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RESUMEN

Los minerales son sustancias inorganicas requeridas por el cuerpo para
una variedad de funciones. Uno de los minerales mas importante para el
ser humano es el calcio. Se considera un elemento esencial para el
organismo. La determinacion de los niveles de calcio juega un papel
fundamental en el diagndstico clinico, tanto para asegurarnos del
funcionamiento 6ptimo de nuestro organismo como para la
determinacion de ciertas patologias caracterizadas entre otros signos vy
sintomas por un exceso o un déficit de calcio. Tradicionalmente, ha sido
dificil medir el calcio de manera exacta y precisa, habiéndose
desarrollado una gran variedad de métodos para este efecto. Entre los
cuales se encuentran los métodos clasicos, métodos instrumentales vy
métodos electroquimicos. En este estudio se escogié el método de
Espectrofotometria de Absorcion Atdmica con Llama (EAA) vy
Espectrofotometria de Absorcién Molecular (EAM). Esta determinacion se
debe hacer por métodos que estén validados, esta validacién es el
establecimiento de la evidencia documental de que un procedimiento
analitico conducird, con un alto grado de seguridad, a la obtencién de
resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los
atributos de calidad previamente establecidos. El resultado del proceso
de validacion permiti6 determinar que tanto el método de
Espectrofotometria de Absorcién Atdomica (EAA) y Espectrofotometria de
Absorcion Molecular (EAM) cumplen con los pardmetros establecidos de
calibracion, linealidad, limites de deteccion y cuantificacion, precision y
exactitud para la determinacion de calcio en soluciones acuosas, segun
las normas para la calidad analitica establecida por la Conferencia
Internacional de Armonizacion (ICH).

Palabras claves: Validacién, Calcio, Espectrofotometria Atdmica,
Espectrofotometria Molecular.



CAPITULO I
MARCO TEORICO

I.1.- FUNDAMENTOS TEORICOS

I.1.1.- El calcio y su funcidén en el organismo

El analisis del cuerpo humano revela la presencia de una amplia
variedad de minerales o elementos de tipo inorganicos, de los cuales
algunos son esenciales para la vida. Estos minerales denominados
biogenésicos o bioelementos son los elementos quimicos naturales que
por seleccién natural participan en la integracién y funcionamiento de
los seres vivos, formando parte de las biomoléculas. Se considera que
cerca del 99% de los seres vivos estda formado por: hidrogeno (H),
carbono (C), nitrégeno (N), oxigeno (0O), fosforo (P) y azufre (S), estos
integran el grupo de los bioelementos primarios. Junto a los seis
elementos anteriores, otros cuatro elementos representan cerca del 1%
restante de la materia viva, entre estos se encuentran sodio (Na),
potasio (K), calcio (Ca) y cloro (Cl), reciben el nombre de bioelementos

secundarios. (1)

Como sefalamos antes, entre estos elementos esenciales para el ser
humano tenemos el calcio, el cual desempena un papel clave en muchos

procesos fisioldgicos. Entre sus funciones se citan las siguientes:

» Provee rigidez y fortaleza a huesos, dientes y encias.
= Ayuda en la regulacion de la frecuencia cardiaca, y en la

transmisidon de impulsos nerviosos.



= Es esencial en la mayoria de las reacciones de la coagulacion
sanguinea.
» Activa diferentes enzimas y mantiene la permeabilidad de las

membranas celulares. (2

El calcio es necesario durante todas las etapas de la vida. En la nifiez, se
requiere calcio para evitar su deficiencia y asegurar buenos habitos de
consumo para el futuro. En la adolescencia, el calcio es una clave para el
desarrollo de masa 6sea, el punto maximo de acumulacién dentro del
potencial genético. En etapa reproductiva, el calcio sigue siendo
importante para mantener la masa 6sea adquirida y evitar su perdida.
Alrededor de la menopausia, etapa de mayor pérdida de masa 6sea, el
consumo de calcio permite reponer el calcio perdido, aunque la masa

0sea no responde tanto a la suplementacion con calcio. 3

I.1.2.- Metabolismo del calcio

El calcio a diario ingresa al organismo a través de los alimentos que
consumimos en nuestra dieta, encontrandolos en una gran variedad de
ellos, como: los productos lacteos, los frutos secos y semillas
(almendras, semillas de sésamo), las sardinas y las anchoas y, ya en
menor medida, los vegetales de hojas verdes (espinaca, acelga, brocoli)
y legumbres. La leche es la fuente principal de calcio en la dieta (un
vaso aporta unos 250 mg), siendo, ademas, la materia prima principal
en la elaboracién de diversos derivados lacteos ricos en calcio como el
queso, el yogurt y otras leches fermentadas. () El proceso de absorcion
del calcio tiene lugar a través del intestino, y depende en gran parte de

la accion de la vitamina D. Se absorbe entre 30 y 80% del calcio



ingerido, la absorcién del Ca?* se ajusta a las necesidades corporales; la
absorcién se incrementa en presencia de una insuficiencia del Ca?* y
disminuye en el caso de un exceso de este. Asimismo, las proteinas
facilitan la absorcién del Ca?*, pero los fosfatos y los oxalatos la inhiben
debido a que estos aniones forman sales insolubles con el Ca?* en el

intestino. ()

Una vez absorbido el calcio, su distribucién en el organismo es la
siguiente: solo aproximadamente el 0,1% del calcio corporal total se
localiza en el liquido extracelular, alrededor del 1% se encuentra en el
interior de las células y el resto permanece almacenado en los huesos;
Mientras que, su circulacion en plasma es bajo tres formas:
1) aproximadamente el 41% circula combinado con proteinas
plasmaticas y en esta forma no se difunde a través de las membranas
capilares; 2) alrededor del 9% del calcio difunde a través de las
membranas capilares, pero esta combinado con los aniones del plasma y
los liquidos intersticiales de una forma no ionizada, y 3) el 50% restante
del calcio plasmatico difunde a través de las membranas capilares y se

encuentra ionizado. @

El calcio total del organismo, resulta del balance entre la ingesta y la
excrecion, tanto intestinal como urinaria. La ingesta normal de calcio
varia entre 500 a 1000 mg de calcio elemental en 24 horas. El rol de la
funcidon excretora renal, en el balance de calcio es el de una regulacién
fina, eliminandose entre 100 y 200 mg en 24 horas, mientras que, por
via fecal la excrecién es del orden de 400 a 800 mg al dia.
Aproximadamente el 10% (100 mg/dia) del calcio ingerido se elimina

con la orina. (6



I.1.3.- Valores de referencia del calcio en el organismo

El nivel normal de calcio en el plasma es de 8.5 a 10.5 mg/dL. El calcio
total en suero es la suma de los componentes ionizados y no

ionizados.(”)

La concentracién de calcio sérico mantiene niveles de variacion muy
pequefios, aun bajo condiciones de sobrecarga de calcio importante.
Pero, en circunstancias de alteracién del nivel de proteinas plasmaticas
(disminucién o elevacién), el calcio sérico puede variar
significativamente, sin embargo el nivel de calcio iénico, permanece casi

invariable. (6

Los valores de referencia establecidos para el calcio sérico son los
siguientes: Nifios (1 mes): 7 - 11,5 mg/dL, Nifos (mayores de 1 aho):
8,6 — 11,2 mg/dL y adultos: 8,2 - 10,2 mg/dL. ®

I.1.4.- Determinacion de los valores de calcio en el organismo

Para la determinacién de estos valores se han utilizado diferentes
técnicas y métodos de laboratorio, tales como la Espectrofotometria de
Absorcion Molecular, la Espectrofotometria de Absorcion Atdmica,

métodos electroquimicos, Espectrofotometria de Masa, entre otros.

Indistintamente de la técnica y método que se utilice para la
determinacion de calcio, debemos trabajar con métodos confiables que
nos suministren valores exactos y precisos, para ello se debe realizar la

validacion del método analitico a utilizar en el laboratorio.



I.1.5.- Validacion de métodos

Es el establecimiento de Ila evidencia documental de que un
procedimiento analitico conducira, con un alto grado de seguridad, a la
obtencion de resultados precisos y exactos, dentro de las

especificaciones y los atributos de calidad previamente establecidos. (®)

En consecuencia para lograr la validacion de los métodos de analisis se
deben determinar ciertos parametros de desempefio del método que no
son mas que las propiedades, caracteristicas o capacidades
cuantificables de este que indican su grado de seguridad; incluyen: la
calibracién y la determinacidon de la linealidad del método a utilizar, la
determinacion de los limites de deteccidén y de cuantificacion, asi como
la determinacion de la exactitud (veracidad), la precisidon (repetibilidad y

reproducibilidad), la especificidad, la sensibilidad y la robustez.

Para una mejor comprensién de los términos antes mencionados se

procede a definir cada uno de ellos:

I.1.5.1.- La Linealidad: capacidad del método para proporcionar
resultados que son directamente proporcionales a la concentracion del

analito en la muestra dentro de un rango establecido. (®

Para determinar la linealidad es necesario construir la llamada Curva de
Calibracién. La linealidad debe ser evaluada por inspeccién visual de un
grafico de respuesta en funcidon de la concentracion o contenido del
analito. Si hay una relacion lineal, los resultados de la prueba deben ser

evaluados por métodos estadisticos apropiados, por ejemplo, mediante



el calculo de la regresién lineal por el método de los minimos

cuadrados.(19

Una Curva de Calibrado es un grafico que representa la respuesta de un
método analitico en funcién de las cantidades conocidas del analito y
para trazar la mejor recta se debe escoger la que deje la misma
cantidad de puntos por arriba y por debajo de ella.(!) Para la
construccién de la Curva de Calibracién se debe tener en cuenta las

siguientes recomendaciones:

= Se debe disponer de al menos seis estandares de calibracién;

» Los estandares de calibracion se deben distribuir de forma regular
en el intervalo de concentraciones de interés; y

» Los estdndares de calibracion se deben analizar al menos por
duplicado y preferentemente por triplicado o mas veces, en un

orden aleatorio. (12)

Para corregir cualquier error aleatorio en el proceso de medicion con la
curva de calibracién, se aplica el método de los minimos cuadrados, este
se basa en buscar la linea mas recta que pase a través de los puntos,
por medio de una serie de calculos matematicos.(!3) El estudio
estadistico de la linealidad implica ademas de la representacion grafica
la comprobacién de dicha linealidad. Fundamentalmente se utilizan
ademas del grafico de la recta de regresion, la ecuacién de la recta, los
coeficientes de correlacién y de determinacion, el analisis de varianza, el
test de proporcionalidad (t de student para el intercepto), el test de

linealidad (coeficiente de variacion). (14



El Coeficiente de Correlacion nos indica el grado de relaciéon entre la
variable X, (concentracion) y la variable Y (respuesta). Su valor maximo
es 1. Si r es cercano a la unidad significa que existe correlacidon con una
elevada probabilidad. Un valor nulo indica que no hay relacidn lineal
entre las variables. El valor recomendable para el coeficiente de
correlacion es: = 0,9990. El cuadrado del coeficiente de correlacion se
denomina coeficiente de determinacion e indica la proporcion de la
varianza total de y que es explicada por el modelo lineal de regresién. El
coeficiente de determinacion (r?) es el que aporta una mayor
significaciéon estadistica ya que expresa la proporcion de la variacién

total de y explicada por el modelo.

La recta de regresiéon esta dada por: Y = b.x + a, donde, (x) es la
concentracion, (y) es la respuesta del instrumento, (b) el valor de la

pendiente y, (a) es el término independiente (intercepto). (14)

Se debe realizar el analisis estadistico de la pendiente y el intercepto. La
pendiente (b) se relaciona con la sensibilidad del método,
estableciéndose que a mayor pendiente mayor sensibilidad es decir,
mayor es la respuesta del método frente a los cambios en la
concentracion del analito. La varianza de la pendiente se utiliza como
expresion matematica de la linealidad: a menor varianza mejor

linealidad. (1%

_ Z?:l(XE - T)Z
B N-1
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Los criterios de aceptacién a tomar en cuenta son:

Coeficiente de correlacion lineal (r) 0,98 - 1,00
Coeficiente de determinacion (r?) >0,95
Coeficiente de variacidon de factores respuesta < 5%
Pendiente distinta de cero Fexp> Feritico
Intercepto distinto de cero texp< ttab

Tabla 1.- Criterios de aceptacion de parametros estadisticos de
comprobacion de la linealidad de un método analitico. (1%

Este andlisis estadistico se puede realizar con el Software Microsoft

Excel 2013, con el SPSS o cualquier otro paquete estadistico. (16)

I.1.5.2.- El Limite de Deteccion: es la menor cantidad de analito en
una muestra que puede ser detectado, pero no necesariamente
cuantificado, bajo condiciones experimentales establecidas. Por lo tanto,
las pruebas de limite simplemente demuestran que la cantidad de
analito estd por encima o por debajo de un cierto nivel. El limite de
deteccion se expresa habitualmente como la concentraciéon de analito
(por ejemplo: en porcentaje, pg/mL) en la muestra. Se puede
determinar con la pendiente de la Curva de Calibracién y la Desviacién

Estandar de las respuestas. (17)

El valor mas bajo que puede obtenerse estd determinado por las
fluctuaciones. Tales fluctuaciones pueden provenir de fluctuaciones en la
intensidad de la fuente, fluctuaciones en el proceso de la atomizacién,
ruidos en el detector, en el amplificador y en el sistema de lectura. La

definicion esta usualmente establecida en términos de relacion sefal-



ruido, donde por ruido se entiende todas las fluctuaciones incontroladas

del sistema. (18)

La definicién de la IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemestry) adoptada en 1975, establece que “el limite de deteccién
expresado como una concentracién C., (o cantidad, q.) se deriva de la
medida mas pequefia, Y., que puede detectarse con razonable certeza

para un procedimiento analitico dado”. (19)

Experimentalmente, el limite de deteccion se determina involucrando
todos los factores que afectan la medida y se define, en general, para

obtenerlo en unidades de concentracion como:

LOD= 3SB/m cal

Donde:
Sb= Desviacion Estandar de los blancos.

m ca = es la pendiente de una Curva de Calibracidn del sistema.

I.1.5.3.- El Limite de Cuantificacion: se define como la menor
cantidad de analito en la muestra que se puede determinar con
aceptable exactitud y precision, bajo condiciones experimentales
establecidas. El limite de cuantificacibn se expresa como la
concentracion del analito (por ejemplo: porcentaje, pg/mL) en la

muestra. (17)

LOQ= 10 SB /m cal.



Donde:
Sb= Desviacion Estandar de los blancos.

M cal = es la pendiente de una Curva de Calibracion del sistema.

1.1.5.4.- La Exactitud: expresa el grado de proximidad de los
resultados obtenidos, por el método, con los verdaderos valores. Este
parametro permite cuantificar los errores sistematicos de las lecturas
realizadas, se expresa como porcentaje de recuperacion o como
diferencia entre el valor medio y el aceptado como verdadero, junto con
los intervalos de confianza. Los documentos de la ICH (International
Conferencia on Harmonization) recomiendan que la exactitud debe ser
evaluada usando un minimo de nueve determinaciones sobre, al menos,
tres niveles de concentracion abarcando el intervalo especificado (es

decir, tres concentraciones y tres réplicas de cada concentracién). (15)(20)

Se puede determinar mediante una prueba de adicién/recuperaciéon. El
porcentaje de recuperacion de un analito que se afnade a una muestra
blanco es una relacion medible que compara la cantidad encontrada por
el analisis de la cantidad anadida a la muestra. En la interpretacién de
recuperacién, es necesario reconocer que el analito afadido a la
muestra no se comporta de la misma manera que el analito acumulado
bioldgicamente. En concentraciones relativamente altas, la recuperacion
analitica se espera que llegue al 100%. En concentraciones mas bajas y
en particular con los métodos que involucran una serie de pasos
incluyendo extraccion, aislamiento, purificacién y concentracion, las
recuperaciones suelen ser mas bajas. Independientemente del promedio
de recuperacion observado, la recuperacion con baja variabilidad es

deseable. (21)
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(CE — CON)
s X

00
CA

%R =

CE: Calcio esperado
COM: Calcio obtenido
CA: Calcio agregado

I.1.5.5.- La Precision: expresa el grado de concordancia entre los
resultados de una prueba individual cuando el método es aplicado
repetitivamente a multiples lecturas de una muestra homogénea. La
precision del método analitico es usualmente expresado como la
desviacion estandar o la desviacién estandar relativa (coeficiente de
variacion) de una serie de medidas. Esta puede ser una medida en
términos de repetibilidad o de precision intermedia dentro de
condiciones normales de operacion. La repetibilidad expresa la precisidon
obtenida bajo las mismas condiciones de operacion en un intervalo corto
de tiempo (mismo dia), por un mismo analista, en la misma muestra
homogénea y en el mismo instrumento. La precision intermedia,
expresa la variacion de las lecturas realizadas dentro del laboratorio, en

diferentes dias por diferentes analistas o instrumento. (20)

En términos generales la Precision, debe determinarse, analizando un
numero suficiente de alicuotas, que permitan calcular estadisticamente
la Desviacién Estandar y la Desviacién Estandar Relativa. La ICH,
recomienda llevar a cabo un total de nueve determinaciones, que cubran
el intervalo especificado en el procedimiento. Para ello se pueden
trabajar tres niveles diferentes de concentraciéon (80, 100, 120 %), con
tres muestras independientes de cada nivel. Datos con los que se cuenta

si al evaluar la exactitud, se llevd a cabo por el método de adicion-
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recuperacion. Otra forma de evaluarlo es, analizando por lo menos seis

muestras independientes a la concentracion normal de trabajo. (22)
DE
CV = ? x 100

I1.1.5.6.- La Especificidad: se entiende como la habilidad de evaluar
inequivocamente el analito en presencia de componentes que se puede
esperar que estén presentes. Tipicamente éstos pueden incluir
impurezas, productos de degradacién, la matriz, etc. Y, en general se
acepta que la sensibilidad de un instrumento o de un método es una
medida de su capacidad de diferenciar pequefias variaciones en la
concentracion del analito. Dos factores limitan la sensibilidad: la
pendiente de la curva de calibrado y la reproducibilidad o precisién del
sistema de medida. Entre dos métodos que tengan igual precisidn, sera
mas sensible aquel cuya curva de calibrado tenga mayor pendiente.
(13)Mientras que la Robustez es la Capacidad del método analitico de
mantener su desempeno al presentarse variaciones pequenas pero

deliberadas, en los parametros normales de operacion del método. (23)
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CAPITULO II
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. ANTECEDENTES DE LA
INVESTIGACION. OBJETIVOS. HIPOTESIS.

II.1.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los minerales son sustancias inorganicas requeridas por el cuerpo para
una variedad de funciones. Uno de los minerales mas importante para el
ser humano es el calcio. Se considera un elemento esencial para el
organismo. De los minerales que forman parte del organismo se tiene
gue el 50% corresponde a calcio, el 25% a fosforo y la otra parte
corresponde a minerales como magnesio, sodio, potasio y cobre, entre
otros. El 98% del calcio que tiene nuestro organismo se encuentra
formando parte de los huesos, el 0,5% de los dientes y el resto se
encuentra en circulacion sanguinea y puede estar ligado a proteinas, en
forma idnica o formando complejos con acidos. El calcio especificamente
tiene las siguientes funciones: constitucion de fluidos y tejidos,
regulacién cardiaca, componente de los sistemas enzimaticos,
conduccion nerviosa, proliferacion celular, estimulante de la secrecién
hormonal, contraccion muscular, coagulaciéon sanguinea vy, la mas
importante, el mantenimiento de la estructura y calidad de la masa

Osea. (24)

La determinacion de los niveles de calcio juega un papel fundamental en
el diagnéstico clinico, tanto para asegurarnos del funcionamiento éptimo
de nuestro organismo como para la determinacidon de ciertas patologias
caracterizadas entre otros signos y sintomas por un exceso o un déficit

de calcio, tales como la osteodistrofia renal, la osteoporosis, la
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osteomalacia, etc. Tanto la hipocalcemia (valores bajos de calcio en
sangre) como la hipercalcemia (valores altos de calcio en sangre) se

consideran trastornos graves para el organismo.

Para la determinacion de los niveles de calcio es necesario contar con
métodos de analisis seguros y confiables. Tradicionalmente, ha sido
dificil medir el calcio de manera exacta y precisa, habiéndose
desarrollado una gran variedad de métodos para este efecto. Entre los
cuales se encuentran los métodos clasicos tales como la precipitacién de
oxalato mediante titulacion, la quelacion con EDTA, y los métodos
instrumentales como la espectrofotometria de absorcién molecular
mediante la formacidn de complejos coloreados de calcio los cuales son
los mas utilizados en el laboratorio clinico, la espectrofotometria de
emisidon con llama, la espectrofotometria de absorcion atémica y los

métodos electroquimicos.

En el caso de la determinacion del calcio, luego de los métodos clasicos,
los meétodos mas utilizados son la espectrometria de absorcion
molecular y la espectrofotometria de absorcion atdomica, la primera se
basa en medir la cantidad de luz absorbida por las moléculas de calcio
que se han hecho reaccionar con un reactivo de color para formar un
complejo de calcio, la cantidad de luz absorbida es directamente
proporcional a la cantidad de calcio presente en la muestra. En la
absorcidn atdmica también se mide la cantidad de luz absorbida pero
una vez que la muestra ha sido atomizada y sobre ella se ha hecho
incidir una determinada radiacion, se trabaja directamente con la
muestra de suero sanguineo sin reacciones adicionales y permite la

deteccion de elementos trazas en cantidades de las partes por millén
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(ppm) y hasta las partes por billon (ppb), lo cual no podemos hacerlo

por las técnicas de absorcion molecular. (13)

Entre las ventajas de la espectrofotometria de absorcion atémica
tenemos que permite la determinacién cuantitativa de mas de 60
elementos metalicos o metaloides, y que es potencialmente especifico,
ya que las lineas de absorcidon atdbmica son considerablemente estrechas
(de 0,002 a 0,005 nm) y las energias de transicién electrénica son
Unicas para cada elemento. Por otro lado su desventaja es que las
limitadas anchuras de la linea crean un problema que generalmente no

se encuentra en la Espectrofotometria de Absorcién Molecular. (13)

Por lo tanto, cualquiera que sea la técnica y el método seleccionado para
medir el calcio, es necesario que este sea confiable, por lo tanto
debemos asegurarnos, verificar y demostrar la confiabilidad del mismo
y para ello se debe realizar una validacién del método a utilizar y
garantizar asi la fiabilidad de los resultados analiticos. En el presente
estudio se realizara la validacién de los métodos de Espectrofotometria
de Absorcidn Atémica con Llama y la Espectrofotometria de Absorcién

Molecular para la determinacion de calcio en soluciones acuosas.

II.2.- ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

La validacibn de método es una herramienta importante para el
aseguramiento del control de calidad, por eso la diversidad de estudios

gue se han realizado al respecto de diferentes métodos y un sinfin de

analitos. De un modo general en lo que se refiere a distintos analitos, a
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través de la revision bibliografica realizada se consiguieron los

siguientes experimentos de validacion de métodos:

En la ciudad de La Habana en el afio 2000, se realizé la validacion de 2
métodos espectrofotométricos que posibilitan cuantificar taninos y
flavonoides en la droga cruda de Psidium guajaba, L., pues la literatura
no cuenta con métodos oficiales que permitan cuantificar dichos
compuestos en esta planta. Se determindé que ambos métodos (método
del tungsto-molibdicofosférico para taninos descrito por Miranda M vy el
método espectrofotométrico para flavonoides totales expresados como
quercetina, de Kostennikova Z y modificado por Méndez G) cumplian
con todos los requisitos de validacién propuestos para el control quimico
de calidad de la especie (linealidad, precision [repetibilidad vy

reproducibilidad], exactitud y especificidad). (23

Para la industria farmacéutica es de interés la validacidon de los métodos
analiticos por la necesidad de satisfacer normas legales y reglamentarias
oficiales ademas de garantizar el aseguramiento de la calidad, es por
ello que Fernandez y col.(2002) realizaron un estudio de Validacién para
el método de andlisis de determinacion de calcio en tabletas de
Carbonato de Calcio 500 mg, establecido en la convencion farmacopea
de Estados Unidos (U.S.P) 1995 y ademas modificaron uno de los pasos
del procedimiento descrito en la Farmacopea de manera que una vez
validado el método, realizaron la comparacion del método original con el
mismo meétodo modificado y propuesto por ellos y demostraron que
ambos métodos tenian una precision semejante y no diferian

significativamente. (26)
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En 2005, se validaron 2 métodos analiticos por Espectrofotometria y por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién para el control de la calidad y
el estudio de estabilidad, respectivamente, en la solucién nebulizadora
de salbutamol 0,5 %. En la validacién se evaluaron los parametros de
especificidad para estos fines, linealidad del sistema, exactitud vy
precision expresada en sus 2 formas: repetibilidad y precision
intermedia. Los métodos analiticos resultaron ser especificos, lineales,

precisos, exactos en el intervalo de concentraciones estudiadas. (27)

Suarez y col en 2009, efectuaron la validacion de un método para la
determinacion de magnesio eritrocitario mediante Espectrofotometria de
Absorcién Atémica con Llama. En el proceso de validacion se estimaron
los valores para los parametros que determinan el rendimiento del
método. Se demostré que el método validado cumple con los niveles de
aceptacion establecidas por las normas nacionales e internacionales
relacionadas con la calidad en el laboratorio, y aseguran que el método
es adecuado para ser aplicado en el analisis de magnesio eritrocitario en

pacientes con diferentes patologias. (14

El Carbonato de calcio, presente como componente fundamental en el
Suplecal® (suplemento nutricional), es una sal inorganica adquirida de
una fuente natural, el exoesqueleto de los corales marinos Porites
variedad aragonit. La validacién proporciona un alto grado de confianza
y seguridad de los métodos analiticos y se realiza con caracter
obligatorio cuando se desarrolla un nuevo producto. En 2010, Becquer y
col. utilizaron el método de valoraciéon con EDTA, a una concentracion de
0,05N utilizando como indicador el hidroxinaftol azul y como patrén de

referencia el carbonato de calcio reactivo MERCK con certificado de
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calidad. El HCI concentrado se empled en la disolucion de las muestras y
el NaOH IN para garantizar el medio basico en la valoracién. Fueron
determinados parametros como linealidad, precision y exactitud.
Concluyendo que el método analitico desarrollado demostrd ser lineal
R=0,9994, preciso (CV=0,9%) y exacto en el rango de concentraciones

seleccionado (25-75 mg). 28)

En 2013, se comprobd la validez de un método propuesto para evaluar
la concentracidon de bromuro en el rango de 34 a 200 mg/L, se
establecieron las condiciones especificas para el tratamiento de las
muestras y se ha validado el método siguiendo la guia de IUPAC para
validaciones realizadas por un solo laboratorio. Se comprobd que el
método es robusto, preciso, veraz y que las concentraciones maximas
de sales que pueden estar presentes en la muestra sin interferir en la
cuantificacion de iones bromuro es de 224 ppm de sulfato de calcio, 292
ppm de cloruro de potasio, 657 ppm de cloruro de sodio, 1527 ppm de
sulfato de magnesio y 40 542 ppm de cloruro de magnesio. Ademas, se

obtuvo la incertidumbre expandida del método igual a = 0,1418 ppm.(29)

De igual manera, reunimos algunos ejemplos de validacion de métodos

en la determinacion del analito que nos compete, el calcio:

Gémez, Validé el método de E.A.A. en llama para determinar el
contenido de metales pesados tales como Hierro, Manganeso, Sodio,
Potasio, calcio y Magnesio, en muestras de aguas (superficiales,
subterraneas y residuales) del Laboratorio de Analisis de Aguas de la
Corporaciéon Auténoma Regional del Risaralda. Evallo aspectos técnicos

como sensibilidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, exactitud
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y precision cumpliendo asi con requisitos minimos de calidad para su
implementacion en el laboratorio y dando oportunidad para mejoras

continuas en futuros ensayos. (30

Dos afios mas tarde en la misma Universidad, Londoifo D, validd el
método de determinacion de calcio y magnesio en agua cruda y tratada
por Espectroscopia de Absorcién Atdmica, por medio de siete sesiones
de laboratorio consecutivas, a través de la lectura de los estandares,
estandares y muestras de agua cruda y tratada, por duplicado, con esto
se demostrdé que el método sirve para determinar calcio y magnesio en

una matriz de agua sea cruda o tratada. G1)

I1.3.- HIPOTESIS

La Espectrofotometria de Absorcion Atdmica con Llama y la
Espectrofotometria de Absorcién Molecular han sido descritos en la
bibliografia como métodos confiables para la determinacion de multiples
minerales entre ellos el calcio; por tanto, la elaboracidn de un protocolo
de validacidon de los métodos antes mencionados permitiria conocer y
demostrar que los mismos son aceptables para la determinacién de
calcio en soluciones acuosas segun los parametros de calidad analitica

nacionales e internacionales.
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I1.4.- OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

I1.4.1.- Objetivo General

Validar los métodos de Espectrofotometria de Absorcién Atdémica y

Espectrofotometria de Absorcién Molecular para la determinacion de

calcio en soluciones acuosas segun los parametros de la ICH.

I1.4.2.- Objetivos Especificos

Realizar la validacion del método de Espectrofotometria de
Absorcién Atdmica con Llama aplicando los parametros de
linealidad, limite de deteccidn, limite de cuantificacidn, exactitud,
repetibilidad y reproducibilidad para la determinaciéon de calcio en
soluciones acuosas.

Realizar la validacion del método de Espectrofotometria de
Absorcién Molecular aplicando los parametros de linealidad, limite
de deteccién, limite de cuantificacion, exactitud, repetibilidad y
reproducibilidad para la determinacion de calcio en soluciones
acuosas.

Analizar e interpretar los resultados para comprobar o no la

hipétesis establecida.
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CAPITULO III
METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO

III.1. MATERIALES Y METODOS

II1.1.1 Materiales

= Balones aforados (25, 100, 500 y 1000 mL de capacidad).

» Cilindros graduados (50 y 100 mL).

= Vasos de precipitado 50, 100, 500 mL de capacidad.

» Varillas de vidrio.

= Matraz.

= Jeringas

= Tubos de ensayo.

= Algododn

» Alcohol

= Vidrios de Reloj.

» Pipetas volumétricas para volimenes de 1, 2, 3, 5y 10 mL.

» Pipetas graduadas para volumenes de 5y 10 mL.

» Pipetas automaticas para volumenes entre 1-10 pyL; 10 - 100 pLy
100-1000pL.

= Puntillas para pipetas automaticas.

= Espatula.

= Papel parafilm.
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III.1.2 Reactivos

= Acido Clorhidrico (HCI concentrado grado analitico)

= Carbonato de calcio de grado analitico. Merck®

» Cloruro de Lantano

= Agua Desionizada (resistividad 18,2 MQ/cm)

= Kit comercial de reactivos para determinaciéon de calcio en suero
sanguineo por Espectrofotometria de Absorcién Molecular

DiagnoTest. (32)
III.1.3. Soluciones

Se prepararan las siguientes soluciones:
= Solucién de Lantano (0,1% m/v).
= Solucién Madre de calcio (500 mg/L).

= Solucién de acido nitrico (HNO3) al 10% v/v.
II1.1.4.- Instrumentos

» Espectrofotémetro de Absorcion Atémica con Llama Perkin Helmer
3110.

= Lampara de Catodo Hueco de calcio.

= Balanza analitica.

= Centrifuga

= Desionizador EASY pure® II ultrapure water system, 18 MQ-cm
de pureza.

» Fotocolorimetro BioStat-Fax 1915.
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III.2 METODOLOGIA ANALITICA

II11.2.1.- Procedimiento analitico

El primer paso en un analisis de laboratorio es el conocimiento y manejo
de los instrumentos a utilizar, asi como el dominio de la técnica y del
método analitico a aplicar. Es fundamental que el analista disponga de
suficiente tiempo para familiarizarse con los instrumentos a utilizar, con
su constitucién y procedimientos de operacion y mantenimiento,
ademas también se debe disponer de tiempo para comprender vy
dominar el protocolo a seguir en la validacién; asi como también es

fundamental asegurar el control de calidad adecuado para cada método.

En la fase analitica, en lo que se refiere a las mediciones por
espectrofotometria de absorcion molecular se seguiran las indicaciones
establecidas en el kit comercial de calcio Diagnotest (32) y se trabajara
con un Fotocolorimetro BioStat Fax 1915. Para las determinaciones con
la Técnica de Absorcion Atdmica, se procedera de acuerdo con lo
indicado en el manual para el procesamiento de muestras del
espectrofotometro de absorcion atdmica Perkin Elmer 3110. 33) La fase

pos-analitica comprendera el registro de los datos de una manera ldgica.
II1.2.2.- Métodos Analiticos

Los métodos a validar en este trabajo tienen el mismo fundamento, por
ser métodos espectrofotométricos de absorcidn, tal como nos lo explica

Arévalo E. y col. (1984). La Espectrofotometria mide a una determinada

longitud de onda la cantidad de energia electromagnética absorbida por
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la sustancia, esta energia es proporcional a la cantidad de atomos o

moléculas presentes en el paso de la radiacion electromagnética. G4

La Espectroscopia de Absorcion Atdmica es un método para la
deteccion y la determinacion de elementos quimicos, particularmente de
elementos metalicos. (3°) Se fundamenta basicamente en la propiedad
que tienen los atomos de absorber radiacion a longitudes de onda
especificas de cada elemento. Esta técnica mide la cantidad de luz que
es absorbida por los atomos en estado fundamental presentes en la
muestra, al hacer incidir radiacion proveniente de una fuente de luz,

comunmente una lampara de catodo. (39

Los atomos requeridos para las mediciones espectroscopicas de
absorcion atdmica se generan mediante la adicion de suficiente energia
térmica a la muestra, lograndose de esta manera la disociacién de los
compuestos quimicos (se rompen los enlaces quimicos y se colocan en
un estado de reposo no excitado, no ionizado) y la formacion de atomos
libres. Bajo condiciones apropiadas de temperatura, muchos de los
elementos atomizan, permaneciendo sus atomos en el paso o6ptico (en
estado fundamental), y por un tiempo determinado. Asi los atomos
formados son capaces de absorber radiacion electromagnética de una
longitud de onda apropiada proveniente de fuentes tales como las
lamparas de catodo hueco o de las ldamparas de descarga sin

electrodos.(39)
La Espectroscopia de Absorcion Molecular se emplea primariamente

en analisis cuantitativo y es probablemente el procedimiento mas usado

en los laboratorios quimicos y clinicos de todo el mundo. Se basa en la
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medicion de la transmitancia T o de la absorbancia A de soluciones que
estan en celdas transparentes que tienen una longitud de trayectoria de
b cm. Normalmente, la concentracion de un analito absorbente se

relaciona en forma lineal con la absorbancia segun la Ley de Beer: (13)

A =-log T = log Po/P = €bc

Termino y simbolo Definicion
Potencia radiante incidente, Po Potencia radiante en watts que incide
en la muestra
Potencia radiante transmitida, Potencia radiante que transmite la
P muestra
Absorbancia, A Log(Po/P)
Transmitancia, T P/Po
Longitud de trayectoria de la Longitud sobre la que ocurre la
muestra, b atenuacion
Concentracion del absorbente, Concentracion en unidades
C especificadas
Absortividad molar, € A/(bc)

Tabla 2. Definiciones de términos de la Ley de Beer. (13)
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I11.2.3. Instrumentacion Analitica

Los sistemas constituyentes de un Espectrofotometro de Absorcion

Atémica comprenden:

» Fuente de radiacion

= Sistema de atomizacion de muestras: llama

= En el caso de la Espectrofotometria de Absorcién Atdémica con
Llama comprende también el sistema de introduccién de muestras
a la llama.

= Sistema de monocromador, transductor, amplificador y registrador

de la senal.

La radiacion electromagnética originada por una fuente de radiacién, a
la longitud de onda de resonancia y de intensidad inicial Io, se enfoca
sobre una llama o a través de un horno de grafito, los cuales contienen
atomos en el estado fundamental. La intensidad inicial de la radiacién
disminuye en una cantidad proporcional a la concentracion de los
atomos existentes en el paso Optico. Luego, la radiacién
electromagnética se dirige sobre un detector, donde se evalia la
intensidad disminuida. La cantidad de radiacién absorbida se determina

por comparacion de I e Io.

I: Intensidad transmitida

Io: Intensidad Incidente

La facilidad y la rapidez con las cuales se pueden hacer determinaciones

exactas y precisas de muchos elementos quimicos, utilizando la
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Espectrofotometria de Absorcion Atdmica, han hecho de esta técnica
una de las mas populares para la determinacién de aproximadamente

70 metales, en diferentes tipos de matrices y condiciones.

1 AR, 0381
= | @ &
e
5&’5&'&8& DETECTOR ¥
MONOCROMADOR SISTEMA DE
QUEMADOR AMPLIFICADOR LECTURA

NEBULIZADOR

Figura 1. Esquema  estructural de un Instrumento de
Espectrofotometria de Absorcion Atdmica con llama.

La Espectrofotometria de Absorcidn Atdmica con llama tiene ciertos

Parametros instrumentales

) Ancho de
Método Llama A (nm) .
rendija (nm)
EAA Si 422,7 0,7

Tabla 3. Condiciones de trabajo del espectrofotometro Perkin Elmer
3110 para determinacion de calcio por absorcion atémica. (33

En los métodos basados en la Espectrofotometria de Absorcion
Molecular las determinaciones se realizan previa una reaccién de color
entre el analito a determinar y un reactivo, lo cual da lugar a la
formacién de un compuesto coloreado cuya intensidad de color varia
segun la concentracion del analito, a mayor concentracion de analito

mayor sera la cantidad de radiacién absorbida. La radiacién procede de
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una lampara cuya constitucion depende de la zona del espectro donde
se trabaja, generalmente las determinaciones se realizan en la zona
visible y ultravioleta. Esta radiacién se hace incidir sobre la respectiva
muestra, previamente tratada y un detector que también depende de la
zona de trabajo capta la cantidad de luz transmitida por la muestra

luego de la respectiva absorcidn.

espectrofotémetro.

= =

En la Figura 2 se muestran los componentes principales de un

= E ¥

Lente Filtro Muestrs Detector Galvanémetro

Lampara

Figura 2. Esquema estructural de un Fotocolorimetro.
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CAPITULO IV
VALIDACION DE LA METODOLOGIA

IV.1.- VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA PARA LA
DETERMINACION DE CALCIO MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA
DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA.

La confiabilidad de un método analitico viene dada por su capacidad
para determinar el analito aportando resultados éptimos. Para que un
método sea considerado confiable al ser evaluado, debe demostrar:

exactitud, precisidon, especificidad, sensibilidad, linealidad entre otras.(37)

Para comprobar las condiciones de confiabilidad del método se procedié
a preparar soluciones estandares de diferentes concentraciones,
provenientes de una solucién madre de calcio de 500 mg/L, utilizando el
Cloruro de Lantano al 0,1% para evitar interferencias y agua

desionizada como solvente.

La solucién de Cloruro de Lantano al 0,1% se prepard a partir de la sal
de Cloruro de Lantano heptahidratado (LaCls 7H.0) de peso molecular
371,270 g/ mol. Para preparar esta solucion se considerd el peso
molecular anhidrida: 244,360 g /mol y el peso de la sal heptahidratada
371,270 g/ mol. Por lo tanto para preparar 1 litro de solucion de Cloruro
de Lantano al 0,1% se peso6 0,152 g. de la sal, se disolvid y se aforo con

agua desionizada hasta completar 1 litro.
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Para la determinacidon de calcio por el método de Espectroscopia de
Absorcion Atémica con Llama se siguidé el procedimiento sefialado en el

Manual del espectrofotdmetro Pekin ElImer 3110. 33)

Figura 3. Espectrofotometro Perkin Elmer 3110.

IV.1.1.-Determinacion de la Linealidad para calcio

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener
los resultados de las pruebas directamente proporcionales a la

concentracion (cantidad) de analito en la muestra. (15

Se determina mediante la preparacion en forma independiente de 3
curvas de calibrado con soluciones estandar de al menos 6
concentraciones, las cuales deben encontrarse dentro de los intervalos
establecidos, graficando posteriormente la respuesta de la medicion,
contra la concentracién del analito, sobre esta curva se determina y se

comprueba dicha linealidad mediante la curva de regresion lineal. (15
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Se procedié a realizar tres curvas de calibracién simple para nuestro
analito, el calcio, en diferentes dias, preparando en cada una 6
estandares de concentraciones 0,100 mg/dL, 0,200 mg/dL, 0,300
mg/dL, 0,400 mg/dL, 0,500 mg/dL y 0,600 mg/dL, respectivamente, a
partir de la solucion madre de CaCOs3 (500 mg/L), preparadas en balones
de 50 mL.

Se obtuvo el promedio de las absorbancias de las soluciones estandares
en las tres curvas y con estos promedios se realizd la curva de
calibracion simple. Para comprobar la linealidad se hallé la curva de
regresion, que nos da los parametros: coeficiente de correlacion,

pendiente y el punto de corte que demuestran la linealidad.

IV.1.2.- Determinacion del Limite de Deteccion y Limite de

Cuantificacion para el calcio

El limite de deteccion de un procedimiento analitico es la mas baja
cantidad de analito en una muestra que puede ser detectada pero no
necesariamente cuantificada como valor exacto. Se determina mediante
la cuantificacién de 10 soluciones blancos preparados a la concentracion
mas baja aceptada, se calcula el valor promedio de las concentraciones
y la desviacion. Mientras que el limite de cuantificacion se define como
la mas baja cantidad de analito en una muestra que puede determinarse
cuantitativamente con adecuada precisién y exactitud. Se determina

utilizando las siguientes formulas: LC= 10 Sg/m y el LD= 3 Sg/m. (1)

Para la determinacion del limite de deteccion y el limite de cuantificacion

en la determinacion de calcio, se prepararon diez (10) muestras blanco,
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las cuales fueron leidas con el método de Absorcidn Atdémica con Llama.
Dichas determinaciones se llevaron a cabo en dos oportunidades
durante el periodo de trabajo, obteniendo en cada lectura las

respectivas absorbancias. Los resultados se muestran en la tabla 11.

IV.1.3.- Determinacion de la Precision para el calcio

La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de
concordancia (grado de dispersién) entre una serie de mediciones
obtenidas de multiples muestreos de una misma muestra homogénea

bajo las condiciones prescritas. (9

Puede llevarse a cabo en tres niveles: repetibilidad, reproducibilidad y

precision intermedia.

La repetibilidad es la precisién en las mismas condiciones de
funcionamiento en un corto intervalo de tiempo, es también llamado
intraensayo de precision. Por otra parte la reproducibilidad expresa la
precisiéon entre laboratorios (estudios colaborativos, por lo general se
aplica a la normalizacion de la metodologia) y la precision intermedia
se expresa segun se varié el laboratorio: se realice en diferentes dias, o
por diferentes analistas, o diferentes instrumentos. La precision de un
procedimiento analitico se expresa habitualmente como la varianza,
desviacion estandar o coeficiente de variacibn de una serie de

mediciones. (15)
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IV.1.3.1.- Analisis de Repetibilidad

Para la determinacion de la precision mediante el andlisis de
repetibilidad, se procedi6 a preparar 10 soluciones patrén de
concentracion 0,300 mg/dL, a partir de una solucién de Carbonato de
calcio (CaCOs3). Este procedimiento se realizd en un mismo dia por el
mismo operador, en el mismo laboratorio, con los mismos reactivos y el

mismo instrumento. 9

IV.1.3.2.- Analisis de la Precision Intermedia

El analisis de la precisién intermedia se realiz6 utilizando los resultados
obtenidos de la lectura de seis soluciones estandares de concentracién
0,300 mg/dl, las cuales fueron preparadas variando una condicion, es
decir, por dos operadores distintos, con los mismos reactivos, en el
mismo dia y leidas en el mismo instrumento de absorcién atémica con
llama. Posteriormente se calculd el coeficiente de variaciéon (CV)

utilizado para estimar la precision del método. ¥

IV.1.4.- Determinacion de la Exactitud para el calcio

La exactitud de un método es el grado de concordancia entre el
resultado de una determinacion o la media de n resultados y el valor
“verdadero” del analito en la muestra en cuestion, para su
determinacion se dispone de pruebas sencillas como:
adicidn/recuperacién. La prueba de adicién estandar es especialmente
util para analizar muestras cuya matriz compleja hace altamente

probable la presencia de interferencias no espectrales midiendo la
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respuesta del analito en la muestra problema. En tanto la prueba de
recuperacion se emplea para demostrar si el método mide todo o solo
parte del analito (su recuperacién), ya que en mediciones
experimentales puede perderse analito especialmente en el caso de
tratamientos complejos de muestras con analitos en cantidades traza,

dando lugar a porcentajes de recuperacion menores. (1538, 39)

