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RESUMEN

El presente trabajo se centra en la validacion de un método confiable para la determinacion
precisa de cadmio en chocolates, empleando espectrofotometria de absorcion atémica con la
técnica de horno de grafito. A través del analisis de una variedad de muestras de chocolate, se ha
desarrollado un enfoque riguroso que garantiza resultados claros y confiables.

El analisis de cadmio en alimentos es critico debido a los riesgos para la salud asociados con la
ingesta de este metal pesado en cantidades excesivas. La falta de validacion del método podria
llevar a resultados inexactos, lo que podria tener graves consecuencias para la salud publica.
Existen regulaciones y limites establecidos por las autoridades sanitarias en cuanto a los niveles
permitidos de cadmio en alimentos. Para garantizar el cumplimiento de estas regulaciones, es
necesario utilizar métodos de analisis validados que demuestren su precision y exactitud.

Se realiz6 la verificacion de los parametros de desempefio del método analitico para determinar
cadmio en chocolates, para lo cual se elabor6 un protocolo, se cuantificd el cadmio en diferentes
tipos de chocolates. En la validacion de este método se realizd, definiendo los pardmetros de
desempefio: linealidad, precision, exactitud, limite de cuantificacion, limite de deteccion,
obteniendo resultados satisfactorios para la cuantificacion de cadmio por espectrometria de
absorcion atomica en cada uno de los pardmetros, mostrando asi que el método cumple con los
parametros establecidos.

Como parte de este proyecto se elaboré un resumen de la validacion del método en el que se
obtuvieron resultados satisfactorios que respaldaron la idoneidad del método. Estos hallazgos
respaldan el método para su aplicacién en la deteccion y control de cadmio en chocolates, lo que
es esencial para garantizar la seguridad alimentaria y calidad del producto.

La validacion exitosa del método para la cuantificacion de cadmio en chocolates destaca su
utilidad en el monitoreo de niveles de cadmio, respaldando su aplicacion en el control de calidad.
Este estudio tiene una relevancia significativa para el Laboratorio de Alimentos y Toxicologia,
donde es fundamental que el proceso de validacion de un método analitico se lleve a cabo de

manera rigurosa para garantizar la calidad y confidencialidad de los resultados de laboratorio.
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1.0 INTRODUCCION

Las préacticas profesionales supervisadas representan una fase crucial en la formacion académica
y profesional, proporcionando a los estudiantes la oportunidad de aplicar y consolidar los
conocimientos adquiridos en un entorno laboral real. En este contexto, se Ilevo a cabo la validacion
de un método para la cuantificaciéon de cadmio en chocolate. El propoésito principal de esta
validacion fue asegurar la fiabilidad y precision del método, garantizando resultados confiables y
reproducibles en la determinacion del cadmio en muestras de laboratorio.

Esta validacion se llevo a cabo durante un periodo de 6 meses, desde el 20 de marzo hasta el 20
de septiembre de 2023, en el Laboratorio de Alimentosy Toxicologia, para permitir una evaluacion
exhaustiva de todas las etapas del proceso de validacion y para asegurar la consistencia de los
resultados a lo largo del tiempo.

El proposito de esta validacion es resolver el problema de la falta de un método estandarizado
y validado para la determinacion precisa de cadmio en chocolate. La presencia de cadmio en
alimentos, especialmente en productos como el chocolate, puede representar un riesgo para la salud
pablica si se consume en cantidades elevadas. Por lo tanto, contar con un método validado para la
deteccidn y cuantificacion precisa de cadmio en chocolate es crucial para garantizar la seguridad
alimentaria y el cumplimiento de las regulaciones establecidas por las autoridades sanitarias. Esta
validacion proporciond al Laboratorios de Alimentos y Toxicologia una herramienta confiable para
monitorear y controlar los niveles de cadmio en chocolate, contribuyendo asi a proteger la salud de
los consumidores y mejorar la calidad de los productos alimenticios.

Otro motivo significativo para la validacion de dicho metodo radica en la cuantificacion precisa
del cadmio en la matriz de chocolate, ya que las caracteristicas particulares de cada muestra pueden
afectar la eficacia del método analitico. La validacion proporciono certeza de que el método es
aplicable de manera consistente a diferentes chocolates, mejorando asi su versatilidad y utilidad en
una variedad de contextos.

En el &mbito de la seguridad alimentaria, la cuantificacion precisa del metal pesado, como el
cadmio, es crucial para garantizar la calidad y la inocuidad de los productos consumidos por la
poblacién.

La metodologia consistio en la preparacion de muestras de chocolate, seguida de la digestion por

microondas para liberar el cadmio presente. Posteriormente, se realizara la medicion de cadmio



mediante espectrofotometria de absorcion atomica, utilizando estdndares de referencia para la
calibracién del equipo y la validacion del método.

Para la realizacion de dicho método se llevd a cabo la técnica de espectrometria de absorcion
atébmica con horno de grafito, en donde los datos se obtendran de matrices de alimentos (chocolate
en polvo, chocolate en barra'y chocolate para untar), para la validacion del procedimiento analitico
implica analisis de datos estadisticos determinando los parametros limite de deteccion, exactitud,
precision, limite de cuantificacion, linealidad.

Los productos derivados del cacao son un producto consumido por la poblacién, el cual tiene
como materia prima principal el cacao. Se ha determinado que el cacao es capaz de absorber
cadmio, el cual es un material pesado que se encuentra en el suelo y agua. Cuando el cacao
contaminado con dicho metal es procesado para obtener chocolates, este contaminante perdura en
el producto final.

Se realiz6 la recopilacién de informacién documental y experimental para la validacion del
método analitico, en el cual se reuni6 informacion para la realizacion del producto final del
proyecto, por lo tanto, el programa se desarrolld en tres etapas las cuales se reflejan en este informe.

Con la presentacion del informe de validacion, se demuestro una confiabilidad de la técnica,
instrumentos y equipos utilizados en el Laboratorio de Alimentos y Toxicologia garantizando que
los chocolates que ingiere la poblacion salvadorefia cumplen con los estandares de calidad, de igual

forma, asegurando que el método es eficaz, fiable y reproducible.
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2.0 OBJETIVO

2.1 Objetivo general
Validar el método para la determinacion de Cadmio en chocolate por Espectrofotometria de

Absorcién Atdmica con Atomizaciéon Electrotérmica.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Elaborar protocolo de validacion segun guia G9.6 validacion del Organismo Salvadorefio
de Acreditacion para establecer los parametros y criterios de validacion.

2.2.2 Realizar los pardmetros de desempefio para la determinacion de cadmio en chocolate por
Espectrofotometria de absorcion atomica con atomizacién electrotérmica.

2.2.3 Presentar un resumen informe de validacion basado en la guia de validacion del Organismo
Salvadorefio de Acreditacion (OSA).
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Validacién del método

En el contexto de la investigacion, se entiende la validacion como la verificacion y

presentacion de pruebas tangibles que respaldan el cumplimiento de los criterios

necesarios para un uso especifico o una aplicacion previamente establecida.

En la validacion, se aborda la definicién de las propiedades de desempefio y las

restricciones inherentes a un método analitico. Ademas, se busca identificar las

variables que pueden afectar estas caracteristicas, comprendiendo los analitos

susceptibles de ser determinados, las matrices en las cuales el método puede desplegarse

y las interferencias que podrian influir en los resultados .

3.1.1

3.1.2

Método
El anélisis quimico emerge como un componente esencial en el estudio
detallado de las propiedades constituyentes de la materia, desempefiando
un papel crucial en la resolucion de cuestiones vinculadas a su
composicién. Este proceso analitico abarca una variedad de campos, siendo
particularmente destacado en la vigilancia de la calidad tanto de las
materias primas como de los productos finales.
Clasificacion del método
- Método Normalizado

Un método normalizado, el cual se ejecuta de manera precisa de acuerdo
con las directrices establecidas por organismos internacionales. Esta
conformidad con normativas reconocidas confiere validez y fiabilidad a los
resultados obtenidos mediante dicho método, consolidando su posicién
como un enfoque confiable y consistente en la realizacion de analisis
evaluaciones.

Ejemplos de referencias reconocidas: USP, FEUM, EP, BP, JP, IP,
AOAC, Standard Methods, EPA, CIPAC, ASTM, ASHTO, ISO, Codex
Alimentarius, FDA, FAO, USDA.
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- Método Normalizado modificado

Dentro del contexto de métodos de ensayo normalizados, surge una
practica innovadora que implica adaptaciones significativas. Estas
modificaciones pueden incluir la eleccion de métodos de extraccion
alternativos, la aplicacion del método en matrices no previamente
consideradas, o la exploracién de rangos diversos para su implementacion.
Estas variaciones destinadas a mejorar la versatilidad y aplicabilidad del
método, destacan la importancia de a flexibilidad en los enfoques analiticos.
- Meétodo no normalizado

Dentro del panorama de métodos de ensayo, se distingue una respectiva
Unica que involucra la utilizacion de un método no normalizado, carente de
respaldo en referencias aceptadas a nivel internacionalmente. Esta
particularidad resalta la necesidad de explorar enfoques analiticos no
convencionales y destaca la importancia de evaluar la validez y
confidencialidad de métodos que pueden no seguir los estandares
internacionales establecidos ).
Parametros a validar para métodos normalizados modificados

Pardmetros utilizados en esta investigacion para validar el método
normalizado modificado segin la Organizacion Salvadorefia de
Acreditacion son los siguientes:
- Linealidad

Dentro del analisis de la linealidad de un método analitico, se destaca la
importancia de identificar tanto el intervalo lineal como el intervalo de
trabajo. El limite inferior de este intervalo se encuentra asociado al limite de
cuantificacién (LOQ), mientras que el limite superior se establece en
concentraciones que evidencian anomalias significativas en la sensibilidad
analitica. Esta evaluacion es esencial para comprender la validez y el rango
de operacion del método analitico en cuestion.

La nocién de intervalo lineal se refiere a la habilidad esencial de un
método para generar resultados que mantengan una relacion directamente

proporcional con la concentracion del analito. Este concepto es fundamental
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para comprender la capacidad de un método analitico en medir con precision
las concentraciones de analitos dentro de un rango de operacion especificos.

- Exactitud

Dentro del analisis practico de la exactitud de un método analitico, se
destaca la importancia de comparar la media de los resultados obtenidos con
valores conocidos. En este contexto, la determinacion de la veracidad del
método se lleva a cabo mediante la comparacion con un valor de referencia
establecido, proporcionando asi una evaluacion fundamentada en la
precision y fiabilidad del método en cuestion.

En el ambito de las técnicas disponibles, resaltan dos enfoques esenciales:
la verificacion a través de los valores de referencia de un material
caracterizado y la comparacién con otro método que haya sido previamente
caracterizado y validado.

Estas estrategias proveen herramientas valiosas para asegurar la precision
y confidencialidad de los resultados analiticos, permitiendo una evaluacién
rigurosa de los métodos utilizados.

- Precision

El analisis de la precision de un método analitico, se abordan distintos
aspectos, entre ellos, la repetibilidad, que se enfoca en evaluar la variabilidad
del método al realizar andlisis repetidos sobre una misma muestra, bajo
condiciones operativas idénticas, en un laboratorio especifico y durante un
periodo de tiempo breve. Estas consideraciones son esenciales para
comprender la estabilidad y consistencia del método analitico en cuestion.

- Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacion representa la minima cantidad que puede ser
medida con precision en una muestra dada, mientras que el limite de
deteccion sefiala la cantidad mas pequefia detectable, aunque no

necesariamente susceptible de ser cuantificada con precision.
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- Incertidumbre

La incertidumbre representa un rango vinculado a un resultado de
medicion, indicando el intervalo de valores que pueden ser atribuidos de
manera razonable a la magnitud bajo consideracion. La evaluacion de la
incertidumbre debe contemplar todos los factores identificados que influyen
en el resultado. Los efectos vinculados a cada factor de incertidumbre se

combinan siguiendo protocolos consolidados.

3.1.4 Criterios de aceptacion

Tabla N°1 Criterios de aceptacion de los parametros

Parametros Criterios de aceptacion

Linealidad | La evaluacion del intervalo lineal se basa en dos criterios fundamentales: En
primer lugar, se requiere un comportamiento lineal evidente al observar la
relacion entre la concentracion y la respuesta analitica en la gréfica
correspondiente. Este comportamiento lineal es esencial para garantizar la
precision y la fiabilidad de los resultados.

Ademas, se establece la condicién de que los datos aