laboratorio se llevo a cabo la determinacion de un analito en cerveza
con el método que se esta validando, la determinacion fue realizada por
dos analistas, ambos trabajando en dos dias consecutivos, por lo cual se
requiere saber si el método satisface el criterio de aceptacion de precision
intermedia. El disefio de experimentos de factores cruzados es el
adecuado para llevar a cabo el estudio de precision intermedia ya que el
namero de analistas y de dias presentan el nimero maximo de
combinaciones (Figura 11). La Tabla 17 contiene los valores de las
determinaciones y algunos datos que sirven de apoyo para realizar los
célculos del analisis de varianza (ANDEVA), la Tabla 18 contiene el
ANDEVA (Hernandez, 2018).

[ )
Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2

Figura 11. Factores cruzados analista — dia
Elaboracion propia
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Tabla 17. Concentracion de un analito en cerveza

Dia Analista 1 Analista 2 |

0.511 0.511

Dia 1 0.508 0.512

0.514 0.514

0.513 0.511

Dia 2 0.512 0.510

0.510 0.515
Analistas (1) 2
Dias (j) 2
Repeticiones (k) 3

Nivel de significancia (a) 0.05

Fuente: Elaboracion propia, con datos de (Hernandez, 2018)

Tabla 18. ANDEVA de dos factores para la estimacion de la precision intermedia

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Dia 8.3E-08 1 8.3E-08 1.6E-02
Analista 2.1E-06 1 2.1E-06 4.0E-01
Interacciéon AD 7.5E-07 1 7.5E-07 1.5E-01
Dentro del grupo 4.1E-05 8 5.2E-06
Total 4.4E-05 11

Elaborado en Excel, nivel de confianza 95%

Con los valores de F de tablas se establece una zona de no rechazo (Figura
12), en la cual el factor analista y la interaccidon se encuentran en la zona de
no rechazo, mientras que el factor dia se encuentra en la zona de rechazo por
lo cual, se concluye que no se presenta interaccion entre los factores, hay
precision intermedia entre analistas pero no entre los dias de trabajo. Para la

interaccion el valor de F cae dentro de la zona de no rechazo.
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Fa=0.403

Fap=0.145

Zona de no rechazo
Zona de

Fp=0.016 rechazo

0.132 ) " 7.571

Figura 12. Distribucion F para la precision intermedia
Fuente: Adaptado de (Hernandez, 2018)

Ejemplo 2

Determinacion de la precision intermedia utilizando un disefio de experimentos
de factores anidados. En un laboratorio se llevo a cabo la determinacion de un
analito en una bebida mediante un método a validar, la determinacion fue
realizada por dos analistas, uno de ellos trabajando martes y miércoles y otro
jueves y viernes, por lo cual se requiere saber si el método presenta precision
intermedia. En este caso el disefio experimentos de factores anidados es el
adecuado para llevar a cabo el estudio de precision intermedia, debido a que
el factor dia depende del factor analista, ya que cada uno trabajé en dias
diferentes (Figura 13). La Tabla 19 contiene los valores de las
determinaciones (no incluye unidades) y algunos valores que sirven de apoyo
para realizar los célculos de la ANDEVA de dos factores la cual se encuentra
en la Tabla 20.
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P

Analista 1 Analista 2

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

Figura 13. Factores anidados analista — dia
Elaboracion propia

Tabla 19. Concentraciéon de un analito en una bebida

Dia Analista 1 Analista 2

0.511 0.512

Dial 0.511 0.512

0.514 0.513

0.513 0.511

Dia 2 0.512 0.510

0.513 0.512
Numero de analistas (i) 2
Dias (j) 2
Determinaciones (k) 3

Alfa (a) 0.05

Fuente: adaptado de (Hernandez, 2018)

Tabla 20. ANDEVA de dos factores para la estimacion de la precision intermedia

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Analista 1.3E-06 1 1.3E-06 1.1E+00
Dia 3.3E-07 2 1.6E-06 1.4E+00
Dentro del grupo 9.3E-06 8 1.2E-06
Total 0.000014 11

Fuente: adaptado de (Hernandez, 2018)

A partir de los valores de F de tablas se establece una zona de no rechazo
tanto para el analista (Figura 14) como para el dia (Figura 15), en ambos
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casos el valor de F calculado cae dentro de la zona de no rechazo por lo cual

se concluye que el método presenta precision intermedia.

Fa=1.143

Zona de no rechazo
Zona de

rechazo

0.132 ) " 7.571

Figura 14. Distribucion para la precision intermedia, factor analista
Fuente: Adaptado de (Hernandez, 2018)

Fo=1.429 -

Zona de no rechazo
Zona de

rechazo

0.165 ) 6.059

Figura 15. Distribucion para la precision intermedia, factor dia
Fuente: Adaptado de (Hernandez, 2018)
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e Reproducibilidad

La reproducibilidad es una medida de la variacion en los resultados entre
laboratorios usando el mismo método, aunque también pueden ser la
variacion entre laboratorios empleando diferentes métodos midiendo una
misma magnitud (Morrillas, 2016). A continuacién se muestra un ejemplo
para el calculo de la reproducibilidad.

Ejemplo

Se llevé a cabo la determinacién del contenido de un analito en agua
embotellada en dos laboratorios diferentes, usando el mismo método, el uso
de una ANDEVA de un factor permite estudiar la variacion debida al
laboratorio. La Tabla 21 contiene los resultados de las determinaciones (no se
indican las unidades) y algunos valores que sirven de apoyo para realizar el
ANDEVA incluido en la Tabla 22 (Hernandez, 2018).

Tabla 21. Concentracion de un analito en agua embotellada
Lectura Laboratorio A Laboratorio B

1 0.689 0.687
2 0.687 0.679
3 0.684 0.688
4 0.691 0.685
5 0.694 0.691
6 0.692 0.698
Nimero de determinaciones (k) 6 6
Numero de laboratorios (i) 2
Valor de significancia (a) 0.05

Fuente: adaptado de (Hernandez, 2018)

Tabla 22. ANDEVA de un factor para la estimacién de la reproducibilidad

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Laboratorio 6.75E-06 1 6.75E-06 0.254
Réplicas 2.65E-04 10 2.65E-05
Total 2.72E-04 11

Elaborado en Excel
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Los valores de F de tablas permiten establecer una zona de no rechazo
(Figura 16), en la cual la F calculada se encuentra dentro de la zona de no

rechazo, por lo que se concluye que el método analitico es reproducible.

Fca\c=0.254

Zona de no rechazo
Zona de

rechazo

0.144 6.94

Figura 16. Distribucion F paralareproducibilidad
Fuente: Adaptado de (Hernandez, 2018)

3.6 Recuperacion

La ejecucion de métodos analiticos inicia con la recoleccion de las muestras,
prosigue con pasos intermedios y culmina con el reporte de los resultados, los
pasos intermedios en ocasiones conllevan pasos de extraccion de
compuestos de interés, una forma de determinar cuanto analito de interés se
esta recuperando, al someterlo a pasos de manipulacién es el porcentaje de
recuperacion (Escalona, 2004). La Unién Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés International Union of Pure and
Applied Chemistry) define la recuperacion en el Gold book como la fraccion de
la cantidad total de una sustancia recuperable siguiendo un procedimiento
quimico (IJUPAC, 2019). Entonces el hecho de que la recuperacion sea
relevante o no dependera del procedimiento del método por ejemplo, en un
método que no se requiera la extraccion del analito, la recuperacion no sera
pertinente (CAC, 2019).
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La recuperacion es definida como la proporcion de la cantidad de analito,
presente, agregado o presente y agregado a la porcién analitica del material
de prueba, que se presenta para medicion (CAC, 2009), la definicion de la
CAC estd mas relacionada a lo realizado experimentalmente. La CAC no
indica una forma de calcular los valores de recuperacién sin embargo
proporciona los valores recomendados para LM establecidos, los cuales se

encuentran en la Tabla 23.

Tabla 23. Valores de recuperacion recomendados para concentraciones establecidas

110 110 107 105 103 102

Recuper-  40- 60- 80- 80- 80- 90- 95- 97- 98- 98-

acion (%) 120 115 110
Fuente: Adaptado de (CAC, 2019)

Es posible establecer la recuperacion de diversas formas y esto dependera de
la forma en la que se realizd el procedimiento experimental ya sea por
fortificacibn de muestras o por el uso de MRC, la Tabla 24 contiene la

determinar la recuperacion.

Tabla 24. Determinacion experimental de la recuperacion
Qué hacer Cuantas veces  Calculos ‘ Notas ‘

Mediciones de muestras 10 Calcular Realizar el calculo haciendo uso
no fortificadas y fortificadas la media de la ecuacion (23)
con el analito de interés en de ambas

un intervalo de
concentraciones

Mediciones del MRC 10 Calcular Realizar el calculo haciendo uso
la media de la ecuacion (24)

Fuente: adaptado de (Morrillas, 2016)

R'(%) = =2+ 100 (23) R(%)=2+100 (24)
R

XA
Donde

x': concentracién promedio de la muestra fortificada

X: concentracion promedio de la muestra sin fortificar
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X4 concentracion afiadida

xg: concentracion del material de referencia

Se presenta un ejemplo del calculo de precision. En un estudio para validar un
meétodo para la determinacion de un metal en trigo mediante AA se utilizaron
muestras fortificadas en diferentes concentraciones, por triplicado, se
reportaron los valores de la Tabla 25. Al tratarse de muestras fortificadas se
hace uso de la ecuacion (23) con los valores de concentracion reportados, se
observa que el valor de recuperacion reportado coincide con el calculado

(Suarez, Evelia, Linares, Francisco, & Hernandez, 2009).

XX Lop L 0064 —0012
E3 = * =
X, 0.050 0

R' (%) =

Tabla 25. Evaluacion de la recuperacion

Concentracion
promedio de la muestra Recuperacion

Concentracion inicial Concentracion del

del metal en la patron de metal - .
o + patron afiadido (%)
muestra mg/dL afladido mg/dL
mg/dL
0.012 0.050 0.064 104
0.012 0.100 0.111 99
0.012 0.150 0.161 99.33

Fuente: Adaptado de (Suarez, Evelia, Linares, Francisco, & Hernandez, 2009).

Se presenta un ejemplo de célculo utilizando un MR. Se desea determinar el
porcentaje de recuperacion para la cuantificacion de glucosa por el método
GOD-PAP, un método espectrofotométrico enzimatico para la deteccién de
glucosa en sangre (Kovalent, 2011), se realizaron 10 lecturas de suero control
de concentracion de 106 mg/dL, y se obtuvo una media de 109.45 mg/dL. El
porcentaje de recuperacion se calcula con la ecuacion (24) debido a que se
utilizé un MRC, indica que el porcentaje de recuperacion debe encontrarse
dentro de lo establecido por el fabricante para que sea aceptado (CENAM &
EMA, 2008A).
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X 109.45
R

3.7 Sesgo

Una de las principales caracteristicas de un método que se debe conocer es si
los resultados reflejan un valor verdadero para la propiedad o analito y si no
es asi, si puede cuantificarse y posiblemente corregir ese sesgo (Zagal &
Sadzawka, 2007). El sesgo es definido como “la diferencia entre la expectativa
relativa a los resultados de un ensayo o una medicion y el valor verdadero”
(CAC, 2009). La Tabla 26 contiene las recomendaciones para la

determinacién experimental del sesgo.

Tabla 26. Determinacion experimental del sesgo

Qué hacer Cuantas Célculos
veces
Mediciones 10 Calcular la Realizar el célculo haciendo uso de la
del MRC media de los ecuacion (25) para expresar el sesgo como
resultados un término absoluto o la ecuacién (26) para

expresarlo como valor relativo

Fuente: adaptado de (Morrillas, 2016)

b=%—xp (25) b(%) ==+100  (26)
R

Donde

X: concentracion promedio de los resultados

xg: concentracion del material de referencia

Se presenta un ejemplo para la determinacién del sesgo junto con el criterio
de aceptacion. En un laboratorio se determiné el sesgo en la validacion de un
meétodo para la determinacion de residuos de plaguicidas organofosforados y
cipermetrina en tomate mediante CG, los resultados se reportan en la Tabla

27. Se evaluaron siete réplicas de muestras fortificadas, de acuerdo a las
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recomendaciones la evaluacion del sesgo debe hacerse mediante el analisis

de MRC sin embargo, otras fuentes sefialan que también puede realizarse a

partir de muestras fortificadas, como en la determinacion de la recuperacion

(CCAYAC-P-058, 2011). Se puede observar que el sesgo fue reportado como

un término absoluto utilizando la ecuacion (25), el criterio de aceptacion fue

establecido de acuerdo a la expresion (27) utilizando el estadistico t de

Student, con n-2 grados de libertad y una alfa de 0.05 a dos colas, la t

calculada fue obtenida mediante la ecuacion (28), al cumplir el criterio de

aceptacion se concluye que no hay sesgo (Guerrero & Herrera, 2016).

b =x —x, =81.0406 — 80 = 1.0406
t — critico < t — critico student (27)

teale = M (28)

Donde

X: concentracion promedio de los resultados
n: namero de réplicas
x,4: concentracion afiadida

S: desviacion estandar

_ (81.0406 — 80) * 7

teale = >33 = 1.0859
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Tabla 27. Determinacién agroquimicos por CG

Analito [C] Media dE [C], Desv,iaci(’)n Sesgo t t

adicionada n=7 (x) estandar calculada critico
Mocap 80.00 81.04 2.54 1.04 1.09
HCB 2.00 1.83 0.27 -0.17 1.72
Diazin6n 40.00 40.78 2.03 0.78 1.02
M-Paration 16.00 15.43 0.65 -0.57 2.33
Fenclorfos 571 5.45 0.31 -0.26 2.20

Malatién 24.00 24.50 1.26 0.50 1.04 2.57
E-Paratién 5.72 6.02 0.35 0.30 2.32
Clorfenvinfos 12.00 12.49 0.60 0.49 2.18
DEF 8.00 7.89 0.36 -0.11 0.84
Etion 8.00 8.30 0.41 0.30 1.95
Clipermetrina 50.00 51.06 1.78 1.06 2.11

Fuente: adaptado de (Guerrero & Herrera, 2016)

3.8 Intervalo de trabajo y linealidad

El intervalo de trabajo es proporcionado por el método cuando se obtienen
resultados con una incertidumbre aceptable, dicho intervalo se encuentra
delimitado por el LC en el limite inferior, y por concentraciones que provocan
anomalias en el intervalo superior. Existen dos intervalos de trabajo, el
intervalo de trabajo del método se relaciona con la concentracion de la
muestra de laboratorio, el intervalo de trabajo del instrumento esta definido en
términos de la concentracion de una muestra procesada presentada al
instrumento para su medicion, en ambos casos se debe considerar el intervalo
lineal. La Tabla 28 contiene las recomendaciones experimentales para
determinar el intervalo de trabajo, los pasos 1y 2 deben ser aplicados en ese
orden para el intervalo de trabajo del instrumento, el paso 3 es aplicable para
el intervalo de trabajo del método (Morrillas, 2016).

49




Tabla 28. Determinacidn experimental del intervalo de trabajo y lineal

Qué hacer Cuantas Calculos
veces
1) Medir un blanco mas 1 Graficar la respuesta en funcion de la
patrones de calibracion, a 6- concentracién. Examinar visualmente para
10 concentraciones identificar el rango lineal aproximado y los
espaciadas uniformemente limites superior e inferior del intervalo de
en el rango de interés. trabajo del instrumento.
2) Medir un blanco mas 1 Graficar la respuesta en funcion de la
patrones de calibracion, 2-3 concentracion. Calcular las estadisticas de
veces a 6-10 regresion apropiadas. Calcular y graficar los
concentraciones espaciadas residuales. La distribucion aleatoria de
uniformemente en el rango residuales en torno a cero confirma la
lineal. linealidad. Las tendencias sisteméticas indican
la no linealidad
3) Medir de acuerdo con el 1 Graficar la concentracién medida en funcién

método documentado, un
blanco mas materiales de
referencia o blancos de
muestra adicionados 2-3
veces a 6-10
concentraciones espaciadas
uniformemente en el rango
de interés.

de la concentracién de las muestras de
ensayo. Examinar visualmente para identificar
el rango lineal aproximado y los limites
superior e inferior del intervalo de trabajo.
Calcular las estadisticas de regresion
apropiadas. Calcular y graficar los residuales.
La distribucion aleatoria de residuales en torno
a cero confirma la linealidad. Las tendencias
sisteméticas indican la no linealidad.