IV.1.4.1.- Curva de Adicion Estandar

Para la prueba de adicion estandar para calcio se prepararon dos curvas
de calibrado, de concentraciones 0,100 mg/dL, 0,200 mg/dL, 0,300
mg/dL, 0,400 mg/dL, 0,500 mg/dL y 0,600 mg/dL. Utilizando la primera
de ellas, como curva base y la segunda curva tendria el afadido de la
sustancia que hay que analizar (0,100 mL suero). Posteriormente fueron
leidos en el instrumento de absorcidon, para luego obtener la grafica
correspondiente. Esta curva se realizé a fin de verificar la ausencia de

interferencias que pudieran existir. (9

IV.1.4.2.- Porcentaje de recuperacion

El porcentaje de recuperacion para calcio se realizé preparando cuatro
soluciones de concentraciones 6 mg/dL, 8 mg/dL, 10 mg/dL y una
solucidon base. Los estandares se realizaron a través de una solucion
madre de Carbonato de calcio de 100 mg/dl y siguiendo el esquema que

se presenta a continuacion.
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Solucién 1 (Base) 1 mL de suero + 0,100 mL de agua desionizada

Solucién 2 (P 6mg/dL) | 1 mL de suero + 0,100 mL de patrén 6 mg/dL

Soluciéon 3 (P 8mg/dL) | 1mL de suero + 0,100 mL de patréon 8 mg/dL

Soluciéon 4 (P 10mg/dL) | 1mL de suero + 0,100 mL de patréon 10 mg/dL

Tabla 4. Preparacion de las soluciones para el Andlisis de Recuperacion
de calcio por EAA con Llama

Luego de realizar la medicidon y de obtener los datos se multiplicaron por
50 (Factor de Dilucion) para obtener el valor verdadero debido a que la
preparacion se realizé en balones de 50mL; y asi realizar los calculos
correspondientes con los cuales se hallé el porcentaje de recuperacién
mediante el cdlculo de calcio medido, calcio agregado y el calcio

recuperado.

IV.2.- VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA PARA LA
DETERMINACION DE CALCIO MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA
DE ABSORCION MOLECULAR (EAM)

El método de calcio Diagnotest (32) es la reaccion de la cresolftaleina
complexona con el calcio de la muestra para formar un complejo
cromdégeno que es medido fotométricamente a 575 £ 5 nm. La
interferencia del magnesio se previene secuestrandolo con 8-
hidroxiquinolina, mientras que otros metales divalentes son

enmascarados con el ion cianuro.
Se utiliza 2-Etilaminoetanol para establecer un pH de 12 y el

Dimetilsulfoxido para bajar la constante dieléctrica, evitando la

ionizacidn de la Cresolftaleina complexona.
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El kit contiene los siguientes reactivos:

Reactivo 1. Reactivo de color de calcio: Cresolftalein-complexona,
hidroxiquinolina, dimetil sulfoxido y acido clorhidrico al 0,1%.

Reactivo 2. Reactivo Buffer de calcio: 2-Etilaminoetanol y cianuro de
potasio.

Reactivo 3. Patréon de calcio: Carbonato de calcio en solucién acida de

Acido Nitrico.

Para la determinacion de calcio por el método de Espectroscopia de

Absorcion Molecular se uso el Fotocolorimetro BioStat Fax 1915.

Figura 4. Fotocolorimetro BioStat - Fax 1915.

IV.2.1.- Determinacion de la Linealidad para calcio

Se procedid a realizar tres curvas de calibracién simple para nuestro
analito, el calcio, en diferentes dias, preparando en cada una 6

estandares de concentraciones 1 mg/dL, 2 mg/dL, 4 mg/dL, 6 mg/dL, 8
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mg/dL y 10 mg/dL. Graficando posteriormente el promedio de la
respuesta de la medicién, contra la concentracién del analito, sobre esta
curva se determina y se comprueba dicha linealidad mediante la curva

de regresion lineal.

IV.2.2.- Determinacion del Limite de Deteccion y Limite de

Cuantificacion

Para la determinacion del limite de deteccion y el limite de cuantificacion
en la determinacion de calcio, se prepararon diez (10) muestras blanco,
las cuales fueron leidas con el método de absorcion molecular. Dichas
determinaciones se llevaron a cabo en dos oportunidades durante el
periodo de trabajo, obteniendo en cada lectura las respectivas

absorbancias. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

IV.2.3.- Determinacion de la Precision para el calcio

IV.2.3.1.- Andlisis de Repetibilidad

Para la determinacién de la precision mediante el andlisis de
repetibilidad, se procedié a preparar 10 soluciones patréon de
concentracion 5 mg/dL a partir del patréon original. Este procedimiento

se realizd en un mismo dia por el mismo operador, en el mismo

laboratorio, con los mismos reactivos y el mismo instrumento.
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IV.2.3.2.-Precision intermedia

El andlisis de la precisién intermedia se realizd utilizando los resultados
obtenidos de la lectura de diez soluciones estandares de concentracién 5
mg/dl, las cuales fueron preparadas variando una condicién, es decir,
por dos operadores distintos, con los mismos reactivos, en el mismo dia
y leidas en el mismo instrumento de absorcion molecular.
Posteriormente se calculd el coeficiente de variacién (CV) utilizado para

estimar la precisiéon del método.

IV.2.4.- Determinacion de la Exactitud para el calcio

IV.2.4.1.-Curva de Adicion Estandar

Para la prueba de adicidon estandar para calcio se prepararon dos curvas
de calibrado, de concentraciones 1 mg/dL, 2 mg/dL, 4 mg/dL, 6 mg/dL,
8 mg/dL y 10 mg/dL. Utilizando la primera de ellas, como curva base y
la segunda curva tendria el afiadido de la sustancia que hay que analizar
(50uL suero). Posteriormente fueron leidos en el instrumento de
absorcidn, para luego obtener la grafica correspondiente. Esta curva se
realizé a fin de verificar la ausencia de interferencias que pudieran

existir.
IV.2.4.2.- Porcentaje de Recuperacion para calcio
El porcentaje de recuperacion para calcio se realizd preparando tres

soluciones de concentraciones 5 mg/dL, 10 mg/dL y una solucién

base.(®)
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Muestra Concentracion

Solucién 1 | 2mL de reactivo 1 + 2mL de reactivo 2 + 30uL de suero +

(base) 20 ul de agua desionizada

Solucidon 2 | 2mL de reactivo 1 + 2mL de reactivo 2 + 30uL de suero +

(5 mg/dL) 20 pL de patron
Solucién 3 | 2mL de reactivo 1 + 2mL de reactivo 2 + 30uL de suero +
(10 mg/dL) 20 pL de patrén

Tabla 5. Preparacion de las soluciones para el Andlisis de Recuperacion
de calcio por EAM

Luego de realizar la medicion y de obtener los datos se multiplicaron por
el factor Unico; y asi realizar los calculos correspondientes con los cuales
se halléd el porcentaje de recuperacidon mediante el célculo de calcio

medido, calcio agregado y el calcio recuperado.

39




CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION

V.1.- Parametros de validacion de la metodologia analitica para
la determinacion de calcio mediante Espectrofotometria de

Absorcion Atomica con Llama (EAA).

V.1.1.- Determinacion de la Linealidad para el calcio

Para determinar la linealidad es necesario construir la llamada curva de
calibracion. En la siguiente tabla se muestran los resultados de los
valores de absorbancia y sus promedios obtenidos en funcién de la
concentracion del analito en cada solucion patrén en las tres curvas

calibracidn para calcio realizadas mediante EAA con Llama. (514

Concentracion | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia| Promedio de
mg/dL Curva 1l Curva 2 Curva 3 Absorbancias
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,100 0,048 0,046 0,042 0,045
0,200 0,092 0,089 0,082 0,088
0,300 0,137 0,132 0,126 0,132
0,400 0,177 0,172 0,170 0,172
0,500 0,214 0,215 0,212 0,214
0,600 0,250 0,260 0,251 0,254

Tabla 6.Valores de las absorbancias en funcion de las concentraciones
de los estandares de calcio obtenidas mediante su analisis por EAA con
Llama.
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Grafica 2. Curva de regresion lineal para la determinacion de calcio
mediante EAA con Llama
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Para la construccion de la curva de regresidon lineal se utilizd el
Software Microsoft Excel 2013 y se obtuvieron los siguientes parametros

como resultados:

m= 0,422
b= 0,002
r2= 0,999

Los resultados obtenidos para el coeficiente de determinacién (r?)
indican estadisticamente un alto el grado de relacidén entre los niveles de
concentracion del calcio y los niveles de absorbancia (®), indicativo de la
linealidad del método de EAA con Llama en la determinacion de calcio en

soluciones acuosas.

ANALISIS DE VARIANZA

Gr.ados de Suma de Promedio de los F Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 0,0305767 0,0305767 15037,7213 | 2,6521E-08
Residuos 4 8,13333E-06 2,03333E-06
Total 5 0,030584833

Tabla 7. Resultados del Analisis de Varianza en EAA.

