UNIVERSIDAD TECNICA NACIONAL
SEDE DE ATENAS

AREA DE TECNOLOGIA
INGENIERIA EN TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

VALIDACION DE UNA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE
MERCURIO EN ATUN EN CONSERVA, EN EL CENTRO NACIONAL DE
REFERENCIA EN BROMATOLOGIA DEL INCIENSA

TRABAJO FINAL DE GRADUACION PARA OPTAR POR EL GRADO DE
LICENCIATURA EN INGENIERIA EN TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

GINNETTE MARIA BADILLA NUNEZ
KIMBERLY MARIA CAMPOS MENA

ATENAS, COSTA RICA
2018



DECLARACION JURADA

Nosotras Ginnette Maria Badilla NGfiez portadora de la cédula de identidad
numero 3-0439-0439 y Kimberly Maria Campos Mena portadora de la cédula
de identidad numero 2-0710-0889, estudiantes de la Universidad Técnica
Nacional (UTN), en la carrera de Ingenieria en Tecnologia de Alimentos,
conocedora (s) de las sanciones legales con que la Ley Penal de la Republica
de Costa Rica castiga el falso testimonio y el delito de perjurio que pueda
ocasionarse ante el (la) Director (a) de Carrera y quienes constituyen el
Tribunal Examinador de este trabajo de investigacién, juramos solemnemente
que este trabajo de investigacién es una obra original respetando las leyes y
que ha sido elaborada siguiendo las disposiciones exigidas por la Universidad
Técnica Nacional (UTN), asi como con los derechos de autor.

En fe de lo anterior, firmamos en la ciudad de Atenas, a los 19 dias del mes de
diciembre del dos mil dieciocho.

Ginnette-Maria Badilla Nufez
Cédula 3-0439-0439

P

A2 974
Kimb afia Campos Mena
Cédula 2-0710-0889




i
HOJA DE APROBACION

Este Trabajo Final de Graduacién fue aprobado por el Tribunal Evaluador
como requisito parcial para optar al grado de Licenciatura en Ingenieria en
Tecnologia de Alimentos

Cn b 1

Eduardo Barrantes Guevara
Director Investigacion Sede Atenas

Gl . V’so/voomo -

Ana Maria Barcenas Parra
Directora de Carrera

R

Adrian Roda Brenes
Tutor del TFG

4

Jonath asquez Paniagua

Lectora

(|

Oscar ernfn'dez Sanchez
Representante del Inciensa




Dedicatoria

A Dios, a mi mama y a toda mi familia por su apoyo incondicional.

Ginnette Maria Badilla NUfez

A mis padres Egberto Alejandro Campos Alvarez e Ivonne del Socorro Paez
Alvarez, por su ayuda y motivacion. Y en especial, a mi tio Moisés Antonio Campos
Alvarez por su apoyo incondicional desde siempre.

Kimberly Maria Campos Mena



Agradecimientos

Agradecemos profundamente al Instituto Costarricense de Investigacion y
Ensefianza en Nutricion y Salud (INCIENSA) por habernos dado la oportunidad de
desarrollar nuestro Trabajo Final de Graduacibn en sus instalaciones,
especificamente en el Centro Nacional de Referencia Bromatologia (CNRBRO).

A Thelma Alfaro Calvo, coordinadora del CNRBRO por haber confiado en
nosotras y apoyarnos continuamente en el desarrollo del proyecto.

A Oscar Fernandez Sanchez, quien fungié como nuestro guia dentro del
CNRBRO, por el aporte de sus conocimientos, dedicacion y paciencia durante el
desarrollo del Trabajo Final de Graduacion.

A nuestro tutor Adrian Roda Brenes, por su ayuda desinteresada e importante
en la realizacion de esta investigacion, por el tiempo dedicado a guiarnos y
aconsejarnos, asi como motivarnos a concluir nuestro Trabajo Final de
Graduacion.

A Jonathan Vasquez Paniagua por haber aceptado ser lector de nuestro
Trabajo Final de Graduacion, y haber aportado su conocimiento en la mejora de

nuestro proyecto.



vi

TABLA DE CONTENIDO
JLIE= 0] F= 0 L= o8 = Vo | {01 viii
Tabla de grafiCas.......uuu i IX
[T U [ 1 1T o PP X
[ INEFOAUCCION ... 12
1.1 ANEECEUABNTIES ..o 12
1.2 Descripcion de la problematica ............coovvvvveiiiiiiii e 16
1.3 JUSHFICACION.....cciiiiiiiii e 17
I @ ] 11 1Y/ 1= PPN 18
1.4.1  Objetivo General ... 18
1.4.2  Objetivos ESPECITICOS.....cuiiiiiiiiiiiiiiiie e 18
1.5 Alcance y limitaCiOnNesS ........coooviiiiiiiiiiiiiieeeee e 19
1.6 Referente iNStUCIONAL............ooviiiiiiiiiie e 19
LY = T oo T I =T T o o 21
2.1 El Mercurio como Contaminante en los Alimentos..........cccccceevvvvevvvnnnnnn. 21
2.1.1  El mercurio: caracteristicas generales ............cccccvveeeeeeeeiiiiniiiiieeeenn. 21
2.1.2 Especies quimicas del Mercurio...........ccccceeeeiiiiiiiiiiieiie e 21
2.1.3 Fuentes de exposiCiON del MErCUrO........c.ccuviiiiiiiiiiiiee e 22
2.1.4  MEICUIO €N AQUA «.eeeieiiiiiiiiiiiiiiieeieee ettt ettt ettt et ettt ettt et e et et e eeeeeeeeeeeeees 23
2.1.5 Toxicidad del mercurio en el cuerpo humano y los alimentos............. 24
2.1.6  Procesamiento del atlin ...........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
2.2  El Mercurio como Contaminante en el AtUN ..........ccoevvvviiiiiiiiiiiiiieieneennn. 26
2.2.1  EXPOSICION hUMANA..........coviiiiiiii e 26
2.2.2  Situacion del mercurio en Costa RICa .........cccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 27
2.3 TIPOS AE AUN......oeiiiiiii e 28
2.3.1 Comercializacion del atlin ............cooevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 29

2.4 Metodologias analiticas utilizadas actualmente para la determinacion de
mercurio €N MUSCUIO d€ PESCAUOD .......uuiiiieeiiiiiiice e 31

2.5 Metodologias para la validacion de métodos ...........cccccceeeeieeeeiieeiiiinnnnnn. 31
2.5.1  ValidaCiOn .......coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 31



Vi

2.5.2 Metodologias analiticas consultadas para la validaciéon de métodos de

L] 0172 |V L PP 34
2.5.2.1 Guia de validacion de la Eurachem ........cccccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiininnnnn, 34
2.5.2.2  Guia de validacion del Organismo Argentino de Acreditacion......... 36
2.5.2.3 Guia de validacion del Ente Costarricense de Acreditacion ............ 37
11 \Y/E=TgoTo 1Y =3 oo (o] [ o [ o o LA 49
4G 70 R [ 11 o T ¥ Totox o] o 49
[V ANAlISIS d€ reSUIAOS ... ..uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 60
4.1 Identificacion de Metodologias Analiticas ...........cccccevuvurvmmriminnnnnnnnnnnnnnns 60
4.2 Descripcion de metodologias ........ccueeiuiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 63
4.3 Propuesta de procedimiento analitiCo ...........cccocuuremmnimniiieniiiieiiieennnns 64
4.4  Validacion de procedimiento analitiCo ............cveeeiiiiiiiiiiieeniee e 66
o RV /T = o o = Vo S 66
4.4.2 RepetiDIlidad (1) .... ... 68
4.4.3 ReproduCibilidad (R) ..........uuuummmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaaees 69
4.4.4  Limite de deteCCiOn (LOD) .......cuiiiiiiiiiiiiiiiieee e 72
4.45 Limite de cuantificacion (LOQ)......cceuiiiuriiiiriieaeee e ee e 73
446 RANJO ..oiieiitiiiie ettt 74
N N 13T [ = o 76
4.4.8  INCErtIAUMDIE .....uuiiiiiiiiiiiii s enennnnnees 79
4.4.9 Efecto matrizy Selectividad ..............cccooeiiiiiiiiiiiii 85
4.4.10 RODUSIEZ.....eeeeeee 87
4.5 Muestras en el Mercado.........cccouuuuuummimiiiiiiiiii e 92
4.6 Documentacion asociada a la validacion ..............cccccccevviiiminnieniinnnnnnnn. 95
V Conclusiones y reComMeNdaCIONES. .........cocuuiieiiiiiiii e e e e e 96
VAl C (T (=] o To = LR 98
LY 4 LI €1 [0 1T T4 o TR 104
VT ANIEXOS ..ttt ettt e e e e e e e et e e e e e ea e e e e ennaeeas 106

Anexo 1 Operacion del Digestor de Microondas..............coccoevvvvviiiiiieeeeeeeeeenn, 106



viii

TABLA DE CUADROS

Tabla 1 Curva de CaliDracCion...............uuueeuiiiiiiiiiiiiiiii e 56
Tabla 2 Resumen de las metodologias para determinar mercurio en alimentos. 63
Tabla 3 Condicion de la evaluacion del Z SCOre ...........ooooviiiiiiiiieeiiiiiieeeeeen 66
Tabla 4 Resultados de muestras Interlaboratorio FAPAS ...........ccccciiiiiiiiiiinnnee 67
Tabla 5 Resultados de FAPAS ... 67
Tabla 6 Célculos para repetibilidad ... 68
Tabla 7 Célculos para reproducibilidad ................eeeiiiiiiiiiii e 70
Tabla 8 Prueba de homogeneidad de varianzas..........cccccccceceeieieeeeeeeiiiiccinn e 70
Tabla 9 Resumen de la prueba de homogeneidad..............cccoooveiiiiiiiiiiicinn e, 70
Tabla 10 Datos para calcular la reproducibilidad...............cccccoeiiiiiiiiiiiiiiie e, 71
Tabla 11 Resultados para reproducibilidad ...............cccoovviiiiiiiiiicincee e 71
Tabla 12 Comparacion de reproducibilidad ............cccccoviiiiiiiiiiiieeeeen 71
Tabla 13 Promedio general para reproducibilidad.............ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiineee, 71
Tabla 14 Relacion con HOIRAL ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 72
Tabla 15 Célculo para limite de deteCCiOn.............uuvvuvuiiiiiiiiiiiiiiiiens 72
Tabla 16 Célculo para limite de cuantificacion .............cccccccveeeiiii e, 74
Tabla 17 CAalculo para RANQO...........ciiiiiiiiieieeece e 75
Tabla 18 Datos para calcular [a hipOtesIS..........ccoeeeeiieiiiiiiicie e 75
Tabla 19 Célculo para linealidad .............ccooovviiiiiiiiie e 76
Tabla 20 ANAIISIS A€ VANANZA...........uuuururiiiiiiiiiiiiiiiiii .. 77
Tabla 21 Estimacion del aporte de incertidumbre ...........cccccccvviiiiiiiiieniiinens 80
Tabla 22 DistribuCiOn QAUSSIANA ........cceiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 80
Tabla 23 Distribucion triangUIAT ............ccooi e 80
Tabla 24 Distribucion rectanguIlar............ccooovviiiiiiiie e 81
Tabla 25 DistribuCiON QAUSSIANEA .......oieeeeiiiiiiiiiicee e 81
Tabla 26 DistribuCiON QAUSSIANEA .......ccieeeeeiiiiiiiicce e 81
Tabla 27 Datos para la incertidumbre..............cccocooeiiiiiiii 82
Tabla 28 Calculos para incertidumbre ..., 82
Tabla 29 Resultado por Monte Carlo............oovuueiiiiei e 83
Tabla 30 Resultado POr GUM ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 83
Tabla 31 Resultado POr GUM ..........uuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibb bbb 83
Tabla 32 Célculos para Efecto matriz y selectividad ..............cccccvvevviiiiiiiiinnnnnnne. 85
Tabla 33 Resultados para Efecto matriz y Selectividad................cceeiiiiiiiininn, 85
Tabla 34 Comparacién entre tilapia enriquecida y una muestra blanco............... 86
Tabla 35 Resultados para RODUSIEZ .........ccooviiiiiiiii e 88
Tabla 36 Prueba F para varianzas ...........ccccuoiiiiiiiiii e 88
Tabla 37 Resumen de las variables ... 89
Tabla 38 Resultados obtenidos para cada parametro de validacion ................... 90

Tabla 39 Identificacion de [aS MUESIIAS .....c.ovneeii et eaeeas 92


file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120696
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120698
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120699
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120700
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120701
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120702
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120703
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120704
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120705
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120706
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120707
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120708
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120709
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120710
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120713
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120714
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120715
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120716
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120717
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120718
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120719
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120724
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120725
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120727
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120728

TABLA DE GRAFICAS

Grafica 1 Modelo de calibraCion ..............ouueeeiiiiiee e e 66
Grafica 2 Residuales para veracidad..............cccceeriiiiiiiiiiiieee e 66
Grafica 3 Efecto del cambio de variables ...........coooeviviiiiiiiieii e, 87
Grafica 4 Resultados de las muestras analizadas.............ccooeeeeeeeiiiieeeeeiieneeeeennnn, 93

Grafica 5 Procedencia de las muestras de atln.........ccoveeeeeeeee e, 94


file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120732
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120733
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120734
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120735
file:///C:/Users/kimcm/Desktop/Validación%20de%20una%20metodología%20para%20determinar%20Hg2+%20en%20Atún%20en%20conserva.docx%23_Toc536120736

RESUMEN

Esta investigacion tiene como objetivo principal realizar la validacion de un
método analitico cuantitativo para determinar mercurio en atin en conserva, por
medio de la técnica de Espectrometria de Absorcion Atomica por Generacion de
Hidruros Volatiles. La validacion se desarrollé en el Instituto Costarricense de
Investigacion y Ensefianza en Nutricion y Salud (INCIENSA) especificamente en
el Centro Nacional de Referencia en Bromatologia (CNRBRO).

Para realizar dicha validacion, se procedio a buscar informacién en normas,
reglamentos, decretos, libros, revistas y articulos cientificos, asi como documentos
internos del INCIENSA. Una vez que se recolecto informacion referente al tema de
estudio, se seleccion6 aquella méas aplicable al objeto de investigacion y se elaboré
un plan de trabajo; posteriormente, se realizaron diferentes capacitaciones para
familiarizarnos con el uso de los equipos.

El proceso de validacion se realiz6é utilizando como referencia el método
AOAC 971.21 Mercurio en Alimentos y el procedimiento INCIENSA PG14
Validacion o verificacibn de métodos que establece cuéles se deben evaluar
dependiendo de la técnica a validar. En este caso, el método es normalizado
modificado, por lo tanto los criterios de validacion y sus resultados fueron: Ambito
de trabajo o Rango el cual es de 86,3-1250 ug/kg, Efecto matriz/Selectividad: F <
Feit, es decir, los resultados obtenidos deben estar libres de interferencias
matriciales o espectrales, donde la evaluacion de blancos de matriz y muestras o
estandares para verificar que la respuesta sea Unica al analito, Incertidumbre:
12,2%, Linealidad R2 < 0,995, Limite de cuantificacion: 86,3 ug/kg, Limite de
deteccion: 25,9 pg/kg, Repetibilidad: 0,552, Reproducibilidad: 0,887, Robustez: F
< Ferit, la cual se traduce como ANOVA de un factor, donde no existe afectacion
en la variable observada y Veracidad 344,4 ug/kg con un Z score de 0,8. Cada
pardmetro se evalud de forma detallada y se analiz6 estadisticamente, para dar
validez a los andlisis se utiliz6 Material de Referencia Certificado ERM-BB442
(European Reference Materials): (0,601 + 0.030) mg/kg, patron de calibracién de
Hg?*: (1000 * 4) mg/l preparado 12 % HNO3z m/m, como muestra blanco se utilizd

tilapia cultivada en agua dulce y se participé en una ronda interlaboratorio FAPAS
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07309, ademas, se usO0 el RTCR 409: 2008 Reglamento de Limites Maximos
Microbioldgicos y de Residuos de Medicamentos y Contaminantes para los
Productos y Subproductos de la Pesca y de la Acuicultura Destinados al Consumo
Humano, decreto N° 32368 del MAG como referencia para conocer los niveles
maximos permitidos de mercurio en atin en nuestro pais el cual es de 1 mg/kg,
después del analisis de cada parametro los resultados obtenidos son aceptables
para todos los criterios, por lo tanto, se considera la validacion como satisfactoria.

Una vez que se validd la técnica seleccionada se realizaron estudios a
muestras de atln en conserva provenientes de diferentes comercios, el muestreo
estuvo a cargo del Ministerio de Salud (MS) quien, en su papel de entidad
reguladora, se encarga de visitar los comercios, recoger muestras y enviarlas al
INCIENSA. Posteriormente, el CNRBRO se encarga de realizar el analisis quimico
correspondiente y enviar el resultado al MS como parte del programa de vigilancia.

Del total de muestras analizadas, el 100% obtuvo resultados debajo del valor
maximo permitido por la norma, por lo que se consideran resultados conformes.
Se dio un comportamiento de resultados por debajo de los 300 mg/kg, pues el 93%
de las muestras analizadas se clasifica dentro de este rango, Unicamente el 7% de
las muestras tuvo valores arriba de 0,5 mg/kg.

En cuanto al pais de procedencia, la mayoria de las muestras provienen de
Tailandia, otras muestras vienen de Ecuador, México, Costa Rica, incluso algunas

no declaran pais de origen.



12

| INTRODUCCION

Este capitulo se divide en seis sesiones, iniciando por los antecedentes,
donde se detalla la situacion actual en Costa Rica sobre el consumo y la
comercializacion del atun en conserva, ademas, se menciona como el mercurio
llega a bioacumularse en el atin cuando este se encuentra en su habitat natural, y
algunos casos por intoxicacion de mercurio al ingerir alimentos contaminados con
este metal.

En la descripcién de la problemética se explica con claridad, el principal
motivo del desarrollo de esta investigacion. Dentro de la justificacion se tiene la
importancia de validar un método analitico y en los objetivos se reflejan los pasos
a sequir para lograr esta validacion. En el alcance se especifica hasta donde se va
a abordar este proyecto, en las limitaciones se detalla cuales fueron algunas
circunstancias presentes antes, durante y después de realizar este estudio y, por
altimo, en la resefia histérica se comenta un poco de los inicios del INCIENSA, la
mision y vision de la empresa.

1.1 Antecedentes

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el mercurio se clasifica
entre uno de los diez grupos quimicos que pueden causar mas problemas de salud
publica, por ello es que existen documentos como el RTCR 409: 2008 Reglamento
de Limites Maximos Microbiologicos y de Residuos de Medicamentos y
Contaminantes para los Productos y Subproductos de la Pesca y de la Acuicultura
Destinados al Consumo Humano, decreto N° 34687-MAG que establecen los
limites maximos permitidos para diferentes contaminantes, esto significa que en
Costa Rica se tiene un documento oficial al que no se le saca el mejor provecho,
ya que no se da la vigilancia correspondiente por el ente responsable, cabe resaltar
gue el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), realiza este tipo de analisis
pero en pescado fresco no en atln en conserva, los analisis realizados por el MAG,
estan respaldados por estudios de mas de diez afios que dan confiabilidad en los
resultados, sin embargo, el MS debe cumplir su funcion de vigilancia y prevencion,

esto respalda la necesidad de validar esta técnica.
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En los ultimos diez afios, en Costa Rica, se ha dado un crecimiento
significativo en la ingesta de atiin en conserva. Una de las principales razones para
tal situacion es la apertura de mercado, la cual lleva al ingreso de numerosas
marcas comerciales de distintos paises, con una extensa variedad de
presentaciones disponibles en los supermercados costarricenses, a precios
accesibles para el consumidor.

Otras causas del incremento del consumo de dicho alimento se debe a su
agradable sabor y facilidad de consumo; actualmente, el estilo de vida de los
costarricenses hace que se prefieran productos listos para consumir, estos
aspectos han convertido al atin en conserva en una de las fuentes de proteina con
mayor demanda por el costarricense, esto tomando en cuenta la publicacion
realizada por Camacho (2013) donde menciona que nuestro pais ocupa el cuarto
lugar a nivel mundial en consumo, estableciendo una ingesta promedio por
habitante de 2,5 kg/afo.

El consumo moderado de atlin en conserva aporta nutrientes a la dieta del
ser humano, al ser rico en aminoacidos, vitaminas y minerales, ademas de
considerarse una excelente fuente de acidos grasos omega 3, &cido
docosahexaenoico (DHA) y acido eicosapentaenoico (EPA), que ayudan a prevenir
y reducir enfermedades cardiovasculares.

La mayoria de los atunes en conserva que ingresan al pais provienen,
principalmente, de Tailandia, Espafia, China, Filipinas y paises de Latinoamérica
como Ecuador, México, El Salvador, entre otros. El continente asiatico se ha
caracterizado por ser una potencia mundial respecto a la cosecha y procesamiento
de atun, sus mares poseen componentes como luz, oxigeno, temperatura y
profundidad adecuados para la reproduccién de una enorme variedad de peces,
muchos de ellos utilizados para el comercio.

Sin embargo, situaciones como la experimentacion nuclear, la mineria y la
deforestacién han llevado a encontrar niveles altos de mercurio en sus aguas,
provocando asi mayor concentracion del metal en los animales. Se han

documentado varios casos en donde existe presencia de mercurio en atin en
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conserva, el primero se presentd a mediados del siglo pasado en Minamata, una
pequefia ciudad de una isla al sur de Japon.