Fuente: adaptado de (Morrillas, 2016)

En la Figura 17 se da un ejemplo de las graficas obtenidas tras la aplicacion
del procedimiento experimental, la Figura 17 A representa el intervalo de
trabajo del instrumento, la Figura 17 B representa el intervalo de trabajo del
método, se puede observar en ambos casos que el intervalo lineal es
considerado para el establecimiento del intervalo de trabajo. Como criterio de
aceptacion para considerar el intervalo de trabajo se establece un valor de
r>0.98 para -cuantificacibn de residuos e impurezas y r>0.99 para
cuantificacion de contenido e ingrediente activo, para considerar el intervalo
de lineal se debe observar un comportamiento lineal en la grafica de
concentracion vs repuesta analitica y se debe observar datos aleatorios en el
grafico de residuales (CCAYAC-P-058, 2011).
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Figura 17. A) Intervalo de trabajo del instrumento B) Intervalo de trabajo del método

Tomada de (Morrillas, 2016)

Se muestra un ejemplo del calculo. En la validaciéon de un método de andlisis

para la determinacién de azufre en combustibles, usando espectrometria de

fluorescencia de rayos x, se determiné el intervalo de trabajo, se preparé una

curva de calibracion en el intervalo de 3-50,000 mg/kg, con quince puntos y

se midio por triplicado, se obtuvo la grafica de la figura 18, tras una regresion

lineal se obtuvo un valor de R?=0.9965 por lo que se considera de 3 — 50,000

mg/kg como intervalo de trabajo (Molina, Zapata, & Castro, 2010).

1400 A

1200 A

y = 0.0232x + 14.841
R=*= 0.9965

1000 A

800 A

600

400 +

Intensidad (kcps)

200 A

0

0 10000 20000

30000

40000 20000 60000

Concentracién (mg'kg)

Figura 18. Regresion lineal para la determinacion de azufre total en combustibles
Tomada de (Molina, Zapata, & Castro, 2010)

De acuerdo a lo observado en la Figura 18 se sugirieron tres intervalos
lineales, de 3-1000 mg/kg (Figura 19A) de 1,000-10,000 mg/kg (Figura 20A) y
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de 10,000-50,000 mg/kg (Figura 21A), para cada intervalo se realiz0 una

regresion lineal y una grafica de residuales, que es la diferencia entre el valor

observado de la sefial y el valor calculado de la sefial pronosticado por la linea

recta (Morrillas, 2016). Los tres coeficientes de relacion son mayores a 0.99

sin embargo, el intervalo de 3-1000 mg/kg presenta el mayor valor ademas, la

grafica de residuales presenta una menor variacion aunado a que la suma

algebraica de los mismos es la mas cercana a cero, lo cual es indicativo de un

mejor ajuste de los puntos a la regresion lineal, por lo que se asigna el

intervalo de 3-1000 mg/kg como el intervalo lineal (Molina, Zapata, & Castro,

2010).
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Figura 19. A) Regresion lineal para intervalo de 3-1,000 mg/kg B) Gréafico de residuales
paraintervalo de 3-1,000 mg/kg
Tomada de (Molina, Zapata, & Castro, 2010)
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Figura 20. A) Regresion lineal para intervalo de 1,000-10,000 B) Grafico de residuales
paraintervalo de 1,000-10,000 mg/kg
Tomada de (Molina, Zapata, & Castro, 2010)
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Figura 21. A) Regresion lineal para intervalo de 10,000-50,000 B) Gréfico de residuales
para intervalo de 10,000-50,000 mg/kg
Tomada de (Molina, Zapata, & Castro, 2010)

3.9 sensibilidad
La sensibilidad es una medida de la respuesta del instrumento o del método

completo a la concentracién del analito (Zagal & Sadzawka, 2007). De
acuerdo con el CODEX la sensibilidad es definida como “el cociente entre el
cambio en la indicacion de un sistema de medicibn y el cambio
correspondiente en el valor de la cantidad objeto de la medicion” (CAC, 2009).
El término de sensibilidad es utilizado con frecuencia para describir un método
analitico sin embargo, se utiliza de manera incorrecta. La definicion de
sensibilidad mas utilizada es la de sensibilidad de calibracién la cual es la
pendiente de la curva de calibracion, si la curva de calibracién es lineal, la
sensibilidad es constante e independiente de la concentracion, si no es lineal
entonces la sensibilidad deja de ser constante y cambia con la concentracion,
la sensibilidad de calibraciébn no indica que diferencias que pueden ser
detectadas por diferencias en la concentracion por lo cual el término de
sensibilidad analitica es utilizado. La sensibilidad analitica es la proporcion de
la curva de calibracion con respecto a la desviacion estandar de la sefial del
analito a una concentracion determinada, generalmente la sensibilidad
analitica es funcién de la concentracion (Skoog, 2015). La Tabla 29 contiene

las recomendaciones para la determinacion experimental de la sensibilidad.
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Tabla 29.Determinacién experimental de la sensibilidad

Qué hacer Cuantas veces Céalculos Notas
Mediciones blancos Cada nivel por Graficar la Utilizar los datos obtenidos
de muestra o triplicado respuesta en la determinacion del
muestras analitica (y) intervalo de trabajo. Reportar
adicionadas, minimo contra la la relacion entre el cambio de
cinco niveles de concentracion respuesta analitica por
concentracién adicionada (x) unidad de concentracion

Fuente: adaptado de (CCAYAC-P-058, 2011)

Se presenta un ejemplo para la determinacion de la sensibilidad. En un
estudio de validacion para la cuantificacion de fésforo mediante
espectrofotometria UV-Visible se realizaron lecturas (Tabla 30) a partir de las
cuales se elaboré una curva de calibracion (Figura 22), el intervalo de 1.2 - 8.0
mgL? asegura lecturas independientes de la concentracion (Cafiez & Garcia,
2015).

1.2
)
y =0.1313x + 0.0919
1 R? =0.9984
o 08
[S)
C
S 06 .
o
(%]
e}
< 04 .
._.-o"'
0.2
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Concentracién

Figura 22. Curva de calibracién para cuantificacion de P en forma de P,0s
Adaptada de (Cafez & Garcia, 2015)

La sensibilidad analitica (m) reportada en la Tabla 30 fue calculada mediante
la ecuacion (29) al dividir la absorbancia (s) entre la concentracion (c), por lo
gue se puede observar que la sensibilidad es m=0.170+0.038 mgL™. El valor

de sensibilidad obtenido permite una adecuada discriminacion de los valores
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de concentracibn con base en la lectura debido a que mientras la
concentracion disminuye la sensibilidad aumenta por el contrario, mientras la

concentracion aumenta la sensibilidad disminuye (Cafez & Garcia, 2015).

(29)

3
I

Tabla 30. Determinacién de P,Os mediante espectrofotometria UV-Visible
P.Os (mgL™) (C) Aeso(S) Sensibilidad (m)

0.8 0.174 0.218
1.2 0.239 0.199
1.6 0.288 0.180
2.0 0.375 0.188
4.0 0.627 0.157
8.0 1.137 0.142
12.0 1.276 0.106
Promedio 0.170
Desviacion 0.038

Fuente: adaptado de (Cafez & Garcia, 2015)

Con el propdésito de tener mas elementos confirmatorios se elabor6 una curva
de Ringbom (Figura 23) y mediante una inspeccion visual se determiné que en
el intervalo de 1.2 - 4.0 mgL™ tiene la mejor relacion lineal, por lo que se

obtiene la mejor sensibilidad (Cafez & Garcia, 2015).
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Figura 23. Curva de Ringbom

Tomada de: (Céafiez & Garcia, 2015)
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3.10 Incertidumbre

La incertidumbre es definida como “un parametro asociado al resultado de una
medida que caracteriza la dispersion de los valores que podrian
razonablemente ser atribuidos al mensurando® (ISO/IEC, 2008), dicho
pardmetro puede ser una desviacion estandar, un mdultiplo de esta o la
semiamplitud de un intervalo con un nivel de confianza determinado, el VIM
introduce la siguiente definicion, misma que es adoptada por el Codex
‘parametro no negativo que caracteriza la dispersion de los valores atribuidos
a un mensurando, a partir de la informacion que se utiliza” (VIM, 2012), los
cambios en la definicion no afectan materialmente al significado de la finalidad
de la medida analitica (Eurachem & CITAC, 2012),

En la préactica la incertidumbre se evalGa habitualmente a partir de estudios de
VMA, el célculo de la incertidumbre se puede resumir en cuatro pasos. A
continuacion se presenta un ejemplo del calculo de la incertidumbre en la
determinacién de fibra cruda en alimentos para animales mediante
gravimetria, para el cual estaban disponibles datos de repetibilidad y
reproducibilidad (Eurachem & CITAC, 2012).

Como primer paso se debe hacer una especificacion clara y sin
ambiguedades del mensurando, habitualmente concentracion, para los
métodos analiticos mas exhaustivos es recomendable una descripcibn mas
detallada, como se muestra a continuacion. La Figura 24 representa todos los
pasos experimentales para la determinacion de la fibra cruda, el
procedimiento conlleva un proceso complejo de digestion, filtracién, secado,
calcinacion y pesaje con el proposito de digerir la mayoria de los componentes
dejando atras todo el material no digerido. EI material organico se calcina. La
diferencia de peso entre organico/inorganico seco y el peso del residuo
calcinado es el contenido de fibra (Eurachem & CITAC, 2012).
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Moler la muestra hasta que
pase por el tamiz de 1 mm

!

Pesar 1 g de muestra en crisol Pesar crisol para ensayo del blanco

Afadir coadyuvante de filtracion,
< agente antiespumante, seguido
de 150 mL de H»SOy4 hirviendo

!

—>| Hervir vigorosamente durante 30 minutos |<—

Y

Anadir agente | Filtrar y lavar con 3x30 mL de agua hirviendo |

antiespumante
seguido de 150 mL v
de KOH hirviendo

| Hervir vigorosamente durante 30 minutos |

| Filtrar y lavar con 3x30 mL de agua hirviendo |

A4
| Aplicar vacio, lavar con 3x25 mL de acetona |

Y
| Secar a 130°C hasta peso constante |

| Calcinar a 475-500°C hasta peso constante |

Y
| Calcular el % de contenido de fibra cruda |

Figura 24. Diagrama de flujo para la determinacion de fibra cruda en alimentos para
animales
Adaptada de (Eurachem & CITAC, 2012)
Como paso numero dos se deben identificar las fuentes de incertidumbre para
lo cual es recomendable la elaboracién de un diagrama de causa y efecto,
como se muestra a continuacion. Se identificaron varias fuentes de
incertidumbre (Figura 25) las cuales fueron simplificadas (Figura 26) para
eliminar la duplicacion, esto junto con componentes poco significativas, en

particular la calibracion y linealidad de la balanza (Eurachem & CITAC, 2012).
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Pérdida de masa después de calcinacién del blanco (c)

tiempo de

temperatura de secado secado

peso de crigol
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temperatura tiempo de

de calcinacion calcinacion precision de peso de muestra
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linealidad de balanza

calibracion de

N\
[/

digestion digestion

calibracidn de balanza

precision de extraccion
I

peso de crisol
después
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[/

calibracion
- . .
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pesaje de
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pesaje de crisol FIBRA CRUDA
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calcinacion tiempo de calcinacion
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decir, condiciones de digestion,
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Pérdida de masa después de calcinacion (b)

Figura 25. Diagrama causa-efecto para la determinacion de fibra en alimentos para animales

Tomada de (Eurachem & CITAC, 2012)
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Pérdida de masa después de calcinacién del blanco (c)

Precisidon
tiempo de

temperatura de secado secado
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I
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FIBRA CRUDA
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condiciones
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conc, de
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alimentan a las ramas de :
"digestion acida” y "digestion
alcalina" para mayor claridad. las

afectan logs mismos factores temperatura tiempo de
que afectan a la muestra (es de secado secado
decir, condiciones de digestion,

concentracion de dcido, etc.) Pérdida de masa después de calcinacion (b)

—a———— conc. de dlcali
velocidad de ebullicidn

Figura 26. Diagrama causa-efecto simplificado
Tomada de (Eurachem & CITAC, 2012)
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El tercer paso es cuantificar la incertidumbre asociada a cada una de las
fuentes mencionadas en el paso dos, esto se puede hacer de dos formas, una
es evaluando la incertidumbre asociada a cada fuente individual, para
posteriormente combinarlas, la segunda es determinando directamente la
contribucion combinada a la incertidumbre de los resultados de algunas o
todas las fuentes, la segunda forma es tratada a continuacion. EI método fue
objeto de un estudio colaborativo en el cual se analizaron cinco alimentos
diferentes, en la Tabla 31 se presentan los resultados de repetibilidad y
reproducibilidad obtenidos (Eurachem & CITAC, 2012).

Tabla 31. Resultados de un estudio colaborativo para la determinacion de fibra
Contenido de fibra (% m/m)

Resultados del estudio colaborativo

Desviacion estandar

o A Desviacion
HUestE Media Delswacmr(; es-tk?-?-?ja:jde estandar de la de repetibilidad “In-
areproducibrida repetibilidad house”
A 2.3 0.293 0.198 0.193
B 12.1 0.563 0.358 0.312
C 54 0.390 0.264 0.259
D 34 0.347 0.232 0.213
E 10.1 0.575 0.391 0.327

Fuente: tomado de (Eurachem & CITAC, 2012)

Los estimados de repetibilidad obtenida en los estudios in-house fueron
similares a los obtenidos en estudios colaborativos, lo cual es indicativo de
que la precision del método en ese laboratorio es similar a la de los
laboratorios que participaron en el estudio colaborativo por lo cual, es
aceptable utilizar de desviacién estandar de la reproducibilidad del estudio
colaborativo como incertidumbre del método sin embargo, para completar la
estimacion de la incertidumbre se debe considerar si hay afectos no cubiertos
asociados a cada una de las etapas del método (Eurachem & CITAC, 2012).

Para la temperatura y tiempo de calcinacion se asumié que el efecto en la
incertidumbre es insignificante, basandose en un estudio el cual se determiné
la cantidad de fibra en diferentes combinaciones de tiempo y temperatura, en

cuyos resultados no se observo una diferencia significativa en la cantidad de

60




fibra determinada. Para la pérdida de masa después de calcinacion del blanco
al no existir datos se asumio que no existe contribucién a la incertidumbre, ya
gue las variaciones son pequefias debido a que provienen principalmente de
la pesada y se asume que estan bien representadas en el estudio
colaborativo. Para la concentracion de reactivos y tiempos de digestion se
realizd un estudio en el cual se determinaron valores muy pequefios de la
incertidumbre frente a la desviacion estandar de la reproducibilidad, por lo cual
se decidi6 despreciarla. Para la temperatura y tiempo de secado se realizé un
estudio pesando muestras replicadas de cuatro alimentos, a tres diferentes
temperaturas, siendo pesadas después de tres y cuatro horas, en la mayoria
de los casos la variacion obtenida fue inferior a 2 mg (a valores inferiores de

pesadas sucesivas el laboratorio lo define como peso constante), el intervalo £

2 se convierte a incertidumbre estandar dividiéndolo entre /3 por lo tanto la
incertidumbre es de 0.00115 g, el método especifica una masa de 1g por lo
cual la incertidumbre corresponderia a 0.115% m/m la cual ya no es
despreciable frente a la desviacion estandar de la reproducibilidad, dicha
fuente de incertidumbre es independiente del contenido de fibra por lo cual
habr&a una contribucién fija de 0.115% m/m (Eurachem & CITAC, 2012).

El cuarto paso consiste en combinar todas las incertidumbres para calcular la
incertidumbre combinada como se muestra a continuacion. La ecuacion (30)
es una expresion sencilla para el calculo de la incertidumbre combinada. La
ecuacion (31) expresa a la incertidumbre expandida, la cual se obtiene de la
incertidumbre combinada multiplicada por un factor de cobertura de 2, lo que
implica un nivel de confianza del 95% (Eurachem & CITAC, 2012).

Incertidumbre combinada

u(y(p,q..)) = Ju@)?+u(@?*+-  (30)

Ue(Cripra) (Y%om/m) = 1/(0.29)2 + (0.115)% = 0.31

Reportar como:
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Fibra total = 2.3i

100g

incertidumbre combinada = 0.31 g

100g
Incertidumbre expandida
U=u.xk (31)
U(Cripra)(Yom/m) = 0.31 % 2 = 0.62

Reportar como:

. g
= (2.3+0. —_—
Fibra total = (2.3 + 0.62) 100g

La incertidumbre informada esta calculada usando un factor de cobertura k de
2.

El célculo de la incertidumbre es complejo, por la misma razén en muchas
ocasiones queda fuera del alcance de algunas guias sin embargo, existe una
guia completa dedicada a su estudio, para un mayor entendimiento se
recomienda revisar la referencia (Eurachem & CITAC, 2012)

3.11 Selectividad
La selectividad es definida como “la capacidad de un método para determinar

analitos especificos en mezclas o matrices sin interferencias de otros
componentes de comportamiento analogo” (CAC, 2009). La selectividad de un
método se investiga estudiando su habilidad para medir el analito de interés
en muestras a las cuales se le agregaron interferencias (Morrillas, 2016), la

Tabla 32 contiene la forma de determinar experimentalmente la selectividad.

Tabla 32. Determinacién experimental de la selectividad

Qué hacer Cuantas veces Calculos
Analizar muestras de ensayo 1 Examinar el efecto de las
conteniendo interferencias interferencias

sospechosas en presencia
del analito de interés

Fuente: adaptado de (Morrillas, 2016)
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Se presenta un ejemplo para la determinacion de la selectividad. En un
informe de validacion para la determinacion de histamina en productos de la
pesca mediante un kit enzimatico, se reporta la prueba de selectividad para lo
cual se prepararon extractos sin histamina y extractos con 25 mg/kg de
histamina con los diferentes interferentes de estudio, en una concentracion de
1000 mg/kg, las concentraciones obtenidas se reportan en la Tabla 33. Los
resultados obtenidos muestran que la agmatina causa interferencias con el kit

por lo cual en las instrucciones del mismo se indica que si las muestras

contienen agmatina los resultados no son confiables (CYTMA, 2017).

Tiramina 34 1.8 4.2

0 Putrescina 5.2 3.3 5.8
Agmatina 65.8 60.2 52.7

Agua 28.2 25.6 28.9

Tiramina 26.7 25.2 28.2

25 Putrescina 28.7 29.4 29.8
Agmatina 90.2 84.7 77.1

Fuente: adaptado de (CYTMA, 2017)

3.12 Robustez

La robustez es definida como ‘“Una medida de la capacidad de un
procedimiento analitico de no ser afectado por variaciones pequefas pero
deliberadas de los parametros del método; proporciona una indicacion de la
fiabilidad del procedimiento en un uso normal” (CAC, 2009). Un método
analitico es robusto si los resultados no son afectados por variaciones en las
condiciones experimentales tales como temperatura, pH, duracién de la
extraccion, etcétera (Zagal & Sadzawka, 2007). La Tabla 34 contiene las

recomendaciones para la determinacion experimental de la robustez.
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Tabla 34. Determinacion experimental de la robustez

Qué hacer Cuantas veces Calculos
Identificar las variables que Utilizar un disefio de Determinar el efecto de los
podrian tener un efecto en el Experimentos. Por cambios de condicién en los
desempefio del método. Establecer ejemplo: Plackett- resultados. Realizar pruebas de
experimentos analizando MR o Burman. significancia para determinar si
muestras de ensayo los efectos son significativos

Fuente: adaptado de (Morrillas, 2016)

El método de Plackett Burman es un disefio experimental donde 7 variables
combinadas (A,B,C,D,E,F,G) pueden ser evaluadas con solo ocho pruebas,
cada una de las variables se evalta a dos niveles (A,a,B,b,C,c...), el disefio
experimental se puede observar en la Tabla 35 (Florez, Tobon, & Baena,
2002). Los resultados obtenidos de éstas pruebas aparecen expresados como
(s,t,u,v,W,X,Y,Z), a partir de estos puede calcularse el efecto de cada una de

las variables tal y como se indica en la Tabla 36 (ISPCH, 2010).

Tabla 35. Disefio experimental Plackett Burman
Ensayo Prueba Resultado ‘
1

A B C D E F s
2 A B C D e F t
3 A b C d E F u
4 A b c d e F %
5 a B C d e F w
6 a B c d E F X
7 a b C D e F Y
8 a b C D E F Z

Fuente: adaptado de (Florez, Tobodn, & Baena, 2002)

Tabla 36. Representacién de la obtencién de los efectos para la prueba de robustez
Factor Diferencia Efecto

A-B (s+t+u+v)/4 - (W+X+Y+2)/4 Ea
B-b (s+Ht+W+X)/4 - (u+v+Y+2Z)/4 Es
C-c (s+tu+W+Y)/4- (t+v+X+Z)/4 Ec
D-d (s+t+Y+2)/4 - (u+v+W+X)/4 Eb
E-e (s+tu+X+2)/4 - (t+v+W+Y)/4 Ee
F-f (s+v+W+2)/4 - (t+u+X+Y)/4 Er
G-g (stv+X+Y)/4 - (t+tu+W+2)/4 Ec
Fuente: adaptado de (ISPCH, 2010)
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La guia técnica nimero 1 del Instituto de Salud Publica de Chile presenta un
ejemplo del estudio de robustez en un método turbidimétrico en el cual siete
variables fueron modificadas (no se indica qué se determin@) obteniéndose los
resultados de la Tabla 37 (ISPCH, 2010).

Tabla 37. Resultados del ensayo de robustez
Tiempo de

T Cubeta agitacion Tiempo Siliconado Volumen Estabilizacion
Andlisis (°C) Tipo 9 (s) de lectura E (mL) (h) Resultados
A B (s)D F G
C

1 22 1 60 30 Si 30 1 20.1
2 22 1 30 30 No 25 0 20.7
3 22 2 60 0 Si 25 0 22.0
4 22 2 30 0 No 30 1 21.3
5 15 1 60 0 No 30 0 22.3
6 15 1 30 0 Si 25 1 22.2
7 15 2 60 30 No 25 1 20.6
8 15 2 30 30 Si 30 0 211

Fuente: adaptado de (ISPCH, 2010)

Los resultados obtenidos permiten estimar la diferencia asociada a el efecto
de cada variable utilizando las formulas las formulas de la Tabla 36.

20.1 + 20.7 + 22.0 + 21.3 223 + 22.2+ 20.6 + 21.1

_ = 0.525
A= 4 4
20.1 +20.7 + 223+ 222 220+ 21.3+20.6 +21.1
B= — = 0.075
4 4
20.1+22.0+223+20.6 20.7+21.3+222+21.1
c= — = 0.075
4 4
20.1+20.74+20.6+21.1 22.0+21.3+223+22.2
D= - =1.325
4 4
20.1+22.0+222+21.1 20.7+21.3 +22.3 + 20.6
F= - =0.125
4 4
20.1+21.3+223+21.1 20.7+22+222+20.6 _ 0175

F= 4 4
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20.1 + 213+ 22.2+20.6 20.7+ 22.0+ 223 +21.1
G= -
4 4

= 0.475

Como criterio de aceptacion se indica que se debe cumplir con la expresion
(30), la diferencia calculada para cada factor debe ser menor que la raiz de
dos multiplicada por la desviacién estandar de los resultados la cual fue de
0.813 para el presente ejemplo. La tabla 38 contiene los resultados de las
diferencias para cada factor comparadas contra el criterio de aceptacion, la
variable que se establecié como sensible en el estudio de robustez no debera
modificarse y se debe mantener el valor establecido en el método.