- Error | Estadistico - Inferior Superior Inferior Superior

Coeficientes tipico ¢ Probabilidad 959% 95% 95,0% 95,0%
I;E:ei:gf‘e 0,0045333 | 0,00132 | 3,414973 | 0,026904 | 0,000847 | 0,0082190 | 0,000847 | 0,008219
0 0,418 0,00340 | 122,6283 2,65E-08 | 0,408536 | 0,4274639 | 0,408536 | 0,427463

Tabla 7.1. Resultados del Analisis de Varianza en EAA.
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Coeficiente de Correlacion 0,997

Coeficiente de determinacién (r?) 0,999
Coeficiente de variacién de factor
2,790 %
respuesta
Pendiente distinta de cero Fexp (0,422)> Feritico(2,652E-08)
Intercepto distinto de cero texp (0,002) <ttab (0,004)

Tabla 8. Resultados de los criterios de aceptacion de parametros
estadisticos de comprobacion de la linealidad de un método analitico.

V.1.2.-Determinacion del Limite de Deteccion y Limite de

Cuantificacion para el calcio

En la tabla que se muestra a continuaciéon se observan los resultados
obtenidos para las lecturas de las soluciones blancos analizados para la
determinacion del limite de deteccion y cuantificacidn para el método de

EAA con Llama.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 X ZXi-x

Blanco | 0,000 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,002 | 0,000 | 0,001 | 0,002 | 0,001 | 0,001 | 0,001

xi-x 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,001 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 0,004

Tabla 9. Valores de Ilas absorbancias de las soluciones blanco
obtenidos para la determinacion del Limite de deteccion y Limite de
cuantificacion para calcio mediante EAA con Llama

43




n= 10

DSg= /(z::‘_—:)z
DSg= /“3—“;’—"”3 = 0,0013

El valor de la pendiente utilizado para el calculo del limite de deteccién y

limite de cuantificacion se hallé de la curva de regresién lineal obtenido

anteriormente, donde m= 0,422.

Limite de Deteccidon

LD = 3 Sb/m

LD = 3 *0,0013/ 0,422

LD = 0,0095 mg/dL

Limite de Cuantificacion

LOQ = 10 Sb/m

LOQ = 10 * 0,0013/ 0,422

LOQ = 0,0316 mg/dL

V.1.3.- Determinacion de la Precision para el calcio
Puede llevarse a cabo en tres niveles: repetibilidad, reproducibilidad y

precision intermedia. ® Sin embargo el presente estudio solo se

estudiara la repetibilidad y la precision intermedia.
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V.1.3.1.- Analisis de Repetibilidad

Los resultados obtenidos del estudio de la repetibilidad se muestran en

la siguiente tabla.

Absorbancias
1 0,135
2 0,135 Promedio = 0,136
. 3 0,137
Concentraciones
; 4 0,136 Desviacion Estandar = 0,002
del patron
. 5 0,135
Intermedio
[0,30 mg/dL] 6 0,135 Coeficiente de Variacion=
7 0,137 1,47%
8 0,136
9 0,136
10 0,135

Tabla 10. Resultados de las lecturas del patron intermedio calcio de
concentracion (0,30 mg/dL) para el analisis de repetibilidad del método
EAA con Llama.

El coeficiente de variacién calculado para el estudio de la repetibilidad
del método en estudio es de 1,47%, valor considerado aceptable segln
la ICH (13) para este parametro que tiene como criterio de aceptacion un

valor maximo de hasta 2%.
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V.1.3.2.- Analisis de la Precision Intermedia

En la siguiente tabla se observan los valores de las absorbancias
obtenidos en el analisis del patron intermedio de calcio para la

determinacion de la precisién del Método de EAA con Llama.

Absorbancias Absorbancias
Concentracion del operador 1 operador 2
patron intermedio 0,135 0,132
(0,30mg/dL) 0,134 0,134
0,133 0,133
Promedio 0,134 0,133
Desviacion Estandar 0,0014 0,0014
Coeficiente de
1 1,04% 1,04%
variacion

Coeficiente de variacion promedio = 1,04%

Tabla 11. Resultados de las absorbancias del patron intermedio de
calcio de concentracion (0,30mg/dL) para la determinacion la precision
intermedia del método.

En el andlisis de precision intermedia permitié determinar que el método
de EAA con Llama obtuvo un coeficiente de variacion de 1,04%,
porcentaje menor que el valor maximo para este parametro (5%),
segun el criterio de aceptacion de la ICH (13); es decir que este
resultado indica que el método en estudio estd dentro de los

parametros de aceptacion.
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En base a los resultados obtenidos para las pruebas de repetibilidad y

precision intermedia se puede afirmar que el método de EAA con Llama

es preciso para el analisis de calcio en soluciones acuosas.

IV.1.4.- Determinacion de la Exactitud para el calcio

La exactitud de un método se determina a través de

adicién / recuperacion. (13

IV.1.4.1 Prueba de Adicion de Estandar

pruebas de

En la tabla que se presenta a continuacién se observan los resultados

de la prueba de adicién de estandar para el Método de EAA con Llama

para la determinaciéon de calcio.

Curva sin adicion

Curva con adicion

Estandares | Concentracion | Absorbancias | Concentracion | Absorbancias
Blanco 0 0 0+ 0,100 mL 0,080
P1 0,100 0,042 0,1+ 0,100 mL 0,125
P2 0,200 0,083 0,2 + 0,100 mL 0,162
P3 0,300 0,124 0,3 + 0,100 mL 0,208
P4 0,400 0,172 0,4+ 0,100 mL 0,245
P5 0,500 0,215 0,5+ 0,100 mL 0,284
P6 0,600 0,250 0,6 +0,1mL 0,322
Suma 2,100 0,887 2,100 1,426
Promedio 0,350 0,126 0,350 0,237

Tabla 12: Resultados obtenidos en la prueba de Adicién Estandar para
determinacion de calcio por el método de EAA con Llama.
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Grafica 3. Curvas de calibracion simple sin adicion y con adicién de
estandar para la determinacion de calcio en soluciones acuosas
mediante EAA con Llama.
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Grafica 4. Curvas de calibracion con regresion lineal sin adicion y con
adicion de estandar para la determinacion de calcio en soluciones
acuosas mediante EAA con Llama.
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V.1.5.- Porcentaje de Recuperacion para calcio

En la siguiente tabla se muestran los resultados de las concentraciones
de los estandares obtenidos durante la prueba de analisis de

recuperacion de calcio mediante el método de EAA con Llama.

Concentracion
Muestra Absorbancia .
Corregida mg/dL
Solucion 1 (Base) 0,191 9,550
Solucion 2
0,202 10,100
(P 6mg/dL)
Solucién 3
0,215 10,750
(P 8mg/dlL)
Solucién 4
0,218 10,090
(P 10mg/dL)

Tabla 13. Resultados del Andlisis de Recuperacion de calcio mediante
EAA con Llama

Ca Medido Ca Ca % de
(mg/dL) Agregado recuperado Recuperacion
Solucion 1
9,550 --- ---
(Base)
Solucion 2
10,100 0,545 0,550 100%
(P 6mg/dL)
Solucion 3
10,750 0,727 1,200 165%
(P 8mg/dL)
Solucion 4
10,090 0,909 0,540 59%
(P 10mg/dL)

Tabla 14. Resultados del porcentaje de recuperacion de calcio mediante
EAA con Llama
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El resultado del andlisis de recuperacién obtenido con EAA con Llama
para la determinacion de calcio en soluciones acuosas alcanzé un 108%;
se considera aceptable ya que, el porcentaje obtenido es > al 98%
criterio de aceptacion para este parametro segun la ICH (13), Por tanto el
método de EAA con Llama para la determinacion de calcio en soluciones

acuosas es exacto.

V.2.- Validacion de Ia metodologia analitica para Ila
determinacion de calcio mediante Espectrofotometria de

Absorcion Molecular.

V.2.1.- Determinacion de la Linealidad para calcio

Para determinar la linealidad es necesario construir la llamada curva de
calibracion. En la siguiente tabla se muestran los resultados de los
valores de absorbancia y sus promedios obtenidos en funcion de la
concentracion del analito en cada solucién patrén en las tres curvas

calibracion para calcio realizadas mediante EAM. (9-14)
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Concentracion | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Promedio de
mg/dL Curva 1l Curva 2 Curva 3 Absorbancias

0 0,000 0,000 0,000 0,000

1 0,015 0,010 0,019 0,014

2 0,030 0,031 0,029 0,030

4 0,065 0,056 0,061 0,060

6 0,092 0,096 0,092 0,089

8 0,129 0,121 0,120 0,123

10 1,163 0,151 0,152 0,155

TABLA 15. Valores de las absorbancias en funcion de las
concentraciones de los estandares de calcio obtenidas mediante su

analisis por EAM, con longitud de onda de 572,5 nm

0,180 -

0,160 ——— —
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0,040
0,020

0,000 T
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Grafica 5. Curva de Calibracién simple para la determinacion de calcio

mediante EAM

51



0,180
0,160
0,140
0,120
0,100
0,080
0,060
0,040
0,020
0,000
-0,020

Absorbancias

<

I:{Z = 0,99921 /

Concentraciones

Grafica 6. Curva de «calibracion con regresion

determinacion de calcio mediante EAM

lineal para la

Para su construccion se utilizé el programa de computacidon Microsoft

Excel 2013 y se obtuvieron los siguientes parametros.

m= 0,015
b= 0,0013
r’= 0,999

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados F Valor critico de F
Regresién 1 0,014788804 0,014788804 | 6802,663516 1,29529E-07
Residuos 4 8,69589E-06 2,17397E-06
Total 5 0,0147975

Tabla 16. Resultados del Analisis de Varianza en EAM.
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Coeficient Error Estadistico Inferior Superior Inferior Superior
es tipico t Probabilidad 95% 95% 95,0% 95,0%

Intercepcién | 0,00205 0,00114 | -1,793371 0,147370 1 -0,005242| 0,001127]| -0,005242| 0,001127

0] 0,01559 0,00018 | 82,47826 1,29E-07| 0,015066| 0,016116| 0,015066| 0,016116

Tabla 16.1. Resultados del Analisis de Varianza en EAA.