La primera persona afectada fue una nifia de cinco afios, que presento
problemas para andar y hablar, asi como convulsiones; ademas de ella, tres
personas mas resultaron afectadas por la misma situacion. Tras varios estudios se
comprobd que se trataba de un envenenamiento con metilmercurio debido a la
frecuencia de consumo de pescado y mariscos, los casos aumentaron poco tiempo
después, fallecieron 17 personas y muchas otras presentaban sintomas similares
por lo que paso a ser un problema de salud publica que alert6 a diferentes entes,
los cuales realizaron varios estudios y comprobaron que la principal fuente de
contaminacion provenia de una empresa que se dedicaba a la elaboracién de
acetaldehido para la sintesis donde se utilizaba el mercurio como catalizador.
Dicha empresa eliminaba sus residuos al mar sin un tratamiento previo, lo cual
provoco un aumento en la concentracion del metilmercurio.

También se ha presentado un caso similar en Peru en el afio 2012, cuando
una joven de 19 afos ingreso al hospital con una sintomatologia caracterizada por
disnea, dolor toracico, hemoptisis, epistaxis, cefalea y parestesias, de inicio
insidioso y curso progresivo. La joven comenta que tres meses atras "ingirio
accidentalmente una taza de café con mercurio” presenté sensacion de pesadez y
frialdad en su garganta durante y, posterior a la ingesta, dichas molestias ceden
espontaneamente a los pocos minutos de haber ingerido la bebida. Gracias a
diversos examenes de sangre y orina se constata que se trata de una
contaminacion con mercurio elemental.

Ademas, en Colombia, se han tenido que retirar lotes completos de atliin en
conserva del supermercado por contener concentraciones mas altas de mercurio
gue las estipuladas por ley, los analisis los realiza el Instituto Nacional de Vigilancia
de Medicamentos y Alimentos (INVIMA), que se encarga de realizar actividades de
vigilancia y control sobre diferentes alimentos. Cuando un caso es positivo se
procede con el retiro del alimento de los supermercados y la emision de una alerta

sanitaria con la que se permite vigilar constantemente dicho alimento.
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En el pais no se han dado este tipo de casos, no obstante, el MS es el ente
encargado de velar por la salud de sus habitantes, a través de programas
preventivos que buscan reducir en gran medida el riesgo de contraer diversas
enfermedades. Una accion que realiza el MS como parte de sus objetivos
preventivos es el analisis microbioldgico y quimico de alimentos, por medio de
laboratorios adscritos a €l como el INCIENSA, instituciébn que se encarga de
ejecutar los estudios basados en normas, decretos y documentos internacionales
o regionales, cuando apliquen.

EI INCIENSA se encarga de dar seguimiento en distintas areas que competen
la salud publica, a través, de los diferentes Centros Nacionales de Referencia. En
el caso del CNRBRO, este se caracteriza por realizar analisis quimicos en distintos
alimentos, para ello, se clasifican estos en tres grandes areas, una es la
fortificacién de alimentos, caracterizada por la adicién de vitaminas y minerales en
diferentes presentaciones a los alimentos que se hayan estipulado tras estudios
previos. Ademas, la verificacion del cumplimiento en el etiquetado de los alimentos,
por medio de la comparacién de los resultados obtenidos tras los diferentes analisis
y lo declarado en la etiqueta de estos y, por ultimo, la inocuidad quimica, donde se
busca determinar contaminantes en los alimentos, estos no son parte de ellos, pero
debido al ambiente donde se desarrollan, pueden adquirirlos. La técnica por validar
se clasifica en la categoria de inocuidad quimica, por lo tanto, cuantificar el
mercurio, es una medida que busca asegurar la calidad e inocuidad de las
conservas de atliin y al mismo tiempo se reduce el riesgo de padecer enfermedades

derivadas de la bioacumulacion de este metal.
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1.2Descripcion de la problematica

De acuerdo con la seccion anterior, el INCIENSA es el ente encargado por
parte del MS para realizar analisis en alimentos que por decreto deben ser
monitoreados, los cuales forman parte de la canasta basica del consumidor, por
ello, su vigilancia permite prevenir deficiencias o enfermedades en la poblacion
costarricense, principalmente en la mas vulnerables como los nifios, mujeres
embarazadas, adultos mayores y personas con sistemas inmunes débiles.

Actualmente, el CNRBRO del INCIENSA no cuenta con un método para
determinar la concentracibn de mercurio en atin en conserva, por lo tanto, es
indispensable que este ente cuente con una metodologia confiable para realizar
los andlisis de control del producto en el mercado de acuerdo con lo estipulado por
los entes encargados y asi realizar los analisis correspondientes para asegurar una

efectiva vigilancia del analito.
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1.3Justificacion

En el CNRBRO del INCIENSA, adscrita al MS, se ha detectado la necesidad
de determinar la concentracion de mercurio en atin en conserva, comercializado
a nivel nacional, a pesar que no se han presentado intoxicaciones de mercurio en
personas, para el MS es imprescindible conocer la cantidad presente de este metal
en el atin en conserva, pues el fin de dicha institucion es la prevencion de multiples
enfermedades en la poblacion costarricense. Con el objetivo de garantizar esto, se
realizan analisis quimicos en alimentos con gran demanda en el mercado, ya sea
de caracter interno o externo; donde se verifica que los procesos de fortificacion y
etiquetado se ajustan a lo establecido en los diferentes reglamentos decretados
por ley y asi resguardar la salud publica de la poblacion en general.

Ademas, se da seguimiento a posibles contaminantes quimicos que pueden
encontrarse en los productos alimenticios distribuidos en el pais, siendo esta la
razon principal para llevar a cabo el desarrollo y la validacion del método analitico
para determinar mercurio en atin en conserva.

Es de suma importancia para el CNRBRO determinar la cantidad de mercurio
presente en este producto, pues la presencia de concentraciones superiores a 1
mg/kg de mercurio en el atin en conserva, representa un riesgo potencial para la
salud de la poblacion; por naturaleza, el atin es un depredador por excelencia,
captura cualquier tipo de alimento que se encuentre a su alrededor y esto facilita
la bioacumulacion del metilmercurio en el tejido muscular del pez.

De acuerdo con el Sistema de Gestion de Calidad del INCIENSA, para
proceder a realizar la validaciéon del método, se debe tomar en cuenta el
procedimiento establecido por el Ente Costarricense de Acreditacion (ECA), ya que
cualquier método debe someterse a una validacion rigurosa, dado que es un
requisito para la realizacién de analisis quimicos. Segun Eurolab Espafa (2016),
la validacion tiene la particularidad de ser un analisis exhaustivo de diferentes
pardmetros que permite probar que el método utilizado es estadisticamente
confiable, y que los errores presentes no brindan diferencias significativas para el

propodsito establecido.
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1.40bjetivos
1.4.1 Objetivo General
Desarrollar y validar una metodologia para la determinacién de mercurio en
atun en conserva, mediante la técnica de Espectrometria de Absorcion Atémica
por Generacion de Hidruros Volétiles, en el CNRBRO del INCIENSA.
1.4.2 Objetivos Especificos
a. ldentificar metodologias utilizadas para la determinacion de mercurio
en atiin en conserva.
b. Seleccionar la metodologia mas ajustada a las condiciones actuales
del CNRBRO del INCIENSA.
c. Desarrollar el procedimiento analitico cuantitativo para la
determinacion de mercurio en atin en conserva, en el laboratorio del
CNRBRO del INCIENSA.
d. Validar el procedimiento analitico cuantitativo para la determinacion
de mercurio en atun en conserva, en el CNRBRO del INCIENSA.
e. Determinar la concentracion de mercurio en muestras comerciales de
atun en conserva, mediante el procedimiento analitico cuantitativo

validado.
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1.5Alcance y limitaciones
Alcance

Determinacion de la concentracion de mercurio en atun en conserva, de
diferentes procedencias y distintas presentaciones, a través de la técnica de
Espectrometria de Absorcion Atémica por Generacion de Hidruros Volétiles, en el
CNRBRO del INCIENSA.
Limitaciones

a. El método se validara para muestras comerciales de atin en conserva en
cualquier presentacion.

b. No se pueden analizar todas las marcas y tipos de atin en conserva
presentes en el mercado.

c. Dependencia de las investigadoras sobre el conocimiento en el uso del
equipo.

d. El equipo de Absorcion Atomica consta de tres médulos: horno de grafito,
llama y generador de hidruros volatiles, este ultimo es el menos utilizado,
por ello se desconoce su uso eficaz y eficiente.

1.6Referente institucional
Resefia historica

Segun consulta realizada en la pagina del (INCIENSA, 2015), se menciona lo
siguiente: en el contexto de una epidemia de célera a nivel centroamericano que
amenazaba extenderse al pais, se inicio el desarrollo de los Centros Nacionales
de Referencia (CNR) en el INCIENSA, con el objetivo de coordinar los laboratorios
clinicos del pais, a su vez, el proceso de reforma del sector salud vivido en el pais,
establecié como uno de sus objetivos el fortalecimiento del INCIENSA como una
institucién nacional para la vigilancia de la salud y el control de calidad.

En dicho contexto, en 1996, el servicio de internamiento del Centro Clinico
para la rehabilitacion y recuperacion de los nifios desnutridos se traslado a los
servicios de la seguridad social, manteniéndose en el INCIENSA un programa

interdisciplinario de atencién ambulatoria a nifios con desnutricion.
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Referente al marco legal la Ley N° 6088, establece la creacion del Inciensa
como entidad adscrita al despacho del Ministro de Salud, con la misidon de “realizar
programas nacionales de investigacion y ensefianza en el campo de la salud y la
nutricion” (Diario Oficial La Gaceta, 16 de noviembre de 1977). Esta Ley modifica
el articulo 1, de la Ley N° 4508, ademas, en el 2002 la Ley N° 8270 otorga al
INCIENSA la personeria juridica instrumental y lo reconoce como responsable de
la vigilancia epidemioldgica basada en laboratorios, de las investigaciones
prioritarias en salud publica y de los procesos de ensefianza en salud (Diario Oficial
La Gaceta, 17 de mayo del 2002). Esto ultimo ha permitido al INCIENSA coordinar
la red de laboratorios, publicos y privados del pais, para la vigilancia de
enfermedades de interés para la salud publica.

El Decreto N° 36406-S ajusta la estructura organizativa del INCIENSA a los
nuevos requerimientos del ordenamiento juridico y de la Institucion. (Diario Oficial
La Gaceta, 15 de febrero del 2011)

Mision
Somos una institucion adscrita al Ministerio de Salud que genera y difunde
conocimiento e informacion estratégica para la toma de decisiones en salud
publica, mediante la vigilancia epidemiologica basada en laboratorio y
especializada, la investigacion, la ensefianza, el aseguramiento de la
calidad y la verificacion del cumplimiento de la normativa en productos de
interés sanitario.

Visién
Seremos una institucion lider en la generacibn de conocimiento e
informacion estratégica en salud publica, en apoyo a la rectoria del

Ministerio de Salud.
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I MARCO TEORICO

En el presente capitulo se abordan los conceptos tedricos mas importantes
asociados al objeto de estudio. En este se explican las caracteristicas toxicoldgicas
del mercurio, cémo se realiza el procesamiento de atin, cémo es que el mercurio
puede llegar a estos alimentos, asi como las consecuencias sobre la salud de los
consumidores por la presencia de mercurio en atun. Adicionalmente, para
comprender lo realizado en esta tesis, se explican las metodologias actuales y
modernas para la determinacion de mercurio en atun; las metodologias de
validacion de meétodos y finalmente se explica el fundamento de la técnica
seleccionada para lograr los objetivos propuestos en este proyecto.
2.1EIl Mercurio como Contaminante en los Alimentos
2.1.1 El mercurio: caracteristicas generales

El mercurio (Hg) es un elemento quimico, que se encuentra en la atmosfera,
biosfera y geosfera del planeta Tierra en distintas formas, tales como mercurio
elemental (siendo este sumamente volatil), mercurio inorganico y mercurio
organico. Tomando en cuenta sus caracteristicas fisicoquimicas, segun Jimenez
(2009), el mercurio es un metal denso, ya que a 20°C su densidad es de 13,6
g/cm3, su namero atémico corresponde a 80 y peso atdémico a 200,6 g/mol,
ademas, el mercurio a temperatura y presion ambiente es liquido, de color plateado
brillante y sin olor, el punto de fusion es bajo (-38,87°C), y el punto de ebullicién
(356,6°C) vy, por ultimo, Rivera (2001) menciona que el nombre de este metal es
tomado del latin hydrargyrum, que significa plata liquida.

2.1.2 Especies quimicas del mercurio

Autores como (World Health Organization, 2007) mencionan que en la
naturaleza el mercurio puede encontrarse en tres estados de oxidacion, Hg°
(mercurio metalico o elemental), Hg (I) (mercurio mercurioso) y Hg (II) (mercurio
mercurico). Asimismo Torres (2012), lo mas comun es que este metal forme sales
inorganicas, por ejemplo, el cloruro mercurioso (HgzCl2), utilizado en la fabricacion
de medicamentos, nitratos, y el sulfato mercurico (HgS), usado como pigmento de
alto grado para pinturas y compuestos organometalicos. Normalmente, el mercurio

estd unido a uno o mas atomos de carbono, donde las especies mas comunes en
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el entorno son HgP, Hg (11), y los compuestos organicos como el monometilmercurio
(CHsHg") y el dimetilmercurio (CH3)2Hg, estas formas quimicas presentan una alta
solubilidad en lipidos y son sumamente toxicos, cabe mencionar que el (CHsHg™")
también es soluble en agua.

2.1.3 Fuentes de exposicién del mercurio

a. Fuentes naturales: este metal se encuentra en la atmdésfera, el agua, el
suelo, en la corteza terrestre, como resultado de la actividad volcanica o
por la erosion de las rocas. Al flujo continuo de este elemento que se
produce en la naturaleza, se conoce como ciclo del mercurio.

b. Liberaciones antropogénicas: presente en la materia prima de los
combustibles fosiles como el carbén, gas, petrdleo, en minerales
extraidos y tratados como la plata y el oro. El vertimiento de mercurio a
los rios es muy comun, por consecuencia de la mineria ilegal.

c. Produccion industrial: se producen liberaciones cloroalcalinas por la
fabricacion de papel, instrumentos médicos (termometros,
esfingomandmetros, bujias y amalgamas dentales), termostatos,
lamparas fluorescentes, baterias, faros de automoviles, tratamiento de
desechos, vertederos, cremacion y como componente en la elaboracion
de pinturas.

También, Jimenez (2009) expone que, afios atras, en varios paises se
utilizaba el mercurio como tratamiento fungicida en cultivos para evitar plagas, el
dimetilmercurio se empleaba en pequefias dosis como patron de referencia en
analisis quimicos, y el timerosal, compuesto en su mayoria por etilmercurio, el cual
se aprovechaba como conservador en vacunas, otros productos médicos y en
cosméticos. Para este autor, todas estas fuentes son las responsables de producir
CHsHg*, siendo esta la forma organica de mayor presencia en la naturaleza, esto
porque los componentes expuestos al medio ambiente experimentan varias
transformaciones, un ejemplo de esto es el proceso de metilacién, caso muy comdn
en suelos y sedimentos donde las bacterias metandgenas (microorganismos

procariotas anaerobias y presentes en el ambiente de forma natural) producidas
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por el fitoplancton y las algas, provocan la formacién de (CHs)2Hg, el Hg al ser
volétil pasa facilmente a la atmosfera, océanos y mares.

En otros ambientes, se generan reacciones de etilacion donde se forman
concentraciones de etilmercurio (CHsCHzHg"), la reduccién del Hg?* es la principal
fuente de HgC en las aguas saladas superficiales, convirtiendo la reduccion del Hg?*
en un proceso mas significativo. El proceso de reduccion se eleva con presencia
de luz, en condiciones aerobias y anaerobias, donde se toman en cuenta
parametros quimicos del agua, tales como temperatura, pH, aireacion, dureza total
y conductividad.

2.1.4 Mercurio en agua

Cuando el mercurio se encuentra en medios acuosos, segun Cortés (2017)
esta presente en forma de sales inorganicas, donde solo una pequefia porcion
corresponde a metilmercurio, esto debido a las reacciones de metilacion en fase
acuosa y descomposicién de los compuestos organicos por la luz solar; asimismo,
el Hg en aguas naturales se estima una concentracién de mercurio total, que oscila
entre 0,2 y 100 ng/It, de los cuales en proximidad 0,005 ng/I’* corresponden a
metilmercurio, siendo solo un 5% del mercurio total. A pesar de ser un porcentaje
considerablemente bajo, este aumenta en zonas acuaticas industrializadas.

Escriba C. (2007) senala que “el mayor problema de contaminaciéon se debe
a los desechos industriales, que son arrojados a rios o lagunas, en ese ambiente
los componentes de desecho tienden a lixiviarse, es decir, que los liquidos se filtran
a través de cualquier material permeable por fendmenos naturales, reaccionando
con los productos de descompaosicion, quimicos y otros compuestos, luego estos
residuos llegan al mar, y con el paso del tiempo el mercurio se acumula en los

peces y todos los seres vivos que habitan en ese lugar”. (p.1)
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2.1.5 Toxicidad del mercurio en el cuerpo humano y los alimentos

Al ser el metilmercurio (MeHg) o el (CHsHg*) la forma mas comun y la mas
toxica del mercurio organico, ha sido tema de investigacion para conocer las
repercusiones que puede ocasionar en la salud, y su capacidad residual. Segun lo
mencionado por Corredor (2013), esto significa que puede llegar a acumularse en
los tejidos u 6rganos de los seres vivos, considerando que el MeHg en cantidades
superiores a 1 mg/kg, provoca efectos negativos en la salud humana.

Se ha establecido segun Cortés (2017) que en la gran mayoria de los
alimentos, el mercurio se encuentra en forma inorganica y en concentraciones
inferiores a 20 mg/kg* de peso fresco y en el caso de los peces y sus derivados,
se califican como la principal fuente de metilmercurio en la dieta, reportando niveles
mayores a 1200 mg/kg! en las porciones comestibles de tiburén, pez espada y
atun del mediterrdneo. Otra publicacion realizada por el Instituto Nacional de Salud
de Colombia en el 2015, determina que las especies con mayor bioacumulacion
de mercurio en las zonas de impacto minero son el bagre, rayado, el blanquillo, la
liseta, la mojarra amarilla, el moncholo, la pacora y la doncella, en la misma
publicacién, Duque, Marrugo, Suéarez, & Wills (2015) advierten que ‘“el
consumo semanal de estas especies que sobrepase los niveles maximos de
mercurio aceptados por la OMS puede producir neurotoxicidad, cardiopatias,
enfermedad de Minamata, genotoxicidad, teratogénesis, carcinogénesis,
alteraciones en niveles hormonales, células reproductivas y alteraciones
cognoscitivas”.

En la publicacion realizada por Cortés (2017), se sefiala que la OMS ha
estimado que los seres humanos pueden llegar a tener un consumo diario de
alrededor de 2,4 mg de metilmercurio proveniente de todas las fuentes y una
absorcion diaria de aproximadamente 2,3 mg. La ingesta diaria total de todas las
formas de mercurio se ha estimado en 6,7 mg, con una carga adicional de 3,8 a 21
mg de vapor de mercurio de las amalgamas dentales en los casos en que estan
presentes. El nivel de mercurio en los peces, incluso para los seres humanos que
solo consumen pequeiias cantidades (10-20 g de pescado/dia), puede afectar
notablemente por la ingesta de metilmercurio. El consumo de 200 g de pescado
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gue contiene 500 mg/kg-1 de mercurio, se traducira en la ingesta de 100 mg de
mercurio predominantemente metilmercurio.

Conjuntamente, en el mismo estudio elaborado por Cortés (2017), nombra
gue, desde el punto de vista bioquimico, al consumir alimentos contaminados con
compuestos de mercurio, el 95% de metilmercurio presente se absorbe por el tracto
gastrointestinal y al exponerse a vapores de este compuesto el 80% se absorbe
por inhalacion. Por consecuencia, el metilmercurio es transportado por los glébulos
rojos mediante la formacion de una asociacion de este a una proteina plasmatica,
de esta manera penetra facilmente a las membranas y, por lo tanto, se puede
distribuir por todo el cuerpo, sin embargo, se ha establecido que la mayor
acumulacion se da en el sistema nervioso central, en donde permanece en forma
organica. En otros tejidos como el higado y el rifidbn se convierte y almacena como
mercurio inorganico, todo esto favorecido por el hecho de que esta molécula tiene
la capacidad de formar un complejo metilmercurio-cisteina que tiene una estructura
analoga a la metionina. En las embarazadas, el metilmercurio atraviesa facilmente
la placenta, encontrandose niveles mayores en el cordén umbilical del feto que en
la sangre materna.

2.1.6 Procesamiento del atin

De acuerdo con Alimentos Prosalud (2018), en Costa Rica, el proceso del
atln en conserva inicia en el puerto de Caldera en Puntarenas, cuando se hace la
recepcion del producto que se ha comprado a los barcos atuneros de flotillas
internacionales. Estos barcos son acompafiados por inspectores en sus travesias,
de manera que haya una garantia sobre sus métodos de pescay el respeto de las
vedas internacionales.