Afactor <~2S (32)

V2§ = 1.15
Tabla 38. Determinacién de la robustez
Efecto Diferencia +/28 Comparacion
A 0.525 1.15 No sensible a variable
B 0.075 1.15 No sensible a variable
C 0.075 1.15 No sensible a variable
D 1.325 1.15 sensible a variable
E 0.125 1.15 No sensible a variable
F 0.175 1.15 No sensible a variable
G 0.475 1.15 No sensible a variable

Fuente: adaptado de (ISPCH, 2010)
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CAPITULO 4. APLICACION DE LA VALIDACION

Con la finalidad de mostrar como asignar parametros de desempefio a
algunos métodos se presentan algunos ejemplos. La Tabla 39 muestra
algunas recomendaciones para la seleccion de los parametros de desempefio
segun se trate de un método normalizado y uno no normalizado, la Tabla 40
indica la metodologia segun el tipo de prueba (CCAYAC-P-058, 2011).

Tabla 39. Recomendaciones para evaluar los parametros de desempefio de acuerdo al
tipo de método

Métodos normalizados Métodos no normalizados

Parametro . ,_ Fisicos - ,_
Fisicoquimicos —————— Fisicoquimicos
Cuantitativos Cualitativos

x
x

Intervalo lineal y de
trabajo
LD

LC

Recuperacion

Sesgo
Repetibilidad
Reproducibilidad

X| X| X| X| X| X| X

Incertidumbre
Sensibilidad
Selectividad X

X X| X| X| X| X| X| X| X| X

Robustez

X: evaluar
Fuente: Adaptado de (CCAYAC-P-058, 2011)

Tabla 40. Metodologia segun el tipo de prueba
Tipo de prueba Metodologia ‘

Espectrofotométrica  Espectrofotometria UV- Visible, Turbiedad, AA, Plasma inductivamente acoplado
Cromatogréfica CLAR, CG, CLAR — Masas, CG — Masas

Potenciométrica pH, Conductimetria, 16n selectivo

Volumétrica Valoraciones (manuales y automaticas)

Gravimétrica Perdida por secado, ignicion

Fisica (cuantitativa) Materia extrafia, Densidad relativa, Disolucion, Desintegracion, indice de
refraccion, Rotacion optica, Polarimetria, Espectrometria de infrarrojo, Variacion
de volumen, Uniformidad de dosis, Osmolaridad, Temperatura de fusion, Color,
Viscosidad, Temperatura, etc.

Fisica (cualitativa) Inhibidores (formaldehido, sales cuaternarias, oxidantes, derivados clorados, etc)

Fuente: Adaptado de (CCAYAC-P-058, 2011)
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La Tabla 41 muestra los parametros de desempefio a evaluar dependiendo
del tipo de prueba (CCAYAC-P-058, 2011).

Tabla 41. Recomendaciones para evaluar los parametros de desempefio de acuerdo al
tipo de prueba

Parametro Tipo de prueba

Espectrofotométrica  Cromatografia Potenciométrica  Volumétrica  Gravimétrica Fisica‘

Intervalo lineal y de SI Si Sl Si Si NO
trabajo
LD SI2 SI2 NO NO NO SIP
LC Si2 Sz Sla Sz Si2 NO
Recuperacion | Si NO Si Si NO
Sesgo | SI SI SI Si NO
Repetibilidad Sl Sl Sl Sl Sl Sle
Reproducibilidad SI SI Sl Si Si Sle
Incertidumbre SI | Sl SI Si Sle
Sensibilidad Sld Sld Slde Sle Sl NO
Selectividad Sld Sld Slde SI SI SIP
Ribustez sy sy S Sl Sl S

a: solo para andlisis de trazas

b: solo para métodos cualitativos

c: solo para métodos cuantitativos

d: solo aplica para métodos no normalizados

e: solo para andlisis de aniones y cationes por ién selectivo
Fuente: Adaptado de (CCAYAC-P-058, 2011)

A. Ejemplo Método gravimétrico

Se presenta un ejemplo de un método Codex Tipo 1 (CODEX STAN 234,
1999), dicho método se encuentra en la normatividad mexicana y es aplicable
para la determinacién de humedad y soélidos totales en harina, por ejemplo de
sorgo, Figura 27. En la Tabla 42 se muestran los parametros que deben ser
evaluados para la verificacion del método sin embargo, el LD no es aplicable a
meétodos gravimétricos y el LC solo es aplicable a niveles traza, la repetibilidad

es establecida por la misma NOM.
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~N

Harina %

A

J

y

durante 1 hora

Secar una caja de
aluminio a 130°C

Pesar 2 g de harina
en un caja
previamente secada

R\;"f’

Colocar la caja
semitapada en la
estufa durante 130°C

en 1 hora

Y

A
Colocar la caja

Pesar y realizar tapada en el
caculos desecador durante 1
hora

Figura 27. Determinacion de humedad en harina
Elaboracién propia

Tabla 42. Pardmetros de desempefio aplicables a la verificacion de un método basado

Tipo de método
Fundamento

Sobre el LM
Analito
Matriz
Método
Norma

LM
Recuperacion
LD

LC
Reproducibilidad
Repetibilidad

Intervalo lineal y de
trabajo
Incertidumbre

en gravimetria

Cuando un producto es sometido a secado en condiciones
especificas, presenta una pérdida de peso, debido a la evaporacion
del agua que contiene, la cual se reporta como valor de humedad
(NOM-247, 2008).

Se establece un valor que no debe ser superado

Agua

Harina

Gravimétrico

NOM-247-SSA1-2008

Limite maximo 15%

Evaluar

No aplica

No aplica

Evaluar

La diferencia entre dos resultados sucesivos obtenidos en las mismas
condiciones en la misma muestra no debe exceder de * 0,2%.

Evaluar

Evaluar
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B. Ejemplo 2. Método volumétrico

Se presenta un ejemplo de un método Codex Tipo 1 (CODEX STAN 234,

1999), dicho método se encuentra en la normatividad mexicana y es aplicable

para la determinacion de acidez en leche en polvo, Figura 28. En la Tabla 43

se muestran los parametros que deben ser evaluados para la verificacion del

meétodo En este caso el LD no se consideran aplicable a métodos

potenciométricos y volumétricos y el LC solo se considera aplicable a niveles

traza.

Tabla 43. Parametros de desempeiio aplicables a la verificacién de un método basado

Tipo de método
Fundamento

Sobre el LM
Analito

Matriz

Método

Norma

LM
Recuperacion
LD

LC
Reproducibilidad
Repetibilidad
Intervalo lineal vy
de trabajo

Incertidumbre

en volumetria

La leche generalmente tiene una acidez de 1.3 a 1.7 g/L expresada en
acido lactico. La acidez normal de la leche se debe principalmente a su
contenido de caseina (0.05-0.08%) y de fosfatos. También contribuyen
a la acidez el di6xido de carbono (0.01%-0.02%), los citratos (0.01%) y
la albumina (menos de 0.001%).

La acidez se mide con base a una titulacién alcalimétrica con hidréxido
de sodio 0.1N utilizando fenolftaleina como indicador o, en su caso,
utilizando un potenciometro para detectar el pH de 8.3 que
corresponde al fin de la titulacion (NOM-155, 2012)

Se establece un limite minimo y maximo de acidez

Acido lactico

Leche en polvo

Potenciométrico o volumétrico

NOM-155-SCFI-2012

Limite maximo 15%

Evaluar

No aplica

No aplica

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar
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Leche en [—=

[

Pesar 1 g, disolver
con 100 mL de agua
a 40-42°C y reposar

10 minutos

Titular con hidroxido de
sodio 0.1 N hasta pH=8.3
con potenciometro

Medir 20 mL E —>

!