Coeficiente de correlacion (r) 0,999
Coeficiente de determinacion (r?) 0,999
Coeficiente de variacidon de factores
3,640 %
respuesta
Pendiente distinta de cero F ex (0,015) > F critico (1,295E-07)
Intercepto distinto de cero texp (0,001) <ttab (0,002)

Tabla 17. Resultados de los criterios de aceptacion de parametros
estadisticos de comprobacion de la linealidad de un método analitico.

V.2.2.- Determinacion del Limite de Deteccion y Limite de

Cuantificacion

En la tabla que se muestra a continuacion se observan los resultados
obtenidos para las lecturas de las soluciones blancos analizados para la
determinacion del limite de deteccién y cuantificacion para el método de
EAM.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 X [=Xi-X
BLANCO | 0,096 | 0,087 | 0,087 | 0,082 | 0,083 | 0,082 | 0,085 | 0,084 | 0,084 | 0,086 | 0,085 -
Xi-X |0,011 0,002 | 0,002 | 0,003 | 0,002 |0,003| 0 |0,001]0,001]0,001]| - 0,026

Tabla 18. Valores de |Ilas absorbancias de las soluciones blanco
obtenidos para la determinacion del Limite de deteccion y Limite de
cuantificacion para calcio mediante EAM.
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n= 10

DSg= /(Z::f)z
DSg= /(O’Oj"’)z = 0,008

El valor de la pendiente utilizado para el calculo del limite de deteccién y

limite de cuantificacion se hallé de la curva de regresién lineal obtenido

anteriormente, donde m= 0,015

Limite de Deteccion

LD = 3 Sb/m

LD = 3 * 0,008 /0,015

LD = 1,670 mg/dL

Limite de Cuantificacion

LOQ = 10 Sb/m

LOQ = 10 * 0,008 / 0,015

LOQ = 5,580 mg/dL

V.2.3.- Determinacion de la Precision para el elemento calcio
Puede llevarse a cabo en tres niveles: repetibilidad, reproducibilidad y

precision intermedia. (13 Sin embargo el presente estudio solo se

estudiara la repetibilidad y la precision intermedia.
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V.2.3.1.- Analisis de Repetibilidad

Los resultados obtenidos en el analisis de repetibilidad se muestran en

la siguiente tabla.

Absorbancias

1

0,080

0,079

0,079

Absorbancias del patron

0,078

intermedio de [5 mg/dL]

0,075

0,082

0,077

0,079

O 0 N| O L] | W N

0,076

-
o

0,081

Promedio:
0,078

Desviacion Estandar:
0,002

Coeficiente de Variacion:
2,670 %

Tabla 19. Resultados de las lecturas del patron intermedio calcio de
concentracion (5 mg/dL) para el analisis de repetibilidad del método

EAM.

El coeficiente de variacion calculado es de 2,670%, inaceptable segun la

ICH que tiene como criterio de aceptacion 2%. (15

V.2.3.2.- Andlisis de la Precision Intermedia

En la siguiente tabla se observan los valores de las absorbancias

obtenidos en el analisis del patron intermedio de calcio para la

determinacion de la precisién del Método de EAM.
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Absorbancias | Absorbancias
operador 1 operador 2
0,080 0,075
0,079 0,079
0,079 0,074
Patron Intermedio 5 0,078 0,083
mg/dL 0,075 0,080
0,082 0,076
0,077 0,075
0,079 0,074
0,076 0,075
0,081 0,079
Promedio 0,0786 0,077
Desviacion Estandar 0,002 0,003
Coeficiente de

raly 2,670% 3,890%

Coeficiente de Variacion promedio 3,280%

Tabla 20. Resultados de las absorbancias del patron intermedio de
calcio de concentracion (5 mg/dL) para la determinacion la precision
intermedia del método.

En el anadlisis de precision intermedia permitié determinar que el método
de EAM obtuvo un coeficiente de variacion de 3,280%, porcentaje
menor que el valor maximo para este parametro (5%), segun el criterio
de aceptacion de la ICH (19); es decir que este resultado indica que el

método en estudio esta dentro de los parametros de aceptacion.

En base a los resultados obtenidos se puede afirmar que el método de
EAM es preciso para el andlisis de calcio en soluciones acuosas, aunque

en la prueba de repetibilidad esté por encima del valor de aceptacion.
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V.1.4.- Determinacion de la Exactitud para el calcio

La exactitud de un método se relazan a través de las pruebas de

adicién/ recuperacion.

V.1.4.1.-Curva de Adicion Estandar para la determinacion de

calcio

En la tabla que se presenta a continuacién se observan los resultados

de la prueba de adicion de estandar para el Método de EAM para la

determinacion de calcio.

Curva sin adicion

Curva con adicion

Concentracion

Concentracion

Estandares Absorbancias Absorbancias
(mg/dL) (mg/dL)

Blanco 0 0 0+ 30 L 0,080
P1 1,000 0,014 1,000 + 30 pL 0,089
P2 2,000 0,030 2,000 + 30 pL 0,102
P3 3,000 0,043 3,000 + 30 pL 0,117
P4 4,000 0,059 4,000 + 30 pL 0,132
P5 5,000 0,075 5,000 + 30 pL 0,144
P6 6,000 0,094 6,000 + 30 pL 0,167
P7 7,000 0,102 7,000 + 30 pL 0,176
P8 8,000 0,124 8,000 + 30 pL 0,191
P9 9,000 0,132 9,000 + 30 pL 0,199

Tabla 21. Resultados obtenidos en la prueba de Adicion Estandar para
determinacion de calcio por el método de EAM.
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Grafica 7. Curva de calibracion simple sin adicion y con adicion de
estandar para la determinacion de calcio en soluciones acuosas
mediante EAM.
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Grafica 8. Curva de calibracion con regresion lineal simple sin adicion y
con adicion de estandar para la determinacion de calcio en soluciones
acuosas mediante EAM.
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V.1.4.2.- Porcentaje de Recuperacion para calcio

En la siguiente tabla se muestran los resultados de las concentraciones
de los estandares obtenidos durante la prueba de analisis de

recuperacion de calcio mediante el método de EAM.

Muestra Absorbancia| Concentracion Corregida
Solucién 1 (base) 0,073 4,898
Solucién 3 (5 mg/dL) 0,104 6,978
Soluciéon 3 (10 mg/dL) 0,137 9,192

Tabla 22. Resultados del Andlisis de Recuperacion de calcio mediante

EAM
Ca medido Ca Ca % de

Muestra ;

(mg/dl) agregado | recuperado | Recuperacion
Solucion 1

4,898 - - -

(base)

Solucién 2 6,978 2 2,080 104,005
Solucion 3 9,192 4 4,294 107,360

Tabla 23. Resultados del porcentaje de recuperacion de calcio mediante
EAM

El resultado del andlisis de recuperacion obtenido con EAM para la
determinacion de calcio en soluciones acuosas se considera aceptable ya
que, el porcentaje obtenido es > al 98% criterio de aceptacién para este
parametro segun la ICH (3, Por tanto, el método de EAM para la

determinacion de calcio en soluciones acuosas es exacto.
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VI.- CONCLUSION

Los resultados obtenidos durante el proceso de validacién de los
métodos analiticos de Espectrofotometria de Absorcion Atdmica con
Llama y Espectrofotometria de Absorcion Molecular para Ila
determinacion de calcio en soluciones acuosas, permiten demostrar que
ambos métodos analiticos cumplen con todos y cada uno de los criterios
de aceptacion estadisticos de calidad analitica establecidos nacional e
internacionalmente. Por tanto, ambos métodos son confiables para la

determinacion de calcio en soluciones acuosas.
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VII.- RECOMENDACION

Se recomienda para trabajos posteriores realizar estudios de validacién
complementarios y de comparacion de los métodos de
Espectrofotometria de  Absorcion  Atdmica con Llama vy
Espectrofotometria de Absorcion Molecular para suero humano y de esta
forma poder establecer si la Espectrofotometria de Absorcién Atémica es
un método confiable para la determinacién de calcio sérico comparado
con el método de la Espectrofotometria de Absorcion Molecular y puede

sustituir a éste.
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