El atiin congelado desde la pesca es transportado en cajas frigorificas, cuyas
instalaciones, como su nombre lo indica, estan destinados uUnicamente al
almacenaje con cadena de frio. En las camaras frigorificas se realizan las
siguientes funciones:

a. Seleccién del pescado de acuerdo con el tamafio, especie y calidad.

b. Control de calidad de la materia prima recibida.
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c. Almacenamiento de la materia prima de tal forma que permita el
seguimiento hasta el producto final.

d. Seguidamente el atun es enviado a la planta de proceso, donde se
realiza el descongelado, luego se destaza (cortandolo segun las
especificaciones de calidad preestablecidas) y se coloca en bandejas
gue permiten darle continuidad al proceso de trazabilidad.

El siguiente paso es el cocinado, donde las variables de presion y
temperatura se encuentran controladas por un sistema automatizado, lo cual
garantiza una coccién homogénea de cada uno de los lotes de produccion.
Posteriormente, personal altamente calificado para garantizar la calidad del
producto, procede a realizar la limpieza: etapa en la cual al atin cocido se le quita
la piel y los huesos.

Durante el proceso, cada bandeja con lomos es pasada a través de un
detector de metales, con lo cual se garantiza la no presencia de materiales
metalicos extrafios en el producto final. Una vez limpio el atin, pasa a otro
departamento, donde, segun la presentacion que se esté procesando, se agregan
los ingredientes de acuerdo con su receta y se esteriliza en las autoclaves.
Seguidamente, el producto se envia a las cerradoras, se codifica para establecer
el lote de produccion y su fecha de vencimiento. Finalmente, las latas se colocan
en tarimas que se envian al centro de distribucién, desde donde se etiqueta y se
despacha segun la solicitud de los clientes, quienes se encargan de ponerlo a
disposicion de los consumidores, tanto en Costa Rica como en el resto del mundo.
2.2El Mercurio como Contaminante en el Atan
2.2.1 Exposicién humana

La presencia del mercurio en los organismos vivos se considera indeseable
y potencialmente peligrosa. Jimenez (2009) sefiala que el 50% de las emisiones
de mercurio a la atmésfera se ha generado por actividad volcanica, considerandola
una fuente natural, la otra parte se le atribuye a emisiones antropogénicas, dado
gue la aplicacion del mercurio destaca en numerosas actividades humanas,
(Rivera, 2001) nombra entre ellas, a la medicina, para el tratamiento de la sifilis

(como diurético y catartico), también es usado como catalizador en la produccion
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de vinilo, en operaciones mineras de refinamiento y extraccién, por ejemplo, el oro
y la plata, en la elaboracién de cemento y acero, en la produccién de petréleo, entre
otros.

Segun Corredor (2013), la exposicion a altas dosis de metilmercurio (MeHg)
pueden llegar a ser mortales, ejemplo de esto, es el caso ocurrido en Japén entre
1932-1968, donde la empresa productora de fertilizantes, petroquimicos y plasticos
Chisso Corporation, al desechar toneladas de mercurio en la Bahia de Minamata,
ocasiond un gran impacto al medio ambiente y las especies que habitan esta bahia
y superficies maritimas cercanas.

Estudios realizados por la OMS y Regnell & Ewald (1997), sobre el caso en
la Bahia de Minamata, revelan que el pescado consumido contenia una
concentracion promedio de 10 mg/kg de mercurio y fueron reportados mas de 2,
200 casos de intoxicacion. Gaioli, Amoedo, & Gonzélez (2012) mencionan que
estas personas padecieron varios problemas graves en la salud, en recién nacidos,
se dieron trastornos del neurodesarrollo, mejor conocida como “Enfermedad de
Minamata”, siendo esta la mas significativa, en los adultos, se presentaron otros
sintomas neuroldgicos, tales como: ataxia, temblores, trastornos cognitivos y
neurosensoriales.

(IARC, 1993) y (World Health Organization, 2007) han calificado al
componente MeHg como un potente cancerigeno para los seres humanos, esto
tomando en cuenta la gran tragedia sucedida en Jap6n y en otras partes del
mundo, provocando en las personas efectos negativos.

2.2.2 Situacion del mercurio en Costa Rica

(LANASEVE, 2016) menciona que “los contenidos maximos de mercurio
establecidos por la normativa nacional e internacional para productos pesqueros
es de 1 mg/kg para pescados depredadores y 0,5 mg/Kg para otros productos
pesqueros”.

Datos suministrados por el Instituto Nacional de Estadistica y Censo (INEC),
en Costa Rica, demuestran que, en una década (del 2006-2016), el pais importa
siete veces mas atun, ya que las ventas aumentaron en un 35%, ademas de

acuerdo con los datos facilitados por Promotora de Comercio Exterior (Procomer).
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La empresa costarricense, Prosalud, distribuye ochos marcas de atdn en
nuestra region, que incluyen Sardimar, Tesoro del Mar, Splash y Pacifico Azul,
donde estas marcas acaparan el 70% del mercado y otras 30 marcas compiten con
esta empresa. Costa Rica se posiciona como cuarto consumidor per capita de atliin
en el mundo. (La Nacion, 2016)

De todos los peces del mar, el atin es el pez con mayor auge econémico a
nivel mundial, principalmente en Costa Rica, las especies mas comercializadas
corresponde al atun aleta amarilla (Thunnus albacares), y el atun barrilete
(Katsuwonus pelamis), ambos viven en aguas ocedanicas, regularmente en el
Pacifico Oriental, su cuerpo aerodinamico les facilita nadar grandes distancias y a
altas velocidades (70 km/h y hasta 110 km/h), a una profundidad aproximada de
100 m, con temperaturas entre 18°C y 31°C, por consiguiente, se localizan en los
niveles tréficos mas altos de la cadena alimenticia, esto segun Olson & Watters,
(2003).

Cifuentes, Torres, & Frias (1997) explica que el atin es un depredador por
excelencia y es caracterizado por tener una cabeza pronunciada en forma de
pirdmide, boca pequefia, ojos pequefios y cuerpo alargado, la piel esta lubricada
con un mucus que reduce la friccién con el agua.
2.3Tipos de atun

El atun aleta amarilla tiene un peso promedio de 180 kg y cada lomo de atin
pesa entre 500 g a 3 kg, se procesa en filetes 100-200 g. (Marviva, 2012). En
cambio, el atun barrilete tiene un peso de 15y 100 kg, con dimensiones de 40 cm
hasta 1 m, otras especies de atin pueden llegar a medir entre 3-8 m de longitud y
a pesar de 400-900 kg.

Estos peces pasan en movimiento constantemente para no hundirse, ya que
Su cuerpo es muy pesado, esto por tener musculos muy fuertes y compactos, la
vejiga natatoria es muy pequefia, por lo tanto, no les permite mantenerse a flote.
Ademas, al estar en movimiento hace que estos animales presenten un
metabolismo sumamente rapido. Sus branquias poseen un sistema eficiente para
extraer el oxigeno presente en el agua del mar, adicional a esto, los atunes son

excelentes depredadores altamente voraces, excepto en el periodo de
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reproduccion (durante los meses de primavera y verano, aunque puede cambiar la
época, segun la especie). Se alimentan durante todas las estaciones del afio,
comen de todo lo que encuentran y es tragado sin masticar, a pesar de que la
mayoria de las especies tienen dientes. Al momento de ser capturado, segun el
tamafio del atin pudo haber pasado 5-20 afios bioacumulando distintos
contaminantes oceanicos, por razonamiento, entre mas grande y viejo el pez,
mayor concentracion de contaminantes. (Cifuentes, Torres, & Frias, 1997)

2.3.1 Comercializacion del atun

Existen varias razones para comercializar atin en conserva, principalmente
por su abundancia en el Océano Pacifico y, sin duda, es una importante fuente de
proteina con un alto valor biolégico para los humanos, de acuerdo con (Hurtado,
2017) por cada 100 g contiene un promedio de 23 g de proteina, incluso mas que
las carnes rojas, aporta 12% de grasa, principalmente omega 3, &cido
docosahexaenoico y acido eicosapentaenoico, DHA y EPA, respectivamente, ideal
para cuidar la salud del corazon y las arterias, esta compuesto por micronutrientes
esenciales, incluyendo vitaminas (A, D y E), minerales como calcio, yodo, fosforo,
zinc, hierro, magnesio y selenio, siendo estos muy esenciales para el crecimiento,
la reparacién y el correcto funcionamiento del organismo en general, esto segun lo
expuesto por Mozaffrain (2006).

De acuerdo con la Comisién del Codex Alimentarius (2013), el consumo
constante de atin en conserva puede representar ciertas dificultades en la salud,
dependiendo de la especie, el tamafio del pescado, las practicas de cultivo o pesca.
De ahi nace la preocupacion en la salud publica, por investigar especificamente en
este tipo de pescado la presencia de contaminantes quimicos.

Como menciona Marviva (2012), el Reglamento Técnico para el correcto
Etiquetado RTCR 449:2010 indica que el atun aleta amarilla, se debe etiquetar
como “atun aleta amarilla”, otras especies como el atun barrilete, atun patudo, atun
barrilete fragata, barrilete melvera se etiquetan por su nombre como “atun”.
Conjuntamente el atin debe presentar ciertas caracteristicas, una carne suave,

gustosa y que al cocinarla se desmenuce facilmente. El atan aleta amarilla se
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puede distinguir de los demas por la estructura circular de sus lomos, con direccion
concava hacia la parte dorsal de su cuerpo.

La FAO (2004) menciona los principales puntos de desembarque en Costa
Rica, estos se encuentran en litoral pacifico que va de norte a sur, entre ellos estan:
Cuajiniquil, Playas del Coco, Puntarenas, Quepos y Golfito. Los mas importantes
se ubican en Barra del Colorado cerca de la frontera de Nicaragua y en Puerto
Limon.

El Instituto Costarricense de Pesca y Acuicultura (Incopesca), creado en 1994
mediante la Ley de Creacion del Instituto Costarricense de Pesca y Acuicultura,
(FAO, 2004), menciona que el Incopesca es el ente encargado de la administracién
de los recursos pesqueros marinos y del desarrollo de la acuicultura, cuenta con
personal altamente calificado, incluye bidlogos pesqueros, asistentes, estadisticos
encargados de interpretar y analizar la informacion estadistica de capturas y
caracteristicas biologicas de las especies y luego tomar decisiones sobre el
adecuado manejo de estas poblaciones.

Como se ha mencionado anteriormente, muchos entes se han creado para
regular el cultivo, la pesca y el manejo de los productos y subproductos pesqueros
en Costa Rica, sin embargo, es necesario complementar dichos procesos, con
estudios que permitan respaldar la informacion obtenida, uno de los métodos mas
eficientes para obtener datos confiables, es a través de la validacién de métodos,
esta consiste en una guia para el analista, que le permite trazar las lineas de

investigacion.
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2.4Metodologias analiticas utilizadas actualmente para la determinacion de

mercurio en musculo de pescado

Actualmente, existen diversos tipos de métodos analiticos para determinar

mercurio, las técnicas, los reactivos y los equipos varian entre si, algunas

metodologias que menciona Ruiz (2016) son:

a.

-~ ® oo T

= Q

°e = 3

p.

Método colorimétrico de ditizona

Espectrometria de absorcion atomica - horno de grafito (GF AAS)
Analisis por activacion neutrénica- instrumental (INAA)
Radioquimica (RNAA)

Cromatografia gaseosa - detector de captura electronica
Detector de emision atomica

Espectrometria de masas (ICP-MS)

Cromatografia liquida de alta eficiencia - detector de UV
Espectrometria de absorcion atomica con vapor frio (CVAAS)
Espectrometria de Fluorescencia Atomica (CVAFS)
Electroquimico

Plasma acoplado inductivamente-espectrometria masas (ID-ICP/MS)

. Espectrometria de emision atémica (ICP/AES)

Espectrometria foto-acustica
Fluorescencia de rayos X
Métodos electroquimicos

2.5 Metodologias para la validacion de métodos

251

Validacion

La validacion de métodos quimicos es de suma importancia para conocer

como se realiza una técnica analitica ya sea en un laboratorio o en cualquier lugar

donde se desee implementar. La validacion se resume como la evaluacion de

errores, con ella se busca conocer que tanto error esta presente en el resultado

final de un andlisis, por lo tanto, asegurar que la magnitud de este no afectara la

interpretacion del resultado final, y se comprueba que el analisis es aceptable

(Westgard, 2008). Ademas, permite definir al laboratorio un requisito analitico, se
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confirma que cuenta con capacidades consistentes y las aplicaciones requeridas
para desarrollar la técnica (Eurolab Espafia, 2016). Intrinsecamente, se evalla el
desempeiio del método, los analistas, y los equipos. Ante dicha situacion es
apropiado preguntarse ¢ Cuando se debe validar un método? Cuando se necesite
comprobar el desempefio segun el uso previsto, dando prioridad a los siguientes
casos:

a. Método no normalizado

b. Método disefiado/ desarrollado por el laboratorio

c. Métodos normalizados usados fuera del rango de aplicacion

d. Ampliaciones o modificaciones de métodos normalizados

Es de suma importancia tener en cuenta que una técnica no se puede validar
sin antes estar normalizada, lo cual corresponde a: “es una actividad que tiene por
objeto establecer, ante problemas reales o potenciales, disposiciones destinadas
a usos comunes y repetidos, con el fin de obtener un nivel de ordenamiento 6ptimo
en un contexto dado, que puede ser tecnoldgico, politico o econémico” (Organismo
Salvadorefio de Normalizacion, 2017); la normalizacion busca favorecer una
técnica, procedimiento o proceso en diferentes ambitos relacionados con el
progreso técnico, el desarrollo econdmico y la mejora de la calidad de la vida de
los seres humanos.

Durante el desarrollo de la validacion, lo mas recomendable para llevarla a
cabo es utilizar una norma técnica, esta se caracteriza por un contenido aplicable
al objeto de estudio, reglas, procedimientos, disposiciones, entregables, entre
otros; y con el andlisis se establecen caracteristicas, asi como limitaciones del
método para el laboratorio, donde el resultado se interpreta como la
estandarizacion del procedimiento, esto se refiere a que el laboratorio toma el
procedimiento validado y al replicarlo este debe confirmar su capacidad de trabajo
por medio de los resultados obtenidos. A su vez, la normalizacion es una garantia
de que el analisis se realiza en todos los laboratorios que trabajan bajo esta
metodologia de la misma manera, claro estd, con la validacion hay variaciones,
pero los resultados se pueden comparar y no deben existir diferencias

significativas.
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De acuerdo con lo mencionado anteriormente, la validacion es un proceso
complejo que busca establecer mediante métodos analiticos caracteristicas
especificas para determinar un analito, para ello, se debe comprobar que el
desempeiio realizado durante el mismo es el adecuado y que se cumple con el
proposito indicado, comparandolo con otro método, conocido como método de
referencia World Health Organization (2002) en muchas ocasiones se realizan
variaciones en el procedimiento, hablese de equipos, reactivos, analito,
condiciones ambientales o similares por las cuales se debe justificar
cientificamente si tienen incidencia en el resultado final, si existen o no diferencias
significativas al hacer una variacion en el método de referencia, para esto existen
medidas que ayudan a determinar esta situacion.

La forma apropiada para validar una técnica consiste en desarrollar el método
de referencia seleccionado y documentar detalle a detalle todos los datos
obtenidos que sean relevantes para la validacion formal; son dos las tacticas
primordiales, una es el uso de resultados interlaboratoriales y la otra es la
validacion del laboratorio individual, el ente que se validara sera responsable de
asegurar la adecuada aplicacién del método referente. Para metodologias basadas
en sistemas normalizados, lo ideal es ejecutar andlisis entre diversos laboratorios
con caracteristicas similares, los interlaboratorios son herramientas de
comparaciéon que le brindan robustez al nuevo estudio.

Conociendo el alcance del proyecto, se pueden definir las caracteristicas de
desempeiio de este, sin embargo, estas se pueden ver limitadas durante el
desarrollo del procedimiento segun se establece en el apartado 5.4.5.3 de la norma
ISO/IEC 17025:2005 donde menciona que la validacién es siempre un equilibrio
entre costos, riesgos y posibilidades técnicas, por lo tanto, se debe tomar en cuenta
estos puntos durante el desarrollo del método. No obstante, se recomienda una
planificacion minuciosa de aplicacion del desempefio para minimizar riesgos por
falta de informacion pertinente y a la vez contar con un adecuado nivel de confianza
en los resultados obtenidos, estos resultados se valoran utilizando diferentes

pardmetros que se han establecido en guias internacionales como la de la
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Eurachem y la del Organismo Argentino de Acreditacion (OAA, 2013) o nacionales
como el Ente Costarricense de Acreditacion. (ECA, 2014)
A continuacion, se detalla cada una de las guias mencionadas anteriormente.
2.5.2 Metodologias analiticas consultadas para la validacién de métodos de
ensayo
2.5.2.1 Guia de validacion de la Eurachem
(Espafa, Eurolab, 2016)
Nombre de la guia
La adecuacion al uso de los métodos analiticos. Una guia de laboratorio para
validacion de métodos y temas relacionados.
Autores
Esta guia fue elaborada por los miembros del grupo de trabajo de validacion
de métodos de Eurachem y otros colaboradores asignados a esta tarea.
Estructura de la guia
La guia cuenta con 10 capitulos y cada uno de ellos consta de diferentes
apartados en los cuales se hacen recomendaciones para realizar la validacion.
1. Introduccion
Este capitulo se hace referencia a la justificacion, alcance y notas relevantes
de la norma.
2. ¢Qué es validar un método?
Este capitulo hace referencia a las diversas definiciones que se emplean en
la norma.
3. ¢Por qué es necesario validar un método?
Este capitulo menciona la importancia de la medicion analitica, el desarrollo
de métodos y el deber profesional del responsable.
4. ¢;Cuéndo debe validarse o verificarse un método?
Trata especificamente los temas de validacion y verificacion, cuando debe

emplearse cada uno.
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5. ¢Coémo debe validarse un método?

En este capitulo se brinda un paso a paso de como se debe realizar una
validacion, toma en cuenta los responsables, las herramientas, los requisitos, el
proceso de validacion, ademas, da recomendaciones de como presentar el plan e
informe de validacion.

6. Caracteristicas de desempefio de los métodos

En este capitulo se definen los parametros, aplicaciones y consideraciones a
evaluar para realizar una validacién, asimismo, la forma de evaluacion de cada
parametro.

7. Uso de métodos validados

En este capitulo se realizan recomendaciones para llevar a cabo la validacion,
se hace mencion de las habilidades del analista y de la capacidad instalada.

8. Empleo de los datos de validacién para el disefio del programa de
control de calidad

En este capitulo se recomienda que durante la validacién se lleven controles
con los que se pueda comprobar que los resultados obtenidos son confiables.

Estos controles pueden ser internos o externos, dentro de los controles de
calidad internos se mencionan: blancos, soluciones patrén, muestras adicionadas,
muestras ciegas o incognitas y para el control de calidad externo se puede
participar en Ensayos de Aptitud.

9. Documentacion de los métodos validados

Este apartado hace referencia a normas que proporcionan orientacion sobre
la informacion a tomar en cuenta a la hora de documentar, resalta la importancia
de documentar, asi como el uso y control que se le debe dar.

10.Implicaciones de los datos de validacién para el calculo e informe de
resultados

En este apartado se menciona el adecuado uso de la informacion obtenida y

el tratamiento de esta misma.
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2.5.2.2 Guia de validacion del Organismo Argentino de Acreditacion
Nombre de la guia
Guia para validacion de métodos de ensayo
Caodigo
GUI-LE-03
Autores
Organismo Argentino de Acreditacion (OAA, 2013)
Estructura de la guia
La guia cuenta con siete capitulos y cada uno de ellos consta de diferentes
apartados en los cuales se hacen recomendaciones para realizar la validacion.
1. Objetivo
En este apartado se menciona el objetivo de la guia de validacion, con la
validacion se debe probar la aptitud de los métodos, la capacidad del laboratorio,
igualmente, se menciona que los procedimientos y el alcance deben ser
determinados por cada laboratorio.
2. Alcance
En este apartado se especifica el alcance de aplicacion de la guia en términos
de laboratorios, evaluadores y expertos técnicos.
3. Documentacioén de referencia
Se mencionan normas, documentos, manuales, entre otros que se utilizaron
para realizar esta guia.
4. Abreviaturas y definiciones
a. Abreviaturas
Define el concepto de las abreviaturas de diferentes organizaciones
y métodos utilizados dentro de la guia.
b. Definiciones
En este apartado se describe detalladamente el concepto de cada
uno de los parametros a evaluar durante la validacion, asi como otros
conceptos relevantes dentro de la guia.
5. Responsabilidades

Se detallan en el capitulo 6 de esta guia.
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6. Descripcion

En este apartado se indica que el laboratorio debe satisfacer la necesidad del
cliente y debe realizar los métodos de acuerdo con la validacion, cualquier
modificacion en la técnica conlleva a una repeticion de esta. Algunos de los
apartados que lo conforman son los siguientes:

a. Requisitos generales
b. Principio de la validacion
c. Especificaciones y alcance de la validacion
d. Informe de la validacién
7. Documentacion Relacionada
N.A.
2.5.2.3 Guia de validacion del Ente Costarricense de Acreditacion
Nombre de la guia
Guia para validacion de métodos
Caddigo
Cdbdigo N° : ECA-MC-P0O01-G01
Autores

Ente Costarricense de Acreditacion (ECA, 2014)
Estructura de la guia

La guia cuenta con seis capitulos y cada uno de ellos consta de diferentes
apartados en los cuales se hacen recomendaciones para realizar la validacion.

1. Introduccién
Se define la importancia de la guia y la aplicacion de esta, ademas, se
menciona el aporte de laboratorios, evaluadores y experto técnicos para su
creacion.

La acreditaciobn bajo esta norma garantiza el reconocimiento de la
competencia técnica y los resultados que emiten los laboratorios de ensayo y de
calibracion.

2. Alcance
En este se establecen las actividades para la validacion de métodos de

ensayo y calibracion, de diferente indole, ya sea desarrollado en el laboratorio,
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métodos normalizados o con alguna modificacién, con ello se prueba la aptitud de
los métodos y la capacidad de los laboratorios.
3. Descripcidn
En este capitulo se indica que el laboratorio debe confirmar que aplica
correctamente el método validado, para ello, deben realizar diversas actividades
de validacion o de verificacion. Algunos de los apartados que lo conforman son los
siguientes:
a. Requisitos generales: son establecidos por el ECA.
i. Principios de validacion: se definen, los pasos que se debe
seguir para validar.
1. Determinar los parametros de desempefio
2. Establecer los criterios de aceptacion
3. Evaluacion de los resultados de la validacion
4. Declaracion de la conformidad del método.
ii. Alcance de la validacién: aplica de acuerdo al tipo de método
y para cada uno de ellos se definen los parametros que se
deben evaluar.
1. Informe de validacion: se proporcionan diferentes
pautas para elaborarlo.
4. Lineamientos de obtencion y evaluacién de los parametros de
desempefio
Este capitulo se divide en dos secciones, la primera seccion indica que los
meétodos utilizados por los laboratorios deben estar elaborados por organismo
reconocidos, publicados y vigentes.
La segunda seccion clasifica los laboratorios de acuerdo con la naturaleza de
sus funciones, les sugiere documentos y guias que pueden utilizar para llevar a
cabo la validacion.
5. Transitorio Identificacion de cambios
Se menciona que la politica ECA-MC-POO01 politica de validacién de métodos
es de cumplimiento obligatorio para los laboratorios acreditados y en proceso, a

partir de seis meses después de su publicacion en el diario oficial.
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Para el método en estudio, aunado a la anterior y basados en el
procedimiento PG-14 Validacion o verificacion de métodos del INCIENSA, el cual
utiliza como base para su desarrollo la guia de validacion de métodos del ECA y
tomando en cuenta el alcance de la validacion (situaciéon normalizado modificado)
los parametros a evaluar son los siguientes:

2.6 Parametros de validacién
2.6.1 Ambito de trabajo

Se refiere al ambito entre la menor y mayor concentracion del analito en la
muestra, incluyendo estas concentraciones, para las cuales se ha demostrado que
el procedimiento analitico tiene el nivel adecuado de precision y exactitud.

Modo de evaluarlo

Se realizaron nueve mediciones del estandar de menor concentracion y del
estandar de mayor concentracién. Basandose en la prueba de homogeneidad de
varianzas, con el fin de determinar las varianzas entre el estandar de menor
concentracion y el de mayor concentracion, para conocer si existen diferencias
estadisticamente significativas entre los valores.

N1 Wij 3)?

2 _ -7
Sf = - (Ecuacion 1.)
Uy
y; = % (Ecuacion 2.)
Donde:

i = el nUmero de estandar (5-25) pg/l.

J = el numero de repeticiones efectuadas para cada estandar.

y;= promedio de las mediciones del estandar.

y;= valor de la medicion de uno de los estandares.

A partir de las ecuaciones 1 y 2, se determinan las varianzas asociadas al
estandar de mayor concentracion y menor concentracion.

Mediante una relacion de la varianza asociada al estandar de mayor
concentracion con la varianza del estandar de menor concentracion se puede

determinar si existen diferencias.

s 52
7 Cuando S%, > SZ, - Cuando S > S&,
1 10
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Si la relacion es menor o igual al valor tabulado de la distribucion f de
Snedecor/Fisher para n-1 grados de libertad entonces no existen diferencias
significativas entre las varianzas y el rango de trabajo esta bien ajustado, de lo
contrario existen diferencias significativas.

2.6.2 Efecto matriz y Selectividad

Capacidad de un método analitico de cuantificar un analito en presencia de
interferencias o la habilidad de un método para determinar especificamente el
analito de interés en la presencia de otros componentes en la matriz bajo
condiciones establecidas de prueba.

Modo de evaluarlo

Para la medicion de estos parametros, se realizdé un ensayo de recuperacion
en dos niveles de la curva a definir.

2.6.3 Incertidumbre de medida

Parametro, no negativo asociado al resultado de una medicion, que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos
al analito. Incluye los errores sistematicos y aleatorios.

Modo de evaluarlo

Se realiz6 de acuerdo con el instructivo CNRBRO-IN22 Estimacion de la
incertidumbre de los resultados en el CNRBRO.

2.6.4 Limite de cuantificaciéon (LOQ)

Concentracion minima de analito en la matriz de una muestra que puede ser
cuantitativamente determinada con exactitud aceptable. Es un parametro del
analisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices de muestra y
se usa particularmente para impurezas y productos de degradacion. Se expresa
como concentracién del analito para la cual la desviacion estandar relativa del
meétodo (RSD%) es del 10%.

Modo de evaluarlo

Se realizé el andlisis de ocho muestras blanco analizadas en condiciones de
repetibilidad. Siguiendo los lineamientos descritos en la Guia EuraChem 2016 para
muestras blanco con contenido de analitos en concentraciones muy bajas. Se

determina el promedio y la desviacion estandar (Ecuacion 3).
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LOQ = Xpianco + 10 So (B1ancoy (ECuacion 3.)

Donde:

Xgianco= Promedio de las mediciones realizadas al banco

So (Blancoy= DeSViacion estandar de las mediciones realizadas al blanco

LOQ = kg x 5.

Como criterio de aceptacion el limite de cuantificacion no debe ser mayor a 1
mg/kg de mercurio.

2.6.5 Limite de deteccion (LOD)

Concentracion minima de un analito en la matriz de una muestra que puede
ser detectada por una Unica medicién, con un nivel de confianza determinado, pero
no necesariamente cuantificada con un valor exacto. Se expresa como
concentracion del analito.

Los valores por encima del LOD pueden ser atribuidos a la presencia del
analito y los valores por debajo del LOD son indicativos de la ausencia de analito
en cantidades detectables. Para realizar la validacion del método, es necesario
proveer una indicacién del nivel al cual la deteccion se puede complicar.

Modo de evaluarlo

Se realizé el andlisis de ocho muestras en blanco, analizadas en condiciones
de repetibilidad. Siguiendo los lineamientos descritos en la Guia EuraChem 2016
para muestras blanco con contenido de analitos en concentraciones muy bajas y
gue se corregiran durante el uso rutinario del método.

Se determina el promedio y la desviacion estandar (Ecuacion 4.)

LOD = Xpianco + 3 So (Bianco) (ECuUacion 4.)

Donde:

Xp1anco= Promedio de las mediciones realizadas al banco

So (Blanco)= DeSviacion estandar de las mediciones realizadas al blanco

Como criterio de aceptacion el limite de cuantificacion no debe ser mayor a 1

mg/kg de mercurio.
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2.6.6 Linealidad

Capacidad de un método analitico de producir resultados que sean
directamente, o por medio de una transformacion matematica definida,
proporcionales a la concentracion de analito en la muestra.

La relacion entre la respuesta del instrumento y la concentracion no tiene que
ser necesariamente lineal para que el método sea efectivo, pero la curva debe ser
repetible de un dia a otro.

Modo de evaluarlo

Se analizaron nueve réplicas por cada nivel de concentracion para la curva
de calibracion establecida segun el rango de trabajo. Para su evaluacion:

Mediante la distribucion aleatoria de los residuos, se evaluo si las tendencias
sistematicas son indicativas de no linealidad.

A partir de la homocedasticidad, se determing si la varianza es constante para
todas las concentraciones.

El analisis de varianza de la regresion debe demostrar una desviacién no
significativa con respecto a la regresion.

Mediante la distribucion aleatoria de los residuos se evalug si las tendencias
sistematicas son indicativas de no linealidad.

El coeficiente de correlacion debe encontrarse entre 0, 98 y 1, 00 y el
coeficiente de correlaciéon al cuadrado debe ser mayor a 0, 995.

2.6.7 Repetibilidad

Grado de concordancia entre los datos obtenidos aplicando un mismo
procedimiento, sobre una misma muestra, con el mismo operador, en intervalos
cortos de tiempo, utilizando el mismo equipamiento, dentro de un mismo
laboratorio, es decir, bajo las mismas condiciones.

Modo de evaluarlo

Se analizaron ocho réplicas independientes de la muestra de la ronda
interlaboratorial (pescado enlatado), en condiciones de repetibilidad: mismo dia,

mismo analista y mismo equipo.
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Posteriormente, se determind la desviacion estdndar (Ecuacion 5) y el
coeficiente de variacion (Ecuacion 6) para proceder a realizar la evaluacion de este

parametro.
s= |20 (Ecuacién 5)
%CV = = x 100 (Ecuacion 6.)
Donde:

s = Desviacion estandar relativa

x; = Valor obtenido para una medicion individual

X = Promedio de las n mediciones realizadas

n = NUmero de muestras

% CV = Porcentaje de coeficiente de variacion

Para determinar la validez de los resultados, estos se compararon con el
criterio de aceptacién que describe Horwitz, segun el Appendix F: Guidelines for
Standard Method Performance Requirements, AOAC, tabla A4, se puede tomar
como criterio de evaluacion para repetitividad, un coeficiente de variacion de 11%,
para concentraciones aproximadas a 1 mg/kg.

2.6.8 Reproducibilidad

Grado de concordancia entre datos o resultados obtenidos aplicando un
mismo procedimiento, sobre una misma muestra, pero cambiando alguna de las
siguientes condiciones: laboratorios, operadores, o equipamiento.

Modo de evaluarlo

Se analizaron cuatro réplicas independientes de la muestra ronda
interlaboratorial (pescado enlatado), en condiciones de en condiciones de
reproducibilidad: diferente dia con mismo analista y equipo.

Posteriormente, se determind la desviacion estandar (Ecuacion 5) y el
coeficiente de variacion (Ecuacion 6) para proceder a realizar la evaluacién de este
parametro.

Para determinar la validez de los resultados estos se compararon con el
criterio de aceptacion que describe Horwitz, segun el Appendix F: Guidelines for

Standard Method Performance Requirements, AOAC, tabla A6, se puede tomar
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como criterio de evaluacion para reproducibilidad, un coeficiente de variacién de
16%, para concentraciones aproximadas a 1 mg/kg.
2.6.9 Recuperacion

Se define como la cantidad del analito con el que se haya enriquecido la
muestra previa al andlisis, para poder evaluar las etapas de extraccion de la
muestra y el rendimiento del método.

Modo de evaluarlo

Se realizé la preparacion de una disolucidbn de mercurio a partir de la
Disolucion de Hg?*: (1000 + 4) mg/l preparado 12% HNOsz m/m; Sigma-Aldrich y se
utiiza para el enriquecimiento de distintas muestras en tres niveles de
concentracion diferentes de mercurio.

La recuperacion se calcula de la siguiente manera (ver ecuacion 7)

R= C*‘C_—Cb , (Ecuacion 7)

Donde:

R = Recuperacion

Cs = es la concentracion de analito de la muestra enriquecida

Cb = es la concentracion de analito medida en la muestra sin enriquecer

Ca = es la concentracion de analito adicionado a la muestra enriquecida

Expresada en forma de porcentaje (%):

% R = Rx 100, (Ecuacion 8)

Donde:

R= Recuperacion

De acuerdo con el Appendix F: Guidelines for Standard Method Performance
Requirements, AOAC, tabla A5, se puede tomar como criterio de evaluacion para
recuperacion el rango de 80-110%, para concentraciones aproximadas a 1 pg/kg.

Por lo tanto, si el porcentaje de recuperacion se encuentra dentro del rango
de porcentaje de recuperacion reportado en AOAC para el nivel de fortificacion
realizado, la recuperacion es aceptada al utilizar materiales de referencia
certificados, comparando con MRC, obtener resultados por un método estandar
gue sea trazable al SI, mediante el empleo de las muestras de desemperio de los

ejercicios de interlaboratorios.
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2.6.10 Robustez

Capacidad de un método para mantenerse sin cambios ante pequefias y a la
vez deliberadas variaciones en los parametros del método, que provee una
indicacion de su confiabilidad durante el uso normal. Se puede calcular tomando
las siguientes consideraciones:

Identificar las variables que puedan tener un efecto significativo en el
desempeiio del método, establecer experimentos para observar el efecto sobre la
exactitud y la precision de variables que se van cambiando sistematicamente, se
determinaran los efectos de cada cambio sobre las condiciones de medida, de ser
posible se disefiaran controles de calidad para las variables criticas.

Modo de evaluarlo

Se evaluo el efecto de modificar algun parametro dentro del procedimiento de
analisis, mediante la realizacién y medicion de cinco curvas de calibracién medidas
por duplicado, una réplica por cada modificacion.

2.6.11 Veracidad

Es la proximidad de concordancia entre el valor promedio obtenido de una
serie grande de resultados de prueba y un valor de referencia aceptado.

Modo de evaluarlo

Se analiz6 una muestra de atiun escurrido proveniente de la ronda
Interlaboratorial.

Como criterio de aceptacion, se utilizé el estadistico Z (“zeta score”) que
determina el proveedor a partir de la ronda Interlaboratorial.

Todos los factores a evaluar son necesarios para asegurar la confiabilidad
del método, pero para poner en practica cada uno de ellos es necesario contar con
un procedimiento analitico, por lo tanto, se realizé una revisibn de metodologias
con las que se podia determinar mercurio en atun, usando diferentes técnicas, con
base en lo descrito anteriormente, se logro elegir la técnica de Espectrometria de
Absorcion Atémica con Generacion de Hidruros Volatiles, a continuacion se

mencionan aspectos relacionados a dicha técnica.
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2.7Espectrometria de Absorcién Atémica

Para conocer un poco los antecedentes de la técnica, es necesario conocer
quién es el padre de esta técnica, el principio y algunas de sus caracteristicas. Se
atribuye la creacion y desarrollo al cientifico Ingles Alan Walsh y un equipo de
guimicos australianos, que tras diversos estudios realizados desde el afio 1936
hasta 1952, en este ultimo afio se dieron a la tarea de analizar los resultados
obtenidos y establecer los parametros de la misma; no obstante, desde el siglo XIX
se habian realizado estudios referentes a esta metodologia, estos permitieron
tener una base para el desarrollo de la técnica, caracterizada por ser rapida, facil,
precisa y altamente sensible para determinar las concentraciones de mas de
setenta y cinco de los elementos de la tabla periodica. (Hannaford, 2000)

Los métodos espectrométricos se caracterizan por transformar la muestra en
atomos de vapor y leer la emision electromagnética absorbida o emitida por dichos
atomos; haciendo referencia a la absorcion atémica, los atomos de un elemento
en estado fundamental absorben energia a una longitud de onda especifica, esta
se determina en referencia con el analito analizado. Entre mayor sea la cantidad
de &tomos del elemento mayor serd la radiacion, esto quiere decir, que la cantidad
de energia absorbida es directamente proporcional a la concentraciéon de los
atomos del metal analizado, considerando la Ley de Lambert-Beer. Los limites de
deteccién logrados son del orden de ppm (partes por millon).

El principio de la absorcion atdmica se basa en la atomizacion, esta consiste
en vaporizar las muestras, es decir, hacerlas pasar de un estado fundamental a un
estado excitado, con ello, se transforma el mesurando en atomos libres, al vapor
obtenido en el proceso se le hace incidir la radiacion electromagnética, luego el
analito la absorbe y el equipo lee la emisién.

Un elemento con el cual la absorcion atdbmica ha logrado posicionarse a nivel
mundial como una técnica confiable es con la determinacion de mercurio, ya que
este metal se encuentra neutro en fase de vapor a temperatura ambiente, esto
significa que una considerable cantidad de a&tomos en fase de vapor estan sobre
la superficie del metal liquido, sin necesidad de proveer energia térmica, de esta

caracteristica deriva el concepto de “vapor frio” (Garcia, 2010); sin embargo,



47

después de 1980 este término ha sido remplazado por el de generador de hidruros
volatiles. (Fernandez, 2018)

Conociendo la concepcion de la absorcion atomica y basados en las
derivaciones que se han hecho al método, surge la espectrometria de absorcion
atomica de vapor frio (CVAAS), donde en la muestra a analizar se da la reduccién
del mercurio a mercurio elemental utilizando un agente reductor, por consiguiente,
el atomo en estado fundamental puede absorber energia de una radiacion a una
longitud de onda especifica y pasar al estado excitado, de este modo se cuantifica
la cantidad de energia en forma de fotones de radiacion, absorbida por el analito,
debido a que el vapor resultante se traslada a través de un gas inerte, como por
ejemplo, el argon, quien lo lleva hasta el espectro definido para su lectura,
comunmente se utiliza en técnicas como absorcion, emision o la fluorescencia.
(Garcia, 2010)

Como se menciond anteriormente, la determinacion por esta técnica se
realiza adicionando un agente reductor, ya sea cloruro de estafio (SnClz) o
borohidruro de sodio (NaBHa4) a la muestra digerida, en este caso la reaccion del
mercurio en solucién con el agente reductor produce mercurio atdbmico que es muy
volatil, debido a esto el vapor de mercurio es conducido hacia una celda colocada
en el paso del haz de luz, donde ocurre la interaccion entre los atomos de mercurio
y la radiacién, produciéndose la absorcion. Indiscutiblemente y a pesar de los
avances tecnologicos las técnicas analiticas pueden presentar algunas dificultades
para su andlisis, entre ellas destacan:

a. Una digestion incompleta: algin compuesto organico no se degrada
completamente y puede absorber a las mismas longitudes de onda
de algunos metales, causando interferencias espectrales.

b. Interferencias de matriz: debido a concentraciones altas de solidos
disueltos en el digerido.

c. Concentraciones altas (mayores a 20 mg/kg): los sulfuros interfieren

en la recuperacion del mercurio inorganico y oxida al ion estafio.
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d. Presencia de aniones o similares: como los cloruros que en
concentraciones altas causan interferencia, ya que, absorbe a la
misma longitud de onda del mercurio.

e. El material sucio o contaminado: es una de las mayores fuentes de
interferencia, por lo cual se debe tener especial cuidado en el lavado,
preferiblemente realizar lavados a la cristaleria con HNOs y agua
desionizada para reducir errores en la lectura de las muestras.

f. Precipitados: debido a altas concentraciones (mayores a 1000 mg/L)
de cobalto, cobre, hierro, mercurio, y niquel.

Estos problemas se deben tomar en cuenta antes, durante y después del
desarrollo de la técnica para asegurar los resultados del andlisis, igualmente
importante es cuidar la etapa de preparaciéon de la muestra, de seguida se
mencionan aspectos relacionados con esta.

2.7.1 Preparacion de la muestra para el analisis de mercurio

Independientemente de la técnica que se utilice para determinar mercurio, es
de vital importancia realizar una digestion previa a la muestra, esta puede ser
bésica o &cida, y consiste en la destruccion total de la muestra, con el fin de lograr
la disolucién del metal que posteriormente sera cuantificado, se entiende que las
muestras son solubilizadas y el mercurio es liberado de la matriz biolégica o
ambiental.

Para dicho analisis, se utiliza la digestion &acida en microondas; es un
tratamiento de la muestra con &cidos fuertes, el objetivo principal es eliminar
interferencias que puedan obstruir en la lectura del elemento y en el equipo
(Jiménez, 2009). Es muy importante recordar que la digestion acida de la muestra,
debe realizarse bajo condiciones controladas debido a la volatilidad de dicho

elemento.
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Il MARCO METODOLOGICO

3.1lIintroduccion
El presente trabajo busca desarrollar la validacion de una metodologia para la
determinacién de mercurio en atin en conserva en el CNRBRO del INCIENSA y
con ello cumplir los objetivos propuestos como desarrollar y validar una
metodologia para la determinacion de mercurio en atin en conserva, mediante la
técnica de Espectrometria de Absorcion Atomica por Generacion de Hidruros
Volétiles, por medio de la identificacion de metodologias utilizadas para la
determinacién de mercurio en atin en conserva, para ello, se debe seleccionar la
metodologia mas ajustada a las condiciones actuales del CNRBRO, asi como el
desarrollo del procedimiento analitico cuantitativo para la determinacion de
mercurio en atn en conserva, posteriormente validar el procedimiento analitico
cuantitativo para la determinacion de mercurio en atin en conserva, en el CNRBRO
del INCIENSA 'y, por altimo, determinar la concentracion de mercurio en diferentes
muestras comerciales de atin en conserva, mediante el procedimiento analitico
cuantitativo validado.
Este capitulo se compone de los siguientes apartados: tipo de investigacion,
variables, fuentes de recoleccion de informacion, muestra, instrumentos de
medicidn y técnicas, procedimientos y, por ultimo, la hipétesis de trabajo.