Agregar 2 mL de
fenolftaleina y titular
con hidroxido de
sodio 0.1N hasta la
aparicion de un color
rosa persistente

Figura 28. Determinacion de acidez en leche en polvo
Elaboracién propia

Ejemplo 3. Método basado en espectrometria

Se presenta un ejemplo de un método Codex Tipo 2 (CODEX STAN 234,
1999), dicho método se encuentra en la normatividad mexicana, Figura 29 y
es aplicable para la determinacion de plomo en agua mineral, la Tabla 44
contiene los parametros de desempefio a evaluar, en este caso deben

evaluarse todos los parametros para la verificacion.
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Tabla 44. Pardmetros de desempefio aplicables a la verificacion de un método basado

Tipo de método
Fundamento

Sobre el LM
Analito
Matriz
Método

LM

Recuperacion

LD (< mg/kg)

LC (= mg/kg)
Reproducibilidad
Repetibilidad
Intervalo lineal y de
trabajo
Incertidumbre

en AA

El método de absorcién atomica se basa en hacer pasar un haz de
luz monocromatica de una frecuencia tal que puede ser absorbido
por el analito que se encuentra presente en forma de vapor atémico.
La medida de la intensidad luminosa antes y después de su paso por
el vapor atdbmico permite determinar el porciento de absorcion.

La cantidad de absorcibn aumenta con la concentracién de los
atomos en el medio absorbente, es decir, la medida de la absorcién
aumenta con la concentracién del elemento en la muestra, ya sea
gue esté en su condicidn original o sujeta a pretratamiento (NOM-
117, 1994).

Se establece un limite maximo de plomo

Plomo

Agua mineral

AA

NOM-201-SSA1-2002

0.01 mg/kg

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar
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Agua mineral

Medir 100 mL de
agua

Adicionar 1 mL de
acido nitrico ——>
concentrado

Adicionar 1 mL de
acido nitrico
concentrado, calentar
a 85°C hasta un
volumen de 20 mL

NO Aparicion de un

precipitado

G__v

Centrifugar a 1600 Calentar a reflujo 30
Leer' iy RPM por 30 minutos minutos y transferir a
espectrometro de |[€—
= S o reposar toda la un matraz
absorcion atomica o
noche volumétrico de 50 mL

Figura 29. Determinacién de plomo en agua mineral
Elaboracién propia

Ejemplo 4. Método basado en CLAR

Se presenta un ejemplo de un método Codex Tipo 2 (CODEX STAN 234,
1999), dicho método se encuentra en la normatividad mexicana y es aplicable
para la determinacién de vitamina A en férmula para lactantes, la Tabla 45
contiene los parametros a evaluar, en este caso deben evaluarse todos los
pardmetros para una verificacion, existe una restriccion pata el LD y LC
debido a que estos deben estar presentes en niveles traza y la NOM aplicable

indica su LM en unidades diferentes.
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El LM indicado es un caso especial ya que se encuentra reportado por cada
100 kcal, por lo cual es necesario transformarlo a las unidades pertinentes
para poder saber si el LC y LD son aplicables, “las formulas para lactantes
deben proporcionar no menos de 60 kcal y no mas de 70 kcal por 100 ml”
(NOM-131, 2012), por lo cual se tomé el valor de 60 kcal para realizar el
célculo como se muestra a continuacion, el factor de 1 L /0.13 kg se tomé del
procedimiento experimental, en el cual se indica colocar 0.130 gramos de
formula en 1 litro de agua (Figura 30). Se puede observar que el analito de
interés se debe encontrar en niveles traza por lo que el LC y LD son

aplicables.

60 60kcal 1L m
18 = 276948 =719

100 kcal . 01L  0.13kg kg kg

Tabla 45. Pardmetros de desempefio aplicables a la verificacion de un método basado
en CLAR

Tipo de método Il

Fundamento Los lipidos son ésteres que en presencia de un alcali ciustico se
hidrolizan liberando el material insaponificable, el cual es extraido
con un disolvente organico. Posteriormente la vitamina A contenida
en este material, es cuantificada por medio de CLAR (NOM-131,
2012)

Sobre el LM Se establece un limite minimo y un maximo de vitaminas

Analito Vitamina A

Matriz
Método
Norma
LM

Recuperacion

LD (< mg/kg)

LC (= mg/kg)
Reproducibilidad
Repetibilidad
Intervalo lineal y de
trabajo
Incertidumbre

Formula para lactantes

CLAR

NOM-131-SSA1-2012

Minimo =60 pg/100 kcal ~ 2.7mg/kg
Maximo 180 pg/100 kcal ~ 8.1mg/kg

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar
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Afadir 7 g de KOH
60 mL de alcohol
absoluto
5 g de acido ascorbico

Y

Medir por duplicado
una cantidad de
muestra que contenga

Foérmula

para
lactantes

Y
Reconstituir con
agua de acuerdo a la
etiqueta o llevar 130
gde productoa 1L
con agua

Calentar 30 minutos
a reflujo y trasvasar

30-90 ug de
retinol, un blanco y un

estandar ]

Evaporar el disolvente
con rotavapor hasta6 |

»| la suspension a un
embudo de
separacion

Anadir 100 mL
de éter de
petroleo
y extraer por
triplicado

Y

Filtrar la solucion lavada
en papel filtro con 10 g de
sulfato de sodio anhidro y

mL y reducira 2 mL con |
corriente de nitrdgeno

Y

Disolver con 3 mL de
fase movil y colectar

(enjuagar el papel filtro con
50 ml de éter de petroleo)

recibir en un matraz pera |

Filtrar con un filtro
acrodisco de 0.45 pym
y colectar en un

con un jeringa

Lavar la fase organica
con 100 mL de agua
hasta que el agua de
lavado ya no de
reaccion colorida con
fenolftaleina

Inyectar por
duplicado 20 L de

A .

#1 matraz actinico,

repetir operacion
hasta el aforo

Obtener el
cromatograma y
realizar los calculo

» blanco, 20 pL de

estandary 20 yL de
muestra

Figura 30. Determinacion de vitamina A en formula para lactantes

Elaboracién propia
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Ejemplo 5. Método basado en espectroscopia

Se presenta un ejemplo de un método Codex Tipo 3 (CODEX STAN 234,

1999), dicho método se encuentra en la normatividad mexicana y es aplicable

para la determinacién de fluoruros en agua mineral, Figura 31, la Tabla 46

contiene los parametros de desempefio a evaluar, en este caso deben

evaluarse todos los parametros para la verificacion.

Tabla 46. Pardmetros de desempefio aplicables a la verificacion de un método basado

Tipo de método
Fundamento

Sobre el LM
Analito

Matriz
Método
Norma

LM
Recuperacion
LD (< mg/kg)

LC (= mg/kg)

Reproducibilidad

Repetibilidad
Intervalo lineal y de
trabajo
Incertidumbre

en UV- Visible

Se basa en la reaccion entre el ion fluoruro y los iones zirconio en
medio acido para producir un compuesto colorido que es medido
espectrométricamente a una longitud de onda de 570 nm (NOM-201,
2002)

Se establece un limite maximo de fluoruros.

Fluoruros

Agua mineral natural

UV-Visible

NOM-201-SSA1-2002

1.5 mg/L

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar

Evaluar
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4 )
Agua &
mineral a
natural

\ J

v

Medir 50 mL de
muestra

¢La
muestra
contiene cloro
residual?

Adicionar 10 mL de |

reactivo zirconilico-
SPANDS

!

4 R
Leer en
espectrometro a 570

nm
- J

Sl

Adicionar una gota
de solucién de
arsenito de sodio por
cada mg de CI

Figura 31. Determinacién de fluoruros en agua mineral
Elaboracién propia
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CAPITULO 5. DOCUMENTACION

Una vez completada la validacion es importante reportar el procedimiento
analitico, esto es necesario para fines relacionados con auditorias y
evaluaciones, asi como por requisitos reglamentarios ademas, permite su uso
de una manera rutinaria y sin ambigliedades. Documentar un método es una
tarea complicada, la informacion debe aparecer en el orden que se espera sea
necesitada, se debe evitar asumir que el entendimiento sera el mismo para los
gue lo han elaborado como para los usuarios, la utilidad del informe se puede
comprobar proponiendo su uso por una persona con conocimientos técnicos
solicitando su aplicacién tal y como se ha escrito, si es resultado es favorable
debe difundirse (Morrillas, 2016).

La calidad de la documentacion tiene un efecto directo en el uso del método,
debido a esto algunas entidades han establecido los requisitos minimos que
se deben cumplir al momento de elaborarla. La Junta Nacional de
Acreditacion de Irlanda (INAB, por sus siglas en inglés) establece que para
cada trabajo de validacion, el laboratorio debe elaborar un informe que como

minimo contenga los siguientes puntos.

e Una declaracion sobre la escala de validacion decidida

e Un protocolo para el trabajo de validacién en cuestion (o una referencia
al mismo)

e Resultados del trabajo de validacién (o referencia al mismo)

e Una evaluacion final de estos resultados

e Una declaracion sobre la validez del método de analisis, cuando

corresponda, la aprobacion del método

Ademas el informe debe estar firmado por la persona responsable del método
y debe conservarse en el laboratorio como parte de la documentacion del

método de andlisis en cuestién (INAB, 2019).

Por su parte, la guia de validacion de métodos analiticos del CNQFB indica
gue es critico documentar los registros analiticos, dicha documentacion debe

estar ordenada y disponible, en responsabilidad del area de calidad, sefiala
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gue las actividades de la validacion de un método analitico deben ser
sustentadas por los siguientes documentos segun se trate del plan de
validacion o del reporte de validacién (CNQFB, 2002).

a) Protocolo

e Titulo

e Propdsito u Objetivo

e Responsabilidades

e Plan de prueba describiendo los parametros de desempefio que
permitan verificar la aplicacion analitica deseada

e Criterios de aceptacion para cada parametro

e Formato de registro de resultados
b) Reporte

e Titulo

e Resultados

e Analisis de resultados

e Confrontacién contra los criterios de aceptacion

e Conclusiéon

El INAB considera como documentacion el informe de validacion, el CNQFB
considera tanto el plan de validacion como el informe de validacion, no
obstante la Eurachem sefala que un modelo sencillo es combinando el plan y
el informe de validacibn mencionando los puntos que se indican a

continuacion.

e Identificar el método

e Fecha

e Quién realizé la validacion

e Informacion sobre el alcance (breve)

e Descripcion del método (sencilla)

e Estado del método (método de norma internacional, método

desarrollado internamente, etc.)
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e Analito de interés

e Unidad de medida

e Tipo de muestra

e Descripcion del proposito (validacion completa de un nuevo método,
verificacion del desempefio de un método normalizado, extension del
alcance del método, etc.)

e Caracteristicas de desempefio a evaluar y breve explicacion,

e Descripcion de los experimentos a realizar, la evaluacion de los
resultados obtenidos y conclusiones derivadas de los mismos (cada
caracteristica de desempenfo en secciones separadas del informe),

e Recapitulacion del trabajo de validacion y sus resultados

e Declaracién sobre la adecuacion al uso del método.

La misma Eurachem incluye un formato orientativo como referencia basado en
la norma ISO 78-2 (Morrillas, 2016).

Un ejemplo de la documentacién se presenta en la Tabla 47, es la adaptacion
de un extenso informe de la validacion de un método para la determinacion de
histamina en productos de la pesca mediante kit enzimatico, la adaptacion no
incluye los resultados ya que lo relevante es la forma en la que se documento
y los puntos considerados para ello. La documentacibn comienza con una
introduccion acerca de la VMA, seguida de lo resumido en los incisos 2-5 de la
Tabla 47. Posterior a esto se encuentra la parte mas extensa del informe en la
cual se indican los pardmetros que se evaluaron durante la validacion del
meétodo, todos por separado, cada uno con su definicién, breve descripcion del
procedimiento experimental, confrontacioén contra los criterios de aceptacion y
conclusion. La parte final del informe consta de un cuadro resumen de los
pardmetros evaluados, nombre y cargo de la persona que llevo a cabo la
validacion, la indicacién de que el método fue aceptado, firma y fecha. El
informe contiene como anexos criterios de aceptacion tomados de la AOAC
para la recuperacion, calculos de precision basados en la ecuacion de Horwitz

y calculos para la incertidumbre (CYTMA, 2017).
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Tabla 47. Ejemplo de un informe de la validacién de un método para la determinacion

de histamina en productos de la pesca mediante kit enzimatico
*1) Introduccién

2) Nombre completo del método: Procedimiento para la determinacion de histamina mediante
la utilizacion de un kit enzimatico y posterior medida en un analizador automatico.

3) Tipo de método: Cuantitativo

4) Analito: Histamina

Unidades: mg/kg

Matriz: atun crudo, atin al natural, atin en aceite, sardina fresca, sardina en aceite,
semiconserva de anchoa

Rango: de 10 a 200 mg/kg
5) Analito, rango y unidades: Histamina, rango de 10 a 500 mg/kg.

Acreditacion: PEE/1/119, acreditado por ENAC segin UNE-EN ISO/IEC 17025 (Anexo
Técnico n°® 96/LE230)

Matriz: Productos de la pesca, de la acuicultura y sus derivados

Método: HPLC- detector UV

*6) Pardmetros de desempefio

*7) Recapitulacion del trabajo de validacién

*8) Incluye el nombre y cargo de la persona que llevo a cabo la validacion
*9) Indicacion de que el método fue aceptado y la firma y fecha

*10) Firma y fecha

*11) Anexos

*No incluido debido a la extensién
Fuente: adaptado de (CYTMA, 2017)
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CONCLUSIONES

e El conocimiento de la VMA es de gran importancia para el analisis de
alimentos, a nivel industrial se pudo observé la presencia de laboratorios

acreditados en el area de alimentos en casi toda la republica.

e A nivel educativo desde 1988 la VMA es un tema recurrente en los trabajos
de titulacion por tesis, demostrando que es una actividad que no pierde
vigencia y su aplicacion tiene un impacto real. En los trabajos de tesis se
aborda la validacién con diferentes enfoques, algunos de ensefianza para
preparar egresados con conocimientos en el tema mediante la elaboracion
de material didactico, aplicaciones para teléfonos inteligentes y videos en

plataformas digitales.

e Para definir a la VMA se deben incluir en el sistema completo
documentacion, procedimientos, plan de validacién, experimentos, revision
de resultados, informe de validacion, todo bajo la definicién clara del

alcance de la misma.

e Los parametros de validacién buscan considerar todas las fuentes de error
gque pueden presentarse al momento de llevar a cabo alguna
determinaciéon, sean laboratorios, experimentaciones, instrumentos y
analistas, para tales parametros se asignan valores debidamente
justificados, que cuantifican los errores en un valor numérico, que al estar
debajo o por encima de él, segun sea el caso, para asegurar la fiabilidad

de los resultados.

e EIl decidir el alcance de la validacion (completa o parcial) se deben tener
en cuenta muchas consideraciones tales como la concentracion de los
analitos, procedimiento experimental e instrumentos, por mencionar
algunos, siendo asi la validacion una tarea no cien por ciento matematica,

ya que implica un gran criterio analitico.
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e La VMA no es una tarea para una sola persona sino un trabajo en equipo,
por lo cual los analistas deben contar con un grado de conocimiento
técnico lo cual tendrd gran influencia en el éxito de esta tarea, la
generacion de un buen informe de validacion tendra un buen peso de la
continuidad del éxito, ya que servird para el uso rutinario del método, como
prueba de lo realizado en los laboratorios y como guia para los nuevos

analistas que se van incorporando al deber analitico.

e El| generar una herramienta de este estilo permite tener un mejor
entendimiento acerca de la VMA a los futuros validadores en el area de
alimentos, no se considera una herramienta absoluta para el aprendizaje,
pero si util, ya que este depende de las formas de adquisicion de

conocimiento de los usuarios.
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