3.2Tipo de investigacién
Segun Bernal (2010), existen muchos tipos de investigacioén, cada uno se compone
de diferentes caracteristicas que permiten su uso de acuerdo con la naturaleza de
la investigacidn, basandose propiamente en el objetivo, el problema y la hipétesis
de la investigacién. Los tipos de investigacion que menciona el autor son:
investigacion histérica, documental, descriptiva, correlacional, explicativa o causal,
estudio de caso y experimental.
Asimismo, de acuerdo con el autor, se considera una investigacion descriptiva
aquella en que, como afirma Salkind (1998), “se resenan las caracteristicas o
rasgos de la situacion o fendmeno objeto de estudio”. Segun Cerda (1998),
“tradicionalmente se define la palabra describir como el acto de representar,
reproducir o figurar a personas, animales o cosas...”; y agrega: “Se deben describir
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aquellos aspectos mas caracteristicos, distintivos y particulares de estas personas,
situaciones o cosas, 0 sea, aquellas propiedades que las hacen reconocibles a los
ojos de los demas”.
Ademas, para el mencionado autor, una de las funciones principales de la
investigacion descriptiva es la capacidad para seleccionar las caracteristicas
fundamentales del objeto de estudio y su descripcion detallada de las partes,
categorias o clases de ese objeto. Este tipo de investigacion es muy utilizada e
inclusive se conoce como una base en el desarrollo de cualquier investigacion, de
acuerdo con las caracteristicas mencionadas anteriormente se clasifica esta
investigacion como investigacion descriptiva.
De la misma forma y segun Bernal (2010), esta investigacion puede calificarse
como una investigacion experimental, pues esta se caracteriza por definir o
conocer los efectos de los actos producidos por el propio investigador como
mecanismo técnico para probar sus hipotesis. Ademas, para Garita (2016), el
propoésito de esta investigacion es examinar un tema del cual se tienen muchas
dudas o nunca se ha abordado antes.

3.3Variables
Para validar un método analitico, el INCIENSA cuenta con un procedimiento
interno en el cual se establecen diferentes variables que permiten cumplir con dicho
objetivo, el andlisis de cada una de estas variables permite la validacion de la
técnica.
Las variables que aplican para validar la técnica son:

a. Veracidad
Repetibilidad
Reproducibilidad
Limite de deteccion (LOD)
Limite de cuantificacion (LOQ)

-~ ® oo T
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j. Recuperacion

k. Selectividad

|. Especificidad

3.4 Fuentes de recoleccion de informacion
La recoleccion de informacion es la base de cualquier investigacion, las fuentes
son tan variadas como la informacién misma, por ello tener acceso a los datos mas
confiables es la clave del éxito de la investigacion. Segun Calderon (2011), se
conocen tres tipos generales de fuentes de informacion: las primarias, las
secundarias y las terciarias; las primeras hacen referencia a informacion obtenida
de primera mano, las segundas a informacion recopilada de publicaciones
realizadas por otro autor y las ultimas son documentos de consulta que guian al
investigador para recopilar mas informacién. Las personas y los articulos
cientificos son fuente primaria, censos, los sitios web constituyen la segunda fuente
de informacion y, por ultimo, la bibliografia de bibliografias es una fuente terciaria.
Del total de fuentes consultadas para realizar esta validacion, la mayoria se
catalogan como fuentes secundarias, algunas de estas son:

a. AOAC
OMS
ISO
EURACHEM
ECA
MAG
g. Periddico El financiero
3.5 Muestra

-~ o 2 0 o

De acuerdo con Lépez (2004), la muestra se define como aquel sector de la
poblacidbn que se escoge para realizar la investigacion, la cual forma parte
representativa de la poblacion, adicionalmente al ser este un estudio descriptivo,
la muestra a analizar posibilita la prediccion probabilistica del comportamiento de
la poblacion que esta investigando.

En esta investigacion la determinacion de la poblacion, la muestra y el muestreo

son definidos y realizados por el MS, ellos se encargan de la recoleccion y la
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entrega de las muestras. EI CNRBRO no tiene acceso a los datos explicitos de la
elaboracién de este apartado.
3.6Instrumentos de medicion y técnicas

3.6.1 Principio
La espectroscopia de absorcion atomica es un proceso donde una muestra, se
nebuliza, desolvata y atomiza para posteriormente excitarla con una fuente de
radiacion externa a una longitud de onda especifica. La diferencia de la radiacion
gue fue emitida por una fuente externa y la que llega al detector es la que fue
absorbida por la muestra, al utilizar la ley de Beer-Lambert se puede conocer la
concentracion de la muestra a partir de la radiacion absorbida.
A continuacion, se detallan los equipos, materiales y reactivos para el desarrollo
de esta validacion analitica en la determinacion de mercurio en atin en conserva:

3.6.2 Equipos

a. Balanza analitica, Marca Mettler Toledo XS 204

b. Balanza semianalitica Marca AE ADAM, Modelo PGW 753i

c. Digestor de microondas, Marca BERGHOF-Modelo Speed Wave

d. Campana de extracciéon

e. Congelador/Refrigerador

f. Computadora

g. Espectrofotbmetro de Absorcion Atémica, Marca Perkin Elmer-

Modelo PinAAcle 900T
h. Generador de hidruros, Marca Perkin EImer-Modelo FIAS 100
3.6.3 Cristaleriay otros

Toda la cristaleria deber ser lavada con HNOs (1+9) antes de realizar cada analisis.
Los beakers, kitasatos o erlenmeyers que se utilizan para portar agua o medir algan
reactivo, es recomendable realizarle al menos tres lavados con agua desionizada,
antes de su uso, esto para eliminar algun residuo que pueda contaminar o alterar
el resultado final. La cristaleria para usar en el desarrollo de esta técnica se enlista
a continuacion:

a. Balones aforados (10, 50, 100, 200,500) ml

b. Beakers (10, 30, 100, 250, 500,1000) ml
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Erlenmeyers (250,500, 1000,2000) ml
Micropipetas (10-100 y 100-1000) pl
Pipetas (1, 2, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25) ml
Pipeteador

Plantilla agitadora

Probetas (10, 25, 100, 250, 1000) mi
Selladora

Tamiz #12

Tubos de ensayo 20ml

3.6.4 Reactivos

Agua destilada

Agua desionizada

Cilindro Argén

Compresor de Aire O2

Acido clorhidrico (HCI)

Acido nitrico (HNOs)

Acido sulfarico (H2S0a)

Borohidruro de sodio (NaBHa4)
Hidréxido de sodio (NaOH)

Peroxido de hidrogeno (H202)
Permanganato de potasio (KMnOa)
Cloruro de hidroxilamina (HCI:NH20H)

. Estandar de mercurio (1000 ppm)

Material de referencia

53
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Adicional, se detalla la preparacion de reactivos a utilizar en el desarrollo de esta
investigacion:
Acido Clorhidrico en fraccién de volumen de 3%
Para preparar 1000 ml, tome 30 ml de HCl y depositelos en un erlenmeyer de 1000
ml, lleve a marca de aforo con agua desionizada.
Solucién de dilucion (H2SO4 en fraccion de volumen de 6,5% y HNOs en
fraccion de volumen de 4,0%)
Para preparar 1000 ml, tome 58 ml de HNO3 (grado metal traza) y 67 ml de H2SOa,
depositelos en un erlenmeyer de 1000 ml, lleve a marca de aforo con agua
desionizada.
Permanganato de Potasio en fraccién de volumen de 5%
Para preparar 1000 ml de KMnOa, se debe pesar 50 g del reactivo, disolver con
agua desionizada utilice una plantilla agitadora para facilitar dicha disolucién, por
ultimo, llévelo hasta la marca de aforo con agua desionizada.
Solucién agente de reduccion en fraccion de volumen de 0,2%
Para preparar 1000 ml del agente reductor, se debe pesar 0. 5 g de NaOH,y 2 g
de NaBHjs, trasvaselos a un erlenmeyer de 1000 ml, con ayuda de una plantilla
agitadora disuelva, lleve a marca de aforo con agua desionizada.
Nota: Haciendo uso de equipo de filtracién al vacio, filtre esta solucion antes de
usar.
Cloruro de hidroxilamina en fraccién de volumen de 10%
Para preparar 1000 ml HCI: NH20H4, se debe pesar 100 g del reactivo, con ayuda
de una plantilla agitadora disuelva en agua desionizada y lleve a marca de aforo.

3.6.5 Metodologia detallada

3.6.5.1 Muestras de atin en conserva

Una vez que las muestras ingresan al Inciensa, se procede de acuerdo con lo
descrito en el instructivo CNRBRO-INO6 Recepcion, identificacion, custodia y
descarte de muestras.
Antes de realizar el analisis, las latas se deben lavar, secar y destapar. El contenido
se coloca en un tamiz #12, para escurrir el liquido de gobierno (este se debe

recoger en un beaker), el atin escurrido se trasvasa al procesador y se procesa,
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durante 2 minutos aproximadamente, inmediatamente se deposita en recipientes
rotulados con el nUmero de muestra Inciensa.

3.6.5.2 Digestidon de la muestra
Se anota en el registro CNRBRO-R75 Hoja de calculo para la estimacion de
mercurio en pescado, la informacién que se solicita.
Se pesa 0,5 g de muestras y controles (Ver Instructivo CNRBRO-IN 11 Operacién
de la balanza de precision ADAM) en los tubos de teflon del Digestor de
Microondas. A cada tubo se le adiciona, 8 ml de HNOs y 2 ml de H202, se deja
reposar por al menos 15 minutos en la campana de extraccion de gases.
Se enciende y programa el Digestor de Microondas de acuerdo con el instructivo
CNRBRO-IN51 Operacion del Digestor de Microondas.
Trascurrido el tiempo de reposo, a cada tubo se le coloca la tapa de cierre, el disco
de ruptura y la copa de acoplamiento.
Se colocan los tubos de teflon en el rotor como indica el equipo, asegurando los
tubos a la conexién de acoplamiento, se cierra la tapa del digestor, se conecta el
tubo de extraccion de aire primario y el tubo de extraccion de aire secundario para
iniciar la digestion.
Cuando el equipo finalice la digestion, se retiran las mangueras, se sacan los tubos
y se llevan a enfriar en un bafio de agua con refrigerantes por al menos 15 minutos.
Una vez atemperados, se pasan a la campana de extraccion, donde se destapan
con mucho cuidado para permitir la salida de presion de manera moderada.
Se lava la contratapa de teflon con la solucién de dilucion, y luego se trasvasa el
contenido del tubo cuantitativamente a matraces aforados de 25 ml (esto con ayuda
de embudos de plastico y el soporte de madera) se lleva hasta la marca de aforo
con la solucion de dilucion.
De cada muestra se toma una alicuota de 15 ml y se coloca en tubos de ensayo
de 20 ml rotulados con los nimeros que indica cada tubo de teflon, se le adicionan
50 pl de KMnOa, se tapa cada tubo, se agita despacio y se deja en reposo al menos
2 h, (cada 30 minutos se recomienda agregar 50 pl de KMnOa4 para mantener la

oxidacion del Hg?* en la muestra).
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3.6.6 Preparacion de estandares y curva de calibracién

a. Solucién madre de 100 mg/l.
Se toma 10 ml del estandar de mercurio de 1000 mg/l, se deposita en un matraz
aforado de 100 ml, se lleva a marca de aforo con la solucion de dilucion.

b. Solucion Intermedia de 1,00 mg/I
Se toma 1 mL del estandar de mercurio de 100 mg/l, se deposita en un matraz
aforado de 100 ml, se lleva a marca de aforo con la solucion de dilucion.

c. Solucion de trabajo de 0,100 mg/l
Se toma 10 ml del estandar de mercurio de 1,00 mg/l, se deposita en un matraz
aforado de 100 ml, se lleva a marca de aforo con la solucién de dilucion.

d. Curva de Calibracion
A patrtir del estandar de 0,1 mg/l de mercurio, se realiza lo siguiente:

Tabla 1 Curva de calibracién

Nivel Concentracion(ug/l) | Alicuota (ml) Volumen final (ml)
Blanco calibracion 0 0 50
Nivel 1 5,0 2,5 50
Nivel 2 10,0 10,0 100
Nivel 3 15,0 7,5 50
Nivel 4 20,0 10 50
Nivel 5 25,0 12,5 50
Blanco reactivos 0 0 50

Nota: Del Nivel 2 se preparan 100 ml para realizar la prueba de sensibilidad al
equipo de Absorcion Atémica antes de iniciar la lectura, ademas, para leer como
control entre lectura de muestras. Todos los niveles se aforan con solucion de
dilucion.

De cada nivel se toma una alicuota de 15 ml y coloca en los tubos de ensayo
rotulados con los numeros que indica cada tubo de teflon, se adiciona 50 pl de

KMnOa4, se tapa cada tubo, se agita despacio y se deja en reposo (al menos 1 h).
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3.6.7 Lecturade lacurvade calibracién y las muestras
Se procede a encender el equipo de Absorcion Atémica de acuerdo con el
instructivo CNRBRO-IN50 Uso del Absorcion Atomica (Uso del Software WinLab32
para Absorcion Atémica).
Para realizar la lectura de la curva de calibracion, antes se debe leer el nivel 2 de
10,00 pg/l para corroborar el desempefio de la lAmpara de mercurio. Esta
sensibilidad debe estar cercana a 0,07 ppm. Si es asi se procede a la lectura, de
lo contrario, se debe verificar el instructivo CNRBRO-IN50 Uso del Absorcion
Atdémica (Uso del Software WinLab32 para Absorcion Atémica) y proceder segun
lo descrito en este.
Posteriormente, antes de leer los estandares o muestras, adicionar a cada tubo
con micropipeta 50 pl de Cloruro de hidroxilamina, agitar manualmente y esperar
gue el color violeta desaparezca, posteriormente, leer en el Generador de Hidruros
Volatiles. Se proceda a realizar la lectura de acuerdo con lo descrito en el
instructivo CNRBRO-IN50 Uso del Absorcion Atomica (Uso del Software WinLab32
para Absorcion Atémica).
El orden para la lectura de las muestras es el siguiente: primero la lectura del
Blanco de calibracién, después los Estandares de calibracion en orden ascendente
de concentracion, luego las muestras digeridas y, por ultimo, el Blanco de
reactivos.
3.7Recoleccion de datos
Las muestras de atin en conserva que se analizan en el CNRBRO son
recolectadas por el MS.
3.7.1 Procedimiento
El trabajo de investigacion se realiz6 siguiendo diferentes pasos que a
continuacion se detallan:
3.7.1.1 Busquedadeinformacion
Se realizé por medio de diferentes buscadores de internet, que permitieron acceder
a libros, tesis, articulos y revistas cientificas, normas internacionales, ademas, se

consultaron documentos internos del Inciensa.
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3.7.1.2 Andlisis y seleccion de informacion
Se procedio a revisar la informacion recolectada y se seleccion6 aquella que méas
se adecua al objetivo de investigacion y a las condiciones del CNRBRO.

3.7.1.3 Elaboracion de la metodologia de validacion
Una vez seleccionada la informacion, se procedio a desarrollar la metodologia de
validacion con base en esta, tomando en cuenta las variables descritas en el
procedimiento interno del Inciensa y en normas internacionales. Esta metodologia
cuenta con la propuesta de evaluacion de cada una de las variables que aplican
para el método normalizado modificado.

3.7.1.4 Desarrollo de la metodologia de validacion
A patrtir de la metodologia desarrollada en el punto anterior, en el laboratorio se
realizaron las pruebas correspondientes para validar cada uno de los parametros
gue se establecieron previamente.
3.7.1.5 Analisis de los resultados de la técnica
Los resultados obtenidos de la aplicacion del punto 3.7.4 Desarrollo de la
metodologia de validacion, se analizaron de forma detallada e independiente como
se propuso en la metodologia de validacién y con ello comprobar la validez de la
técnica seleccionada.
3.7.1.6 Anédlisis de muestras
Una vez que se validé la metodologia seleccionada, se analizaron diferentes
muestras recolectadas por el MS en diferentes comercios en nuestro pais.

3.8Hipotesis de trabajo
Para Bernal (2010), una hipétesis es una suposicion o solucion anticipada al
problema objeto de estudio, razén por la cual; es responsabilidad del investigador
probar tal suposicion, de igual manera es vital, tener en cuenta que, al aceptar una
hipotesis como afirmativa, la veracidad de los datos conseguidos solo aporta
evidencia a favor del analista.
Del mismo modo para este autor, las hip6tesis cumplen ciertas funciones en el
desarrollo de una investigacion, algunas de las funciones, segun Arias Galicia
(1991), son:
a. Se precisan los problemas objeto de la investigacion.
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b. Identifican o explicitan las variables objeto de analisis del estudio.

c. Definen y unifican criterios, métodos, técnicas y procedimientos utilizados
en la investigacion, con la finalidad de darles uniformidad y constancia en la
validacion de la informaciéon obtenida. Analizando las funciones que
cumplen las hip6tesis en una investigacion, no hay duda acerca del papel
importante que estas desempefian en un estudio y en el campo cientifico en
general.

Y para finalizar, de acuerdo con los objetivos establecidos en el desarrollo de esta
investigacion, se consideran las siguientes hipoétesis de trabajo:

a. Se han encontrado cantidades de mercurio por encima de la norma de
mercurio en atun enlatado comercializado en cadenas de distribucion de
productos alimenticios costarricenses.

b. La validacion del método de mercurio en atin enlatado permitira controlar
y/o regular la venta/entrada de nuevas marcas comerciales a nuestro pais.

c. El tiempo establecido sera el adecuado para concluir la validacion y

cuantificaciéon de mercurio en atin en conserva.
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IV ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Identificacion de Metodologias Analiticas

Como se ha mencionado anteriormente, el mercurio es un elemento que esté
presente de forma natural en la naturaleza, sus efectos son muy toxicos y pueden
afectar especialmente a las poblaciones mas vulnerables. Existen muchas vias por
las cuales este metal puede entrar en contacto con el ser humano, una de ellas es
por medio de la ingesta de productos pesqueros, lo cual ha llevado al desarrollo de
muchas técnicas que permiten su determinacion. Generalmente, estas técnicas se
caracterizan por ser muy selectivas, especificas y sensibles.

A continuacion, y basado en la investigacion bibliografica de Ruiz (2016); se
presenta un resumen con las diferentes metodologias analiticas usadas para la
determinacién de mercurio en pescado.

a. Método Colorimétrico de ditizona: este método se basa en la reaccion del
mercurio presente en el analito con la ditizona para dar un complejo de
ditizonato mercurico de color naranja, el cual se extrae con cloroformo, en
un medio acido, su intensidad se cuantifica colorimétricamente a una
longitud de onda de 490 mm, el limite de deteccién de Hg total para esta
técnica es de 0,01-0,1 mg/g. Dentro de sus desventajas esta el uso de
grandes volumenes de reactivos que en ocasiones puede ser dificil
conseguirlos, asi como los procedimientos de preparacion pueden ser
complejos. (Pifia, Rojas, Lué-Meru, & Torres, 2012)

b. Método Espectrometria de absorcion atdmica- horno de grafito (GF AAS):
segun Mafay, Clavijo, & Diaz (2018), la luz se absorbe por un elemento en
estado atomico, a la cual se le mide la atenuacion de la intensidad de la
luz como resultado de la absorcion, siendo la cantidad de radiacion
absorbida proporcional a la cantidad de atomos del elemento presente. El
método involucra fundamentalmente dos procesos: la atomizacion de la
muestra y la absorcion de radiacion proveniente de una fuente por los
atomos libres, por lo tanto, este método convierte los elementos presentes
en una muestra en atomos o iones elementales en estado gaseoso por

medio de un proceso denominado atomizacién, el limite de deteccion de
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Hg total para esta técnica es de 0,001-1 ng/g. Algunas de sus ventajas son
la eliminacion de la etapa de pretratamiento térmico, esto ayuda a disminuir
la posibilidad de pérdidas de mercurio, ademas, es muy sensible lo que
permite determinar concentraciones en niveles de partes por billén.

. Método Cromatografia gaseosa- detector de captura electrénica: es de las
técnicas més utilizadas dentro de la cromatografia. Se basa en la
separacion de las mezclas en fase gaseosa, se inyecta una pequefia
muestra a separar en la corriente de un gas inerte a alta temperatura, la
corriente de gas atraviesa una columna cromatogréafica que separa los
componentes por medio de un mecanismo de particion o adsorcion de la
mezcla, el limite de deteccion de Hg total para esta técnica es de 0,01-0,05
ng/g. Entre sus ventajas se pueden mencionar una gran eficiencia en la
separacion de los componentes de las mezclas, mayor control de las
condiciones cromatograficas que permite obtener resultados mas
repetibles.

. Método espectrometria de masas (ID-ICP/MS): este se basa en la
obtencién de iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa; una
vez obtenidos estos iones, se separan de acuerdo a su masa y su carga,
finalmente se detectan por medio de un dispositivo adecuado, el limite de
deteccién de Hg total para esta técnica es de 0,1 ng/g, algunas de sus
ventajas son la capacidad de medicion simultdnea de, varios elementos,
limites de deteccion muy bajos, ademas, permite detectar elementos
mayores Yy traza al mismo tiempo, una de sus desventajas es el efecto
matriz.

. Método Espectrometria de absorcién atémica de vapor frio (CVA AS): es
la técnica mas utilizada alrededor del mundo, en las muestras liquidas
todas las especies de mercurio idnico Hg?* debe ser reducido al estado
metalico Hg® para las muestras solidas se digieren con acidos, para pasar
todas las especies de mercurio a Hg?*, esta es la Unica especie capaz de
generar vapor de mercurio atdbmico. El vapor formado se arrastra por un

gas inerte hasta una celda de cuarzo donde se da el proceso de absorcion,
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la longitud de onda es de 253,7 nm en la region ultravioleta, el Limite de
deteccion de Hg total es de 0,5 ng/ml, entre sus ventajas destacan su alta
sensibilidad, etapas muy sencillas de extraccion y cuantificacion
satisfactoria del Hg. Dentro de las desventajas estan el consumo de tiempo
y la posibilidad de pérdida del analito por volatizacion. (Chaves, 2016)

. Método Espectrometria de fluorescencia atdmica (CV AFS): segin una
investigacion realizada por (Chaves, 2016) se ha utilizado para determinar
mercurio en algas marinas, esta es una técnica muy sensible con un amplio
rango de linealidad permite el uso de instrumentacion mas sencilla,
comparada con las técnicas como espectrometria de masas y absorcién
atomica. El limite de deteccion de Hg total es de 0,08 ng/ml.

. Método de plasma acoplado inductivamente -espectrometria de masas
(ICP MS): es una técnica muy utilizada para la determinacion de elementos
traza en diversas matrices, han sido muy pocos los casos reportados para
determinar Hg?*, se puede mencionar dentro de sus ventajas la alta
sensibilidad y su razonable precision, sin embargo, como desventajas
destacan el efecto de memoria que aumenta los recuentos en blanco,
empeora el funcionamiento analitico y puede haber perdidas de mercurio.
(Chaves, 2016).
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4.2Descripcion de metodologias

En el siguiente cuadro, se resumen las principales variables de los métodos
analiticos comentados en la seccion anterior, con esto se permite seleccionar la
metodologia mas adecuada

Tabla 2 Resumen de las metodologias para determinar mercurio en alimentos

Nombre del método Reactivos Equipos Fuente
Método Colorimétrico Hidroxido de sodio | Espectrofotémetro | (Pifia, Rojas,
de ditizona Oxalato de sodio ultravioleta visible | Lué-Meru, &

Ditizona

Diclorometano

Torres, 2012)

Método Espectrometria | Cloruro de Paladio | Espectrofotometro | (Mafay,
de absorcién atébmica- [l de absorcién Clavijo, &
horno de grafito Acido ascorbico atoémica con Diaz, 2018)
(GFAAS) Triton X-100 horno de grafito
Acido clorhidrico
Método Cromatografia | Acetona Cromatografia de | (VegalL. B.,
gaseosa- detector de Tolueno gases con Arias,
captura electronica Acido clorhidrico detector de Beltran,
captura Castro, &
electronica Moreno,
2000)
Método espectrometria | Acido fluorhidrico | Espectrometro de | (Rodriguez .
de masas (ID-ICP/MS) | Acido sulftrico masas P., 2001)

Acetilacetona

Cloroformo

Método Espectrometria
de absorcion atdbmica
de vapor frio (CVA AS)

Acido nitrico
Acido sulfarico
Borohidruro de
sodio

Hidréxido de sodio

Espectrémetro de
absorcion atdmica
por generaciéon de

hidruros volatiles
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Método Espectrometria | Acido nitrico Espectrometria de | (Lima, 2010)
de fluorescencia Acido clorhidrico fluorescencia
atomica (CV AFS) Acido sulfarico atomica con

Cloruro de estafio | vapor frio

(I
Método de plasma Acido nitrico Espectrometro de | (Rodriguez I.
acoplado Acido clorhidrico masas con P., 2001)
inductivamente - Amoniaco plasma de
espectrometria de Metilisobutilcetona | acoplamiento
masas (ICP MS) inductivo

4.3Propuesta de procedimiento analitico

Segun (Vinagre, 1997), “se encuentran ciertos criterios importantes para
elegir el método a validar, uno de ellos es dar preferencia a métodos cuya calidad
y confianza se ha establecido en estudios colaborativos, o similares en varios
laboratorios, ademas preferir métodos documentados o adoptados por
organizaciones internacionales reconocidas, y preferir métodos de andlisis que se
aplican en forma uniforme a varios tipos de alimentos sobre aquellos que se aplican
a alimentos especificos”. Asimismo, contar con equipos, materiales, infraestructura
y personal adecuado para desarrollar la técnica elegida.

De las siete técnicas identificadas anteriormente para la determinacion de
atln en conserva, las siguientes metodologias se descartan por varios factores. En
el caso del método Colorimétrico de ditizona, el método Cromatografia gaseosa-
detector de captura electronica; el método espectrometria de masas (ID-ICP/MS);
el método espectrometria de fluorescencia atomica (CVAFS) y el método de
plasma acoplado inductivamente-espectrometria de masas (ICPMS), son técnicas
gue no se utilizan tanto actualmente, ya que la sensibilidad en otras técnicas es
mayor, asi como el hecho que el INCIENSA no cuenta con el equipo necesario
para las técnicas mencionadas, algunos reactivos no estan disponibles en el
CNRBRO, y en el caso del método por espectrometria de absorcion atdbmica- horno

de grafito (GFAAS) ya esta destinado a un analisis en especifico, no obstante, se
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hicieron algunas lecturas de la curva de mercurio y los resultados no fueron los
adecuados.

Dados los factores mencionados anteriormente y los existentes en el
laboratorio del CNRBRO, se llega a la conclusion que este posee los equipos
idoneos para el desarrollo de la validacion, tales como un digestor de microondas,
el cual facilita la digestion de las muestras, ya que se reduce el tiempo empleado
en esta etapa y se obtienen resultados eficientes pues permite controlar variables
como presion, temperatura y tiempo, en comparacidon con otras técnicas de
digestion, el equipo de espectrometria por absorcion atémica con generador de
hidruros volétiles, caracterizado por una alta sensibilidad y los reactivos a utilizar
segun el procedimiento estan disponibles en el laboratorio, ademas de un
documento oficial de la AOAC que incluye varios métodos analiticos para
determinar mercurio en alimentos. Por lo tanto, estos aspectos permiten elegir la
metodologia por espectrometria de absorcion atobmica con generador de hidruros
volatiles. En resumen, para el procedimiento analitico a validar se tomaron en
cuenta:

a. Instrumentos calificados y calibrados

b. Lista de materiales y equipo analitico adecuado para la
técnica elegida
Métodos documentados: adaptacion del método AOAC
Patrones de referencias confiables
Analistas calificados

-~ ® o o

Integridad de la muestra
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4.4Validacion de procedimiento analitico
Para la validacion del método, se procedi6 a analizar los diferentes parametros que
se establecen en el procedimiento INCIENSA PG-14 Validacion o verificacion de
métodos.
4.4.1 Veracidad
Descripcion

Se analiz6 una muestra de atun escurrido proveniente de la ronda
interlaboratorial FAPAS 07309 (241) con un total de 14 réplicas. Como criterio de
aceptacion se utilizo el estadistico Z Score que determind el proveedor a partir de
la ronda interlaboratorial. La condicién de evaluacion es la siguiente:

Tabla 3 Condicion de la evaluacion del Z Score

|Z| < 2,0; Satisfactorio, aceptable

2,0 < |Z|< 3,0; Cuestionable, se le asigna (W) como sefial de advertencia

|Z| = 3,0; Insatisfactorio, se le asigna (A) como sefial de accion

Tratamiento estadistico

. . . Gréfica 1 Modelo de calibracion
Figura 1 Calculos de areas para

veracidad Modelo de calibracién
0,250 -
Datos Areas
10,0713 0,200 -
20,0696
0,150 -|
30,0718 =
a  0,0704 < 00 |
5 00712
6 0,0725 0,050 - y =0,0096x-0,0023
70,0677 R? =0,9984
0,000 . . ,
8 0’0?14 0,0 10,0 20,0 30,0
9 0,0714
Hg (ne/L)
10 0,0738
11 0,0663 Grafica 2 Residuales para veracidad
12 00721
13 0,0682 ]
14 0,0698 Variable X 1: Grafico de los residuales
PROMEDIO  0,0706 0,006 -
DS 0,0019 .
%CV 2,756 0,004 7
MAX 0,074 & 0,002 -
-
MIN 0,067 T . . | | . * |
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
0,002 - L4
2
-0,004 -
Variable X 1




Tabla 4 Resultados de muestras Interlaboratorio FAPAS

laboratory number

analyte

Arsenic (total)
assigned value: 511 pg/kg

Cadmium

assigned value: 7.11 pg/kg
V=N

Mercury (total)

assigned value: 298 pg/kg

\
QQ“ 04

result Z-score result
031 504 -0.1 <20
032 498.0 -0.1 7.74
033
034 600 1.0 78
035 483.5 03 ‘2\
036 506.01 -0.1 O§0
037 540 0.3 \3/ <20
038
039 O\’
040 &Q. 156
041 605 $
042 440 (@)L 8.12
043 600.4 A 10 <100.0
044 564.66 éo 0.6 14 44
045 646.33 15 7.09

sscleY
B3

04
-1.2

3.5
0.6

4.7
0.0

result z-score
334 0.6
292.0 -0.1
344 4 0.8
300 0.0
4895 33
310.50 0.2
300 0.0
277 -04
292 -0.1
299 0.0
2898 -0.2
294 62 -0.1

z-scores outside |z| =2 are shown in bold, see Section 5

Tabla 5 Resultados de FAPAS

67

Ronda interlaboratorio

FAPAS 07309

Cédigo de laboratorio

33

Fecha de participacion

20/07/2018

conformidad para veracidad.

El valor obtenido en el interlaboratorio es de 344,4 ug/kg de Hg?* este encuentra

dentro del criterio establecido de aceptacidén, por lo tanto, se comprueba
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4.4.2 Repetibilidad (r)
Descripcion:

Se analizé un total de ocho réplicas independientes de la muestra FAPAS
07309 (pescado en conserva), en condiciones de repetibilidad: mismo dia, mismo
analista y mismo equipo.

Posteriormente, se determind la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion para proceder a realizar la evaluacion de este parametro.

Dénde:

—z
s = desviacion estandar ¢ — Tlx—x)
n

xi = valor obtenido para una medicion individual

o — =
X = promedio de las n mediciones realizadas % LV = F x 100
n = ndmero de muestra
Tratamiento estadistico:
Tabla 6 Calculos para repetibilidad
Muestra: FAPAS 07309
Promedio
Analista Fecha  Hg(pg/kg) D.5 % RSDY operimetal
(ne/kg) e
GEN 18062018 312,96
305,97
319,90
326,37
332,45 24.29 731
318,51
351,12
346,30
378,50
Figura 2 Ecuacion de Horwitz
Ecuacion de Horwitz Analito, %| Fraccion de Masa (C) |Unidad (pg/kg)
3,32E-04 3,3E-06 332,45

% RSDr = C21°

% RSDI oirico | 13,24 PRSD, 13,27
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Figura 3 Relacion de la ecuacion de Horwitz y HorRatr

Relacion de HorRat,
Horrat, = (RSDF wpermentat )/ RSO segeico) 0,552
0,3 <Horrat, < 1,3 0,3<0,552<1,3

Valor obtenido: 0,552
0,3<0,552<1,3
Criterio de aceptacion: 0,3 < HorRat< 1,3
Conclusion: se comprueba conformidad para el pardmetro de repetibilidad con
respecto al criterio de aceptacion.
4.4.3 Reproducibilidad (R)
Descripcion:

Se analiz6 un total de cuatro réplicas independientes de la muestra FAPAS
07309 (pescado enlatado), en condiciones de reproducibilidad: diferente dia con
mismo analista y equipo.

Posteriormente, se determind la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion (Ecuacién 6) para proceder a realizar la evaluacion de este parametro

s = ||E(x:'—§32
n

x 100

%o CV =

Hi |t

Donde:

s = desviacion estandar

xi = valor obtenido para una medicion individual
X = promedio de las n mediciones realizadas

n = numero de muestras

% CV = porcentaje de coeficiente de variacion
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Tratamiento estadistico:
Tabla 7 Calculos para reproducibilidad

Muestra: FAPAS 07309

P di
Analista Fecha Hg (ng/kg) E:gn}:g;u D.S % RSDF experimeral ~ Varianza

395,20
386,19
396,84
388,51

GBN 29052018 391,69 5,14 1,31 26,40

317,71
325,80

GBN 30052018 ’ 316,21 11,29 3,57 127,41
300,02

321,31

Para comprobar que no existan factores distintos a los observados en la
prueba de repetibilidad (homogeneidad de varianzas en condiciones de
repetibilidad) se realiza un andlisis de ANOVA (de un factor). Los resultados
obtenidos fueron los siguientes:

Tabla 8 Prueba de homogeneidad de varianzas

Prueba de homogeneidad de Varianzas

Hg (ng/kg) Hg (neg/kg)

Réplicas
29052018 30052018
1 320,14 317,71
2 310,59 325,80
3 322,13 300,02
4 313,53 321,31

Tabla 9 Resumen de la prueba de homogeneidad

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
He (ug/kg) 29052018 4 1266,387 316,597 29,550

He (1g/kg) 30052018 4 1264,342 316,210 127,411




Tabla 10 Datos para calcular la reproducibilidad

Origen de las Suma de  Grados de Promedio de los . Valor critico
L. . F Probabilidad
variaciones cuadrados  libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,299 1 0,299 0,00380 0,953 5,987
Dentro de los grupos 470,883 6 78,480
Total 471,181 7

Tabla 11 Resultados para reproducibilidad

Criterio de aceptacion: F < Fit 0,00380 < 5,0873
Conclusion de resultados: Segun la prueba f en cambio de dia no afecta la

precision del método

Observaciones En la reproducibilidad no intervienen factores

distintos a los encontrados en el estudio de
repetitibilidad.

Se procede a realizar la comparacién de reproducibilidad:

Tabla 12 Comparacién de reproducibilidad

Tabla 13 Promedio general para reproducibilidad

Promedio

(ug/ke) D.5 % RSDr experimetal

PROMEDIO GENERAL 353,95 41,15 11,63

Ecuacion de Horwitz Analito % Fraccién de Masa (C) Unidad (pg/kg)
o1 3,54E-04 3,5E-06 353,95
% RSDr=C"
% RSDF esrico| 13,11 PRSD; | 13,14 |
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Tabla 14 Relacion con HorRat

Relacion de HorRat,

HorRat = {RSDR experimental }-’FRSDRtEﬁricu} D,EE?

0,5 <HorRat < 2,0 05<06<2,0

Valor obtenido: 0,887
0,5<0,887<2,0
Criterio de aceptacion: 0,5 < HorRat < 2,0
Conclusion: El resultado obtenido para reproducibilidad segun el criterio de
aceptacion es conforme.
4.4.4 Limite de deteccion (LOD)
Descripcion:

Se realiz6 la medicion de ocho muestras blanco (obtenidas a partir del
procesamiento de seis tilapias fileteadas, cultivas en agua dulce), analizadas en
condiciones de repetibilidad. Siguiendo los lineamientos descritos en la guia de
Eurolab Espafia (2016) para muestras blanco con contenido de analitos en
concentraciones muy bajas y que se corregiran durante el uso rutinario del método.

Los datos obtenidos se describen a continuacion:
Tabla 15 Calculo para limite de deteccidn

Réplicas Hg(pg/kg) Promedio D.S.

1 47,2
2 39,7
3 48,4
4 424 42,3 3,6
5 38,7
6 40,3
7 41,3
3 40,1
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Tratamiento estadistico
El tratamiento de los datos se siguié de acuerdo con el esquema descrito en
la guia de (Eurolab Espafia, 2016).
El resultado de s°0 fue el siguiente:
n=3
Ng=2
So= 3,57

So 8,63 | pglkg

La estimacion del limite de deteccidn se realiz6 de la siguiente manera:

LOD =3 X s).

| oo | 259 | pg/ks |

Valor obtenido: 25,9 ug/kg
Criterio de aceptacion: < 1.0 mg/kg (tomado de RTCR 409:2008 N°34687-MAG,
Costa Rica).

Ademas: LC < Nivel 1 Curva de Calibracién
Conclusion: El valor de limite de deteccion para el contenido de mercurio es
aceptable.
4.4.5 Limite de cuantificacion (LOQ)
Descripcion:

Se realiz6 la medicion la medicion de ocho muestras blanco (obtenidas a
partir del procesamiento de 6 tilapias fileteadas, cultivas en agua dulce), analizadas
en condiciones de repetibilidad. Siguiendo los lineamientos descritos en la guia de
Eurolab Espafa (2016) para muestras blanco con contenido de analitos en

concentraciones muy baja.
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Tabla 16 Calculo para limite de cuantificacion

Réplicas Hg (pg/kg) Promedio D.5.

1 47,2
2 39,7
3 48,4
: :z:j 423 36
6 40,8
7 41,3
8 40,1

Tratamiento estadistico:

El tratamiento de los datos se siguié de acuerdo con el esquema descrito en
la guia de Eurolab Espafia (2016).
El resultado de s’o fue el siguiente:

n= 3
Ng= 2

So= 3,57

s6 | 862 |pglke

La estimacion del limite de cuantificacién se realiz6 de la siguiente manera:
LOQ = Jg * 5.
ko =10

| oa | 863 | pg/kg |

Valor obtenido: 86,3 ug/kg
Criterio de aceptacién: < 1.0 mg/kg (tomado de RTCR 409:2008 N°34687-MAG,
Costa Rica).
Conclusion: El valor del limite de cuantificacién para el contenido de mercurio es
aceptable.
4.46 Rango
Descripcion:

Para la verificacion de conformidad de este parametro, se realizaron nueve
réplicas para los niveles extremos del modelo de calibracion propuesto (N1: 5

Mo/kg; N5: 25 pg/kg). Los resultados obtenidos se muestran a continuacion:



Tabla 17 Calculo para Rango

Area

R

STD1

STD 5

00~ bW N

9

5 ug/L
0,0529
0,0414
0,0464
0,0473
0,0412
0,0467
0,0450
0,0454
0,0445

25 pgl/L

0,2789
0,2424
0,2475
0,2430
0,2419
0,2266
0,2600
0,2423
0,2373

Varianzas S,% 1,326-05 S,” 2,23E-04

Tratamiento estadistico:
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Se realiz6 una prueba de homogeneidad de varianzas para comparar Si

existen diferencias estadisticamente significativas, las hipotesis propuestas fueron

las siguientes:

a. Ho = No existen diferencias estadisticamente significativas entre las

varianzas, por lo que el rango propuesto es adecuado para la calibracién

(condicién PG<F).

b. Hi = Existen diferencias estadisticamente significativas entre las

varianzas, por lo que el rango propuesto no es adecuado para la

calibracion (condicién PG>F).

Para cada nivel se estimé la varianza (s?) y el promedio (y), a continuacion,

las formulas utilizadas en cada uno:

2
S .
PG= 5 sis?7<s’
7

El resultado obtenido fue el siguiente:

PG 0,059

F 0,291

Tabla 18 Datos para calcular la hipotesis

STD 1 STD S
0,0461 0,2467
0, 0000 0,0002
Observaciones 9,0000 9,0000
Grados de libertad 8,0000 83,0000
0,0593
P{F<=f} una cola 0,0003
Valor critico para F (una cola) 10,2909
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Se acepta la hipotesis nula (Ho) y se descarta la hipotesis alterna (Hi). Por lo
tanto, el rango propuesto es adecuado para la preparaciéon de la recta de
calibracion. El resultado final es el siguiente:

(86,3-1250,0) |ug/kg
(0,0863-1,250) |mg/kg

Valor obtenido: (86,3-1250,0) pg/kg

(0,0863-1,250) mg/kg
Criterio de aceptacion: El rango de trabajo estara bien ajustado si la diferencia
entre las varianzas del primero y ultimo nivel del modelo de calibracion es no
significativa.
Conclusion: se cumple el criterio de aceptacion, se considera satisfactorio el
rango elegido, no existen diferencias estadisticamente significativas entre el
estandar de menor concentracion (5 pg/kg) y el estandar de mayor concentracion
(25 pg/kg).
4.4.7 Linealidad
Descripcion:

Se midieron un total de nueve réplicas por cada nivel de concentracion para
la curva de calibracion establecida segun el rango de trabajo (la curva de
calibraciobn se compone de cinco niveles). Los valores obtenidos fueron los
siguientes:

Tabla 19 Calculo para linealidad

Nivel | pg/L C1 c2 c3 ca cs c6 c7 c8 C9 |PROMEDIO| DS |Varianza|% C.V.

1 5 0,0529 | 0,0414 | 0,0464 | 0,0473| 0,0412 | 0,0467 | 0,0490 | 0,0454 | 0,0445 0,046 0,003|1,17E-05| 7,44
2 10 0,1063 | 0,0900 | 0,0967 | 0,0979| 0,0646 | 0,0943 | 0,1028 | 0,0950 |0,0918 0,093 0,011} 1,26E-04 | 12,03
3 15 0,1644 | 0,1354 | 0,1474 | 0,1460| 0,1423 | 0,1441 | 0,1554 | 0,1429 | 0,1405 0,146 0,008|6,62E-05| 5,56
4 20 0,2207 | 0,1878 | 0,1945 | 0,1939| 0,1892 | 0,1701 | 0,2113 | 0,1934 | 0,1886 0,194 0,014|1,86E-04| 7,01
5 25 0,2789 | 0,2424 | 0,2475 | 0,2430] 0,2419 | 0,2266 | 0,2600 | 0,2423 | 0,2373 0,247 |0,014|1,98E-04| 5,70
m 0,011 0,010 | 0,010 | 0,010 | 0,011 | 0,009 | 0,011 | 0,010 | 0,010 0,010
b -0,005 | -0,011 | -0,004 | -0,001| -0,022 | 0,006 | -0,003 | -0,004 | -0,004 -0,005
1,000 | 0,999 | 1,000 | 1,000 | 0,991 | 0,991 | 0,982 | 0,991 | 0,991 1,000




Tratamiento estadistico:
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A partir de los datos obtenidos, se procedio a estimar el modelo de calibracion

de mejor ajuste. Utilizando minimos cuadrados, el resultado fue el siguiente:

llustracion 5 Modelo de Regresion

Modelo de Regresion

0,300

0,250

0,200

0,150

Altura

0,100
! y=0,01x-0,0053

0,050 R?=0,9997

0,000
0.0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

Concentracién pg/L

llustracion 4 Gréafico de los residuales

Residuos

Variable X 1 Gréfico de los residuales

0,002

*

0,001 4 o

0

0,0 10,0 20,0 30,0
-0,001
*
-0,002 ¢
-0,003
Variable X1

Se realiz6 un Analisis de Varianza basado en la descomposicion de la suma

de cuadrados de residuales y de la regresién, aplicando la siguiente expresion:
2=V =2 5=+ (-3

El estadistico de comparacién se da partir de la funcion de Analisis de datos

(regresion) de Excel de la siguiente manera:

i{ﬁ-‘,—}‘-‘f

Las hipotesis planteadas para el analisis de variaF_ (n—1)—(n—2) Siguientes:

a. Ho: Hipotesis nula, no existe una asociacié

I

i

b. Hi: Existe una asociacion de datos al azar
El resultado obtenido fue el siguiente:

Tabla 20 Andlisis de varianza

pACES AL

n—2

5 datos.

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de libertad

Suma de cuadrados | Promedio de los cuadrados

F

Valor critico de F

Regresién 1

0,02523 0,02523

9119,0618

2,5315E-06

Residuos 3

8,2989E-06 2,7663E-06

Total 4

0,02523

Se acepta la hipétesis nula (Ho) y se descarta la hipotesis alterna (Hi), pues

se cumple la situacion Fexp < Fcrit. Por lo que la suma de Cuadrados Residuales es

mucho menor que la de regresion y que a su vez es menor que la suma de

cuadrados totales, confirmando que la correlacion lineal es significativa y no puede

atribuirse a la casualidad.
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Valor obtenido: 1. R22 0,995
2. Fexp< F

Criterio de aceptacion: Debera cumplirse que la suma de cuadrados residuales
sea menor que la suma de cuadrados de la regresion y a su vez menor que la suma
de cuadrados totales para confirmar que la correlacion lineal es significativa y no
puede atribuirse a la casualidad.

Por lo tanto

1. R220,995

2. Fexp <Fcrit
Conclusion: el resultado obtenido para linealidad es conforme.



4.4.8 Incertidumbre
Descripcion:
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Para caracterizar las fuentes de incertidumbre, se realiz6 un andlisis de

Ishikawa, tomando como referencia la definicion de mesurando:
Figura 6 Diagrama de Ishikawa

Masa de lamuestra Volumen
Concentracién de
/ / o
HEETRHEE Presicién Curva de calibracién
intermedia

El mesurando se definié de la siguiente manera:

Hg?* (mg/L)=vol(mL),
masa (g)

Hg?* (mg/kg) = (Recup)*(Repetib)

Donde:

Hg2+ (mg/L): Contenido de mercurio calculado a partir de la curva de calibracion.

Vol (mL): Volumen de dilucion utilizado para la preparacion de la disolucion de lectura.
Masa (g): Masa de muestra (matriz) utilizada en el analisis

(Recup): Consideracion de la influencia del factor de recuperacion en el mesurando.

(Repetib): Consideracidn de la influencia del factor de repetibilidad en el mesurando.

Para el tratamiento de los datos y estimacion del aporte de cada variable

identificada al presupuesto de incertidumbre global se procedi6 de acuerdo con el

método de Monte Carlo, utilizando la herramienta disponible por el NIST en la

siguiente direccién: https://uncertainty.nist.gov/. Ademas, se

comprobacién mediante el método GUM.

la


https://uncertainty.nist.gov/
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Tratamiento estadistico:

Para la determinacién de la influencia de cada variable en la incertidumbre
del método, se realizé la estimacion del aporte de incertidumbre de cada variable

definida en el mesurando siguiendo las siguientes distribuciones:

Tabla 21 Estimacion del aporte de incertidumbre

Variable Distribucion asignada | Media | StdDev

Hg?* (mg/L): Gausiana 5,97 0,22
Vol (mL) Rectangular 25,00 0,05
masa (Q) Gausiana 0,500 | 0,001
(Recup) Gausiana 1 0,06
(Repetib) Gausiana 1 0,022

La caracterizacion de la desviacion estandar asociada a cada variable se
determind segun la distribucién esperada por cada variable. De forma individual,
se procedié como sigue a continuacion:

Variable: Hg?* (mg/l)

Se le atribuye una distribucién gaussiana, pues se espera una distribucion

simétrica alrededor de la media. Tabla 22 Distribucién gaussiana
Campo de varacion: ' ' ~ vz
.y 5 "C: ‘L' { oy 01z |- ;."' '-," .
AR
Parametros: i
4 media, -0 < g < v y 1
o desviacion estandar, > 0 ome { ]
004 I;"II .
/ \
onz - r \\ 4
, ,,./’./ | .
Variable: Vol (ml) ’ : " . * *

Se le atribuye una distribucion triangular dado que se utiliza como valor de
incertidumbre la tolerancia reportada por el fabricante, la cual se basa en un rango

esperado para el volumen dispensado. o . )
Tabla 23 Distribucion triangular

Campo de variacion:

Pardametros:
a: minimo, -0 < g <w
c:moda, -o<c<wcona<c<b
b: maximo, -w<b<wcona<b




81

Variable: Masa (g)
Se le atribuye una distribucidon rectangular dado que la estimacion correcta
de un valor de masa se ubica en un rango con una probabilidad constante (valor

de masa obtenido). Tabla 24 Distribucion rectangular

Campo de variacion:
a<xy<b

Parametros:
@ minimo, -oo < a < o
b: maximo, -w <b<wcona<b

& &

Recuperacion: (Recup) : :

Se le atribuye una distribucidon gaussiana, pues se espera una distribucion

simétrica alrededor de la media. Tabla 25 Distribucién gaussiana
TN o8
01z I i
—_ - - ,-'I \'.
Camnpo de vanacion: wl { ]
-0 S X< H.‘
Parametros: o \ |
. I "..
e media, - < <o I \ |
o desviacion estandar, o> 0 / \
wnz - rd \\ i
0 “'/'/ I \\T*-—_
Repetibilidad: (Repetib) ' : " & = =

Se le atribuye una distribucidon gaussiana, pues se espera una distribucion

simétrica alrededor de la media. o _
Tabla 26 Distribucion gaussiana

Campo de variacion: : : .
: N
By SR s & el / \ |
- Irll lll'.
Parametros: ol |
e media, -0 < <o i f |

. desviacion estandar, o> 0

.06 - [ \ .
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Los datos de entrada utilizados en la herramienta de calculo fueron los

siguientes:

Tabla 27 Datos para la incertidumbre

Uncertainty Machine

User's manual available here
Load ples
Instructions :

« Select the number of input quantities.

= Change the quantity names if necessary.

= For each input quantity choose its distribution and its parameters.
= Choose the number of realizations.

« Write the definition of the output quantity in a valid R expression.
« Choose and set the correlations if necessary.

+ Run the computation.
Random number generator seed

Number of input guantities:

Mames of input quantities:

[=a [ [x1 |[x2 |[x2 |

X0| Gaussian (Mean, St ™
X1[ Gaussian (Mean, St ~
X%2| Gaussian (Mean, St ~
X3| Geussian (Mean, StdD v
%4[ Gaussian (Mean, StdDev) w1 |[0.080 ]
Number of realizations of the output quantity: | 1000000
Definition of output quantity (R expression):
(x0* (x1/x2) ) *x3*x4
=
[ symmetrical coverage intervals
O Correlations
Tabla 28 Calculos para incertidumbre
MNIST  Uncertainty Machine
===== RESULTS
Monte Carlo Method § _
Summary statistics for sample of size 1 =
e]
z g
B o
2
]
[=)
2 o
9 252, 346) v = 2.6 H =
EL 263, 334) k= 9 &
El 263, 323) = 1.6 w
65% 230.3, 316.7) = 1 2
=
ENOVA (% Contributions)
w/out Residual w/ Residual g
€0 2.8 g P=I T T T T 1
x2 0.1 240 260 280 300 320 340
x3 0 Stils Sl gl a1 i, o 2 gyl s Cutput quantity {Y)
%2 <o ol CHMAR S1 SEmE e e SR Cone s s G e
Residual
Download binar quantity
Download /
Download
Gauss's Formula (GUM's Linear Approximation) Download JPEG f ot
Download configuration file
v = 293.5
u(y) = 18.3
SensitivityCoeffs Percent
%0 50
x1
x2
x3
x4

Correlations




El resultado obtenido por el método Monte Carlo es el siguiente:

Tabla 29 Resultado por Monte Carlo

y=| 2985 ug/kg
u(y) 18,3 ug/kg
u (y) con k=2 36,5 ug/kg

Por el método GUM se obtiene el siguiente resultado:

Tabla 30 Resultado por GUM
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Método GUM
Mesurando:
HE (k) = [Hg™*] - [voll - [Recup] = [Repetib]
“g/ - [HlEISEl]
[HEZ+I Contenido de mercurio en la muestra calculado a partir de la curva de calibracion (ug/L)
[vol] violumen dilucién (mL)
[Recup] Recuperacidn en el punto mas critico (ug/kg)
[Repetib] Repetibilidad del método (ug/ke)
[masa] Masa demuestra utilizada (g)
Componente|  Valorx: Fuente de Incertidumbre Distribucion |Incertidumbre Dertiada parci 5 Coefidente de | Contribucion | Contribucion | Contribucién
= ! informacion probabilidad | tipicau () = sensibilidad ¢; ci ufxi) [e; H(XJ‘]]I porcentual (%)
‘ Mediciones g [voll =[Recup] = [Repetib]
¥ 5,97 H# )= ——M— -~
Hg™ fug/l , repetidas 0on Normal 0,069 g [ﬁgj asd] 50,0 3,48 12,10 3,63%
) ug. [Hg* ]+ [Recup] + [Repetib]
Vol (mL) 25,00 Tolerancia 003 Triangular | 0,0122 Hp¥ (=)= ——————— 11,9 0,15 0,02 0,01%
kg [masd]
Mediciones v _[Hgl*IX[Recup] «[vol] < [Repetib]
Masa (g) 0,500 repetidas 0,002 Rectangular 0,001 Hg [kg = DMasd? -597 -0,69 048 0,14%
Mediciones 22 0 [Hg**] = [voll =[Repetib]
H —_— s —
{Recup) 1 repetidas 0,013 Normal 0,00124 g fukg) [masd] 2985 0,37 014 0,04%
Medici [Hg %1+ [voll  [Recup]
(Repeti) 1 eaiciones 0060 | Normal | 0080 | Hgttily- —d TP 2985 17,01 w7 | 9%18%
repetidas kg [masa]
o'{ug/kg) 835
u(pg/ke) 183 36,5

El resultado obtenido por el método GUM es el siguiente
Tabla 31 Resultado por GUM

y=| 2985 ug/kg
u(y) 18,3 ug/kg
u (y) con k=2 36,5 ug/kg

El resultado final se expresaria de la siguiente manera:

“El resultado promedio del ensayo es (298,5 + 36,5) (ug/kg)”. EI numero que sigue

al simbolo “t” corresponde a la incertidumbre expandida (U = u (y)*k), con un factor

de cobertura (k=2) basado en una distribucién de probabilidad normal, para un nivel

de confianza de 95%.
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“El resultado promedio del ensayo es 298,5 pg/kg + 12.2 %”. El numero que sigue
al simbolo “+” corresponde a la incertidumbre expandida (U = u (y)*k), con un factor
de cobertura (k=2) basado en una distribucion de probabilidad normal, para un nivel
de confianza de 95%
Valor obtenido: U= 36,5 pg/kg, U=12,2 %

k =2; 95 % Nivel de confianza
Criterio de aceptacion: (16-22) % para (100 ppb-1.0 ppm) (Codex, Apéndice F)
Conclusion:

La incertidumbre obtenida es menor al criterio de aceptacién propuesto. Se
uso un criterio de comparacion secundario declarado en el articulo: (Damin, Santo,
Hennigen, & Vargas, 2013)

El valor dado en dicha publicacion es 13,7%. Por lo tanto, valor obtenido se

encuentra por debajo de la referencia consultada.



85

4.4.9 Efecto matrizy Selectividad
Descripcion:

Para la medicion de estos parametros, se realizdé un ensayo de recuperacion
en dos niveles: 5,0 pg/l y 20,0 pg/l. Con el fin de realizar una comparacion directa
con los niveles 1 y 4 del rango de trabajo evaluado. Los resultados fueron los
siguientes:

Tabla 32 Calculos para Efecto matriz y selectividad

50 ug/L Altura (abs) 20,0 ug/L Altura (abs)
Réplicas Hg ™ Hg** Réplicas Hg™ Hg™*
(Nivel bajo)  (Matriz)  (Disolucién) (Nivel Alto) (Matriz) (Disolucidn)

1 0,040 0,041 1 0,220 0,242
2 0,043 0,046 2 0,225 0,248
3 0,046 0,047 3 0,229 0,243
4 0,040 0,041 a 0,223 0,242
] 0,042 0,047 5 0,223 0,227
] 0,046 0,049 7] 0,220 0,260
7 0,041 0,045 7 0,227 0,242
8 0,042 0,045 8 0,235 0,237

* Las muestras fueron analizadas en condiciones de repetibilidad (mismos dias,
mismo analista).

Tratamiento estadistico:
Primero se realizé una estimacion del aporte de varianzas en cada nivel, para

descartar un efecto acumulativo y confirmar la homocedasticidad en los niveles

evaluados. El resultado fue el siguiente:
Tabla 33 Resultados para Efecto matriz y Selectividad

Descriptores ng{: ) ng{', i Descriptores ng.,: . ng*'_
(Matriz) (Disolucion) {Matriz) (Disolucién)

Media (Nivel 1) 0,0423 0,0452 Media (Nivel 2) 0,225 0,243
Varianza 6,33E-06 7,64E-06 Varianza 2,6E-05 8,7E-05
Observaciones 8 8 Observaciones 8 8
Grados de libertad 7 7 Grados de libertad 7 7
F 0,8276 F 0,2933
P(F<=f) una cola 0,4046 P(F<=f) una cola 0,0640

Valor critico para F (una cola) 0,2641 Valor critico para F (una cola) 0,2641




86

Las hipotesis planteadas fueron las siguientes:
a. Ho: No existen diferencias en las varianzas evaluadas
b. Hi: Existen diferencias en las varianzas evaluadas
El criterio de comparacion fue el siguiente:
F>Fcrit

Para ambos niveles evaluados, se descarta la hipétesis nula y se acepta la
alternativa: no existen diferencias en las varianzas evaluadas.

Con el fin de determinar el efecto de la matriz y la selectividad se realizé un
ensayo de una muestra matriz (musculo de tilapia) enriquecida y se comparé con
una muestra blanco en los mismos niveles de concentracion, el resultado fue el
siguiente:

Tabla 34 Comparacién entre tilapia enriqguecida y una muestra blanco

. Hg2+ Hg2+
Descriptores . - -
(Matriz) (Disolucion)
Media 0,0423 0,0452
Varianza 6,33E- 7,64268E-06
06
Observaciones 8 8
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t -2,2065
P(T<=t) una cola 0,0223
Valor critico de t (una cola) 1,7613
P(T<=t) dos colas 0,0445
Valor critico de t (dos colas) 2,1448

Las hipétesis planteadas fueron las siguientes:
a. Ho: No existen diferencias en las muestras evaluadas.
b. Ha: Existen diferencias en las muestras evaluadas.
Valor obtenido: F<Fcrit
Criterio de aceptacion:
Los resultados obtenidos deben estar libres de interferencias matriciales o
espectrales.
Evaluacion de blancos de matriz y muestras o estandares para verificar que

la respuesta sea Unica al analito.
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Conclusion:
F<Fecrit

No existen diferencias significativas entre los valores obtenidos de las
soluciones estandar y las muestras en blanco enriquecidas.

Esta observacion confirma que no hay una matriz que interfiera y que la
digestion de microondas podria proporcionar una digestion completa de las
muestras investigadas.

Este resultado es satisfactorio con respecto a los criterios de aceptacion
establecidos en la Decision de la Comision 333/2007, segun el articulo de la
(Comision Europea, 2007), donde la especificidad debe estar libre de interferencias
matriciales o espectrales.

Sobre la base de estos resultados para la validacion y el analisis de rutina, se
utilizaron curvas de calibracion en solucion.

4.4.10 Robustez
Descripcion:

Para la medicion de este parametro, se evalud el efecto de modificar la
concentracion del agente reductor (NaBH4) sobre la sensibilidad instrumental
(absorbancia reportada para una disolucién de 10 pg/l) mediante la realizacion y
medicién de cinco curvas de calibracion medidas por duplicado, una réplica por
cada modificacion.

No se evalu6 el efecto de los parametros relacionados con la masa de
muestra y la mezcla de digestion (volumen de HNOs y H202) pues segun las
referencias: Damin, Santo, Hennigen, & Vargas (2013) y Nascimento, y otros
(2012), el efecto de estas variables sobre el desempefio del método es

despreciable. Como se demuestra a continuacion:

Gréafica 3 Efecto del cambio de variables
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Siendo X1: Masa de muestra (g), X2: Volumen de acido (ml), X3: Volumen de
peréxido (ml).

Tratamiento estadistico:

Los resultados de la evaluacién de Robustez se muestran a continuacion:

Tabla 35 Resultados para Robustez
NIVELES {pg/L)

Sensibilidad
(10 ug/L)
Tratamiento 1 0049 0099 0,145 0,199 0,253 0,0301
Tratamiento 2 0015 0062 0,142 0,151 0,202 0,0907

Curvas Variable 5,0 10,0 150,0 20,0 250

Tratamientol 0,048 0074 0099 0,177 0,223 0,0996
Tratamiento2 0,045 0088 0,145 0,184 0,226 0,0889

Tratamientol 0,047 0,094 0,139 0,186 0,231 0,0956
Tratamiento2 0,044 0,093 0,139 0,181 0,223 0,0904

4 Tratamientol 0,050 0,102 0,153 0,203 0,256 0,1049
4 Tratamiento2 0,045 00591 0,139 0,179 0,223 0,0790

Tratamientol 0,047 0099 0,15 0,203 0,257 0,0959
Tratamiento? 0048 0097 0143 02 0,247 0,0953

Donde: Trat1l MaOH 0,05 %; NaBH4 0,2 %

Trat 2 NaOH 0,005 %; NaBH4 0,02 %

Primero, se realizé un analisis de ANOVA para determinar la naturaleza del
aporte de las varianzas para cada tratamiento y descartar un efecto acumulativo y
confirmar la homocedasticidad.

Tabla 36 Prueba F para varianzas

Prueba F para varianzas de dos muestras

Tratamientol Traotomientoz

Media 0009814 0,0092252
Varianza 4 18E-07 2,26E-07
Ob=ervaciones 5 5
Grados de libertad 4 4
F 1,848
P(F==f) una cola 0,283
Valor critico para F (una cola) 6,388

Hipatesis Conclusion

F<Fcrit Warianzas iguales
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El criterio de comparacion fue el siguiente:
F<Fcrit
Para ambos tratamientos se descarta la hipétesis nula y se acepta la
alternativa: no existen diferencias en las varianzas evaluadas.
Seguidamente, se realiz6 un analisis de ANOVA (de un factor), comparando
la recuperacion entre una muestra fortificada en matriz y otra fortificada en una
disolucion de reactivos Unicamente:

Tabla 37 Resumen de las variables

RESUMEN

Grupos Cuento Suma Promedio Varianza
Trat1 5 4 91E-02 9,81E-03 4 18E-07
Trat 2 5 4 61E-02 9,23E-03 2,26E-07

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuodrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 8,67E-07 1 8,7E-07 2,692 0,140 5,318
Dentro de los grupos 2,58E-06 8 3,2E-07
Total 3,44E-06 9

Las hipotesis planteadas fueron las siguientes:

Hg Mo 51 existe afectacidn en la variahle chservada F<Fcrit

Hy Mo hay afectacion en las variahles chservadas F>Ferit

El resultado obtenido de Fciit confirma la hip6tesis nula y descarta la hipotesis
alterna: no existe afectacién en la variable observada.
Valor obtenido: F<Fcrit
Criterio de aceptacion: F<Fcit (ANOVA de un factor)

No existe afectacion en la variable observada.
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A modo de resumen a continuacién, se presenta una tabla con los datos

obtenidos para cada pardmetro posterior al proceso de validacion.

Tabla 38 Resultados obtenidos para cada parametro de validacion

Parametro de validaciéon

Resultado Obtenido

Criterio de aceptacion

Efecto matriz/Selectividad

F<Fgit.

No existen diferencias
significativas entre los
valores obtenidos de las
soluciones estandar y las
muestras en blanco

enriguecidas

F< Fcrit

1. Los resultados obtenidos
deben estar libres de
interferencias matriciales o
espectrales.

2. Evaluacion de blancos

de matriz y muestras o
estandares para verificar

gue la respuesta sea Unica

la correlacioén lineal es
significativa y no puede
atribuirse a la casualidad.

al analito.
(16 - 22) %
Incertidumbre 36,5 pg/kg U=12,2% para (100 ppb-1.0 ppm)
(Codex, Apéndice F)
Debera cumplirse que la
suma de cuadrados 1. R2 20,995
residuales sea menor que 2. F > Ferit (Andlisis de
la suma de cuadrados de la varianza)
regresion y a su vez menor L lacién lineal deb
que la suma de cuadrados a correlacion lineal debe
Linealidad totales para confirmar que ser significativa

Por lo tanto
1. R, 20,995
2. Fexp <Fcrit
< 1.0 mg/kg (tomado de
Limite de cuantificacién 86,3 pg/kg RTCR 4069:2008 34687-
MAG, Costa Rica)
< 1.0 mg/kg (tomado de
Limite de deteccién 25,9 ug/kg RTCR 4069:2008 34687-

MAG, Costa Rica

Rango

Se cumple el criterio de

aceptacion, se considera

No deben existir
diferencias
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satisfactorio el rango
elegido
Por lo tanto, el rango
propuesto es adecuado
para la preparacion de la
recta de calibracion
86,3 -1,250 pg/kg

estadisticamente
significativas entre las
varianzas del nivel 1 (5
po/L) y el nivel de mayor
concentracion (25 pg/L)

Repetibilidad

0,552

0,3 < HorRat< 1,3 (AOAC)

Reproducibilidad

0,887

0,5 < HorRat < 2,0 (AOAC)

El resultado obtenido de
Fcrit confirma la hipotesis

F<Feit (ANOVA de un
factor)

Robustez nula y descarta la hipotesis . y
. _ » No existe afectacion en la
alterna: no existe afectacion variable observada.
en la variable observada.
Veracidad 344,4 ug/kg 1zl 0,8 -20<z<20

Se concluye que todos los parametros analizados son conformes para la

validacion.
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4.5Muestras en el mercado

El MS como érgano encargado de vigilar la salud publica, realizé la
recoleccion de muestras de alimentos en supermercados para el posterior analisis
en el INCIENSA.

Para la presente validacion, se realizo el analisis de 30 muestras de atdn
enlatado recolectado en comercios costarricenses, las marcas de dichas muestras
varian respecto a tipo de atun, presentacion, productor y pais de origen, con el fin
de resguardar los datos sensibles de cada una de las muestras se ha designado
un codigo aleatorio a cada muestra, como se aprecia a continuacion:

Tabla 39 Identificacién de las muestras

Numero de _ Numero de _
muestra Codigo muestra Codigo
1 AT165 16 AT302
2 ATA486 17 AT764
3 AT439 18 AT960
4 AT647 19 AT656
5 AT414 20 AT221
6 AT681 21 AT420
7 AT805 22 AT597
8 AT641 23 AT405
9 AT620 24 AT303
10 AT475 25 AT490
11 AT579 26 AT319
12 AT828 27 AT786
13 AT285 28 AT981
14 AT423 29 AT225
15 ATA467 30 AT461

Una vez que se asigno un cédigo a cada muestra, se procedio a analizar cada
una de ellas, de acuerdo con el método AOAC 971. 21 Determinacion de mercurio

en alimentos, realizando las modificaciones pertinentes. Cada muestra se
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identificd, proces6 y empacd de manera individual, posteriormente, se realizo el
analisis, los célculos correspondientes y se tabularon los datos obtenidos.

Como se aprecia en la grafica 4, el 100% de las muestras analizadas se
encuentra por debajo del limite maximo permitido de Hg?* en alimentos, por lo
tanto, el resultado obtenido es conforme, se dio una tendencia de resultados por
debajo de los 0,3 mg/kg, pues el 93% de las muestras analizadas se clasifica
dentro de este rango, Unicamente el 7% de las muestras tuvo valores arriba de 0,5

mg/kg, estas muestras provienen del mercado costarricense.

Grafica 4 Resultados de las muestras analizadas

Limite maximo permitido por legislacion en Costa Rica

AT285 |4

e muestra
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En cuanto a la procedencia de las muestras, esta varia entre paises
mundialmente conocidos por la produccién de atin en conserva como Tailandia,
México y otros como El Salvador y Costa Rica. De Tailandia proviene el 60% de
los atunes analizados, seguidamente, Costa Rica con 20% de presencia, México y
El Salvador un 6,7% por pais, y el otro 6,7% restante de muestras no declara el
pais de procedencia.

Grafica 5 Procedencia de las muestras de atun

Procedencia de las muestras

Costa Rica
20%

f—
6,7% / Tailandia
60%

® Tailandia =™ México ~ ElSalvador ~ Costa Rica ~ No indica
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4.6 Documentacion asociada a la validacion
Durante la validacion de la técnica elegida y como parte de los requisitos
solicitados por el Sistema de Gestion de Calidad del INCIENSA, se procedio a
elaborar diferentes documentos con los cuales se respalda la misma, estos
documentos se elaboran siguiendo lineamientos internos del instituto, se clasifican
en procedimientos, instructivos y registros segun la naturaleza de estos.
Los documentos elaborados fueron los siguientes:
a) Procedimiento
CNRBRO-PE32 Determinacion de mercurio en atlin en conserva.

b) Instructivo
CNRBRO-IN51 Operacion del Digestor de Microondas. (Ver anexo 1)
CNRBRO- IN50 Uso del Absorciéon Atomica utilizando empleando el
modulo FIAS para analisis de mercurio.

c) Registros

CNRBRO-R75 Hoja de calculo para la estimacibn de mercurio en
pescado.
CNRBRO-R51 Uso del Digestor de Microondas.

Cada uno de los documentos elaborados surge como una necesidad de
documentar el quehacer del laboratorio en aras de mejorar y brindar el mejor
servicio a la poblacion costarricense.

No obstante, por decision del Sistema de Gestion de Calidad del INCIENSA
en la seccién de Anexos solo se adjuntara el instructivo CNRBRO-IN51 Operacion

del Digestor de Microondas.
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V CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este capitulo se pretende detallar las conclusiones de acuerdo con los

puntos propuesto en los objetivos presentes en esta investigacion, ademas aportar

las recomendaciones finales que fueron dandose durante la verificacion de la

validacion del método analitico y la determinaciéon de mercurio presente en algunas

latas de atun en conserva.

Conclusiones

a.

Se logroé identificar siete metodologias utilizadas para la determinacion de
mercurio en atun.

Para el proceso de validacion del método 971.21 Mercurio en alimentos de la
AOAC se analizaron los diez parametros establecidos en el PG 14-validacion
y verificacién de métodos del INCIENSA.

Hay una excelente concordancia (veracidad) entre el valor promedio obtenido

y el valor determinado en la ronda interlaboratorio realizada por FAPAS.

. Limite de cuantificacidn: se logré cuantificar una concentracion de mercurio

12.5 veces mas pequefia que limite méximo permitido, segun el RTCR
4069:2008 34687-MAG, Costa Rica lo que demuestra que el método es muy
sensible.

Se encontré un alto grado de concordancia entre los resultados obtenidos,
para la repetibilidad y reproducibilidad.

Los resultados obtenidos del andlisis de las muestras comerciales de atun,
permiten concluir que todas se encontraban dentro de lo establecido por la

normativa vigente.
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Recomendaciones

a. Se logré cumplir con cada uno de los objetivos propuestos, sin embargo, se
brindan algunas recomendaciones que permitirAn mejorar aspectos
generales si se desea ampliar el alcance propuesto.

b. En un futuro lo ideal seria analizar mayor cantidad de muestras de atin
presentes en el mercado costarricense, debido a la gran cantidad existente
en la actualidad.

c. Elaborar un historial del contenido de mercurio tomando en cuenta la

informacién importante como marca y presentacion.
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VIl GLOSARIO

Agua desionizada: Es aquella a la cual se le han removido los cationes, tales
como el sodio, calcio, hierro y cobre; y los aniones, por ejemplo: carbonato, fluoruro
y cloruro, mediante un proceso de intercambio idnico.

Agua destilada: Es aquella agua a la que se le ha eliminado la mayoria iones e
impurezas organicas mediante un proceso de destilacion.

ANOVA: Analisis de Varianza

AOAC: Asociaciéon de Quimicos Analiticos Oficiales

Atlan en conserva: Atun obtenido de la limpieza regular de las especies Aleta
Amarilla (Thunnus Albacares), Skipjack (Katswonus Pelamis), Bigeye (Thunnus
Obesus), Albacora (Thunnus Alalunga), en los cuales se conserva la estructura
muscular y desmenuzado del mismo atlin con dimensiones menores a 1.2 cm. El
atin debe presentar caracteristicas de color y olor tipicos de la especie. Atdn en
medio de cobertura aceite y/o agua.

°C: grados centigrados

cm: centimetros

CV: Coeficiente de Variacion

DS: Desviacion estandar

g: gramos

Homocedasticidad: es una propiedad fundamental del modelo de regresion
lineal general y esta dentro de sus supuestos clasicos basicos. Se dice que existe
homocedasticidad cuando la varianza de los errores estocasticos de la regresion
es la misma para cada observacion.

HNOs: Acido nitrico

H202: Peréxido de hidrogeno

H2S04: Acido sulfurico.

Kg: kilogramo

Km/h: kilometros por hora

I: Litro

LOD: Limite de deteccion

LOQ: Limite de cuantificacion


https://es.wikipedia.org/wiki/Regresi%C3%B3n_lineal
https://es.wikipedia.org/wiki/Regresi%C3%B3n_lineal
https://es.wikipedia.org/wiki/Varianza

m: metro

m/m: masa/masa

mm: milimetro

mg: miligramo

ml: mililitro

NaBHa4: Borohidruro de sodio

NaCl: Cloruro de sodio

Ng: nanogramos

NaOH: Hidréxido de sodio

NH20H*HCI: Cloruro de hidroxilamina
(NH3OH) 2 SO4: Sulfato de hidroxilamina
KMnOa4: Permanganato de potasio
ppm: partes por millén.

ppb: partes por billén.

RSD: Desviacion Estandar Relativa
RTCR: Reglamento Técnico Costa Rica
SnCl2: Cloruro de estafo

STD: Estandar (siglas en inglés)

Hg: microgramo
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VIII ANEXOS

Anexo 1 Operacion del Digestor de Microondas
Desarrollo
Informacién del equipo

Marca:
Modelo:

N° Serie:
Identificacion:

Ubicacion:

Caracteristicas técnicas

Fuente de alimentacion:
Frecuencia:

Corriente:

Consumo de energia:
Fusibles:

Frecuencia del Magnetrén:
Potencia del microondas:
Dimensiones exteriores:
Dimensiones internas:
Capacidad minima:
Capacidad méxima:
Material de los tubos:
Peso:

Nivel de ruido:

Rango de temperatura DIRC:

Rango de sensor de presion:

Controles:

Memoria del programa:

Memoria de archivo de datos:

Monitor:

Interface:

BERGHOF
Speedwave four
000590
0752-001109

Laboratorio A

230V

50/60 Hz

10A

2000 W

2*12.5 AT, Dos fases

2450 MHz

1,450 W

640*570*430 mm

360 mm

2 recipientes o tubos

12 recipientes o tubos

TFM

65 kg

<60 Db

50 °C-300 °C

0-150 bar (2180 psi)

Monitor 0-100 bar (1450 psi)
Poder PC 5200 (5,7 pantalla tactil)
200 programas, 25 preprogramados
min. 500 archivos de datos
320*240 pixeles

RS-232, Ethernet, USB
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Horno de microondas

Tapa giratoria con abertura
de conexion
Conexiones eléctricas

Interruptores

Unidad de control

(Figura 1) Vista detallada del equipo Digestor de Microondas (adelante)

. Abertura de conexion al

microondas

__—Ventilador eléctrico

Ventilador de magnetrén

(Figura 2) Vista detallada del equipo Digestor de Microondas (atras)
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» Recipiente o tubo a presion

(Figura 3) Vista detalla de los tubos de digestion

Dilatador

(Figura 4) Accesorios del equipo

Uso

El sistema de Microondas Speedwave four esta disefiado para la digestion a
presién a temperaturas de hasta 230 °C (446 °F) en uso continuo a 300 °C (572
°F), y dependiendo del tipo de recipientes empleados, presiones hasta un maximo
de 100 bar (1450 psi).

Este es un microondas de carga superior hecho de acero inoxidable 1.4301 (SS
304) y equipado con una tapa de seguridad giratoria con mecanismo de bloqueo
electromecanico y una camara circular para la distribucion uniforme de
microondas. El horno tiene un alto recubrimiento de PFA (PERFLUORO/ALCANO
ALCOXIDO) resistente a quimicos, protegiéndolo de la corrosién, donde la camara
esta permanentemente aireada por un ventilador especial.
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Adentro del horno de microondas, se encuentra un termémetro DIRC que permite
gue la temperatura del contenido de los recipientes sea rapidamente determinada
y controlada. Opcionalmente, el sistema esta equipado con un monitoreo de
presidon sin contacto directo para cada recipiente, esto registra la presion interna
del recipiente, por seguridad, si la presion se acerca a su maximo nivel, el sistema
automaticamente cambia a un modo de presion moderada.
Modo de operacion
Para el uso correcto del equipo de digestion por microondas, es recomendable
seguir los siguientes pasos:
Antes de iniciar anotese en el registro CNRBRO-R84 Uso del digestor de
microondas.
1. Se conecta el enchufe de la regleta al tomacorriente, y se enciende la
regleta, luego se presiona el interruptor que esta al lado derecho del
digestor de microondas para encenderlo.

(Figura 5) Digestor de microondas (lado derecho)

2. Se presiona el interruptor que esta detras de la unidad de control para
encender este dispositivo, se espera al menos 30 s mientras carga el

software.

I
[

(Figura 6) Unidad de control (atras)
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3. Inmediatamente aparece en la pantalla de la unidad de control, la
ventana Login con tres opciones para ingresar al software. Se selecciona

la segunda opciodn:

Login

Service

Master

v

Master |

kser |||

(Figura 7) Ventana login del Digestor de microondas
4. Seguidamente, aparece la ventana Code, se debe ingresar la clave de

acceso (no existe clave de acceso) para ello se presiona el recuadro
amarillo, inmediatamente, aparece un recuadro gris, donde se procede
a borrar los numeros que aparecen en dicho recuadro, haciendo uso del

simbolo <, por ultimo, se selecciona la opcion OK.

I
I

i lauu, -
T

i

(Figura 8) Ventana code del Digestor de microondas
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5. Posteriormente en la pantalla de la unidad de control, se muestra la
ventana de inicio, se selecciona la opcion APLICACION, se desplegara
el menu con las diferentes aplicaciones del equipo, se elige la aplicacion
gue corresponda y se presiona OK. En la siguiente figura se muestra un

ejemplo de como seleccionar una aplicacion.

Ay BERGHOF eledir aplicacion, 0 ‘
Speed wave®s Wi N? il !
0

‘*L\OAQ@NUCGM bP'gf‘Y" ‘T ‘H\‘HM“‘H\L_J

11711

I
warming file ove mu logged in as mas19r

1 ABRIR | ;1“

“\‘C‘MHH M‘\ J“‘

4 Munes | 10 Complexation H3?03
’ ‘INICJAFF \“ 5 luser.5 | 1 Eyaporatiod |

| awstes WH’F‘? Ft‘\#)‘”m b s

microondas no responde

(Figura 9) Seleccion de la aplicacion correspondiente

6. El software vuelve a la pantalla de inicio, se escoge la opcion ABRIR, y
haciendo uso de la manilla roja que esta en la tapa giratoria, se desliza

la tapa hacia la derecha.

®‘g‘ BERGHOF

speedvave® Ui
o

Aﬁubwon‘&anqe Do‘lomlﬁ h \1 \ Il “i‘ I i ﬂ
B
warning file oyerflow logged in as master

I\ | NICI %w ‘
Wi L ol
- \ “‘M‘ EF& \ ‘v‘\i
U‘\AUTSH\H‘“‘Q fatieHiEh
‘MI'I I RN .‘HJL“
micraondas no responde

(Figura 10) Pantalla de inicio
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7. Se selecciona en la pantalla de inicio la opcion INICIAR, seguidamente
la opcion OK, se abrird una ventana con los datos registrados en el
software para la aplicacion que corresponda en este caso la aplicacion
Atunes, las aplicaciones se pueden modificar segun las necesidades del

método.

BERGHOR

sp“d Wi N‘IE"®§ V140
0

AhﬂﬁAO‘bN\r\Qél‘cme [M mite. ]wu3\“\‘:“\““\1“““:_J

RO T e

waming file overflow ogged inasma H“%‘ﬁw h”‘ i ‘ 1 ; ‘ ‘
| (T Ml | ‘r ‘
! i I
it H“”WBMR ‘ (il H i Il
IV ) IR ~
M “HWH‘ Tl i I

L I
| Msres |

\HH|“\‘\‘\1
microondas no responde

(Figura 11) Modo de inicio
a. Sise desea maodificar las opciones, se puede seguir los siguientes
pasos:
I. Parametros de la Digestion de microondas
Estas condiciones pueden ser modificadas, dependiendo del tipo de matriz a
digerir, se aplican diferentes condiciones de temperatura, presion, tiempo y
potencia, si se desea ajustar o cambiar alguna caracteristica establecida por el
equipo, se posiciona sobre el parametro que aparece en la pantalla, con ayuda del

simbolo < se borran los datos, después se digita la nueva condicién y se presiona

la opcién OK.
iniciar cgn aplicacién 2 - iniciar cq
cmn&" : B ] Calcite, ‘ ] J
" & Ta'f- = = "l ”' = = M ot Repeat
- 50 | gl | 30 | i (-
J 3 presion
__ e soemion_| o

(Figura 12) Condiciones 6ptimas del equipo
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[I. NUumero (nUmero de tubos)
Se presiona la celda titulada ndmero, se edita la pantalla que aparece con el
numero de tubos por introducir, para borrar los que estan en la memoria del equipo
se usa el simbolo <, después se coloca la cantidad de tubos a utilizar,

seguidamente se presiona la opcion OK.

iniciar con aplicacion iniciar of
Atunes ! g . _____I

Repeat

p  rampatiempo  pot
: 40 90

10

T

Yas0: DAPBD nimero F 12

guardar en archivo 2 presion

presion

(Figura 13) Modificacién namero de tubos

Cuando se seleccionen menos tubos de la capacidad total del equipo, aparece una
pantalla en la que se indica por medio de posiciones numeradas, en color negro se
sefala las que no se usan (ver figura 14). Y en los otros, se ubica cada tubo en el
rotor del digestor de microondas, estos se enroscan a la conexién de acoplamiento,
respetando la indicacion daba por el equipo. Posteriormente se presiona la opcién
OK 'y se procede a cerrar la tapa del digestor, haciendo uso de la manilla roja que

esta en la tapa giratoria, hasta que haga clic.

(Figura 14) Modificacién cantidad de tubos
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b. Sin modificaciones: se inserta cada tubo al rotor del Digestor de
microondas, ocupando las doce posiciones (1 a 12), cada tubo se
enrosca a la conexion de acoplamiento. Una vez colocados los
tubos en la posicidon adecuada, se procede a cerrar la tapa del
digestor, haciendo uso de la manilla roja que esti en la tapa
giratoria, hasta que haga clic.

Nota: si se tiene algun inconveniente durante esta parte del proceso se puede

seleccionar la opcion salir, inmediatamente regresa a la pantalla de inicio y se
procede segun lo indicado en el punto 8.

8. Se coloca el tubo de extraccion de aire primario (g 62 mm) en la apertura

de conexidn al microondas y se introduce el otro extremo en la campana

de extraccion.

Conexion tubo de
extraccion de aire
primario PFA (g 62 mm)

(Figura 15) Colocacion tubo de extraccién de aire primario

9. Se coloca el tubo de extraccion de aire secundario (g 10 mm) en el
orificio de la tapa giratoria con abertura de conexion del digestor de
microondas, se ajusta girando la rosca al lado izquierdo y se introduce

el otro extremo en la campana de extraccion.

Tubo de extraccion

(Figura 16) Colocacion tubo de extraccién de aire secundario
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11.

12.
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Se procede a seleccionar la opcién iniciar digestion y se espera a que

esta concluya.

iniciar con aplicacion

ro]

vaso: | DAPE0 | nimero: | ]
guardar en archivo indice presion

(Figura 16) Inicio de la digestion

Transcurrido el tiempo de la digestion, en la pantalla aparece un mensaje
“digestion finalizada” y la opcion OK, al presionar esta ultima se regresa
a la pantalla de inicio, posteriormente se desenrosca y se quita el tubo
de extraccion de aire secundario, se presiona la opcién ABRIR y se abre
la tapa, haciendo uso de la manilla roja que esta en la tapa giratoria y
con mucha precaucion, se desenrosca cada tubo de la conexién de
acoplamiento del equipo y se sacan uno a uno los tubos de teflon. Tener
especial cuidado al abrir la tapa y sacar los tubos, ya que puede haber
temperaturas y presiones altas.

Posteriormente se deja la tapa abierta por al menos 20 min para enfriar
el equipo.

Por ultimo, se desconecta el tubo de extraccion de aire primario, se cierra
la tapa haciendo uso de la manilla roja que esta en la tapa giratoria, se
apaga el digestor y la pantalla de la unidad de control presionando el
interruptor de cada una de ellas, se apaga la regleta y por ultimo se retira

el enchufe del tomacorriente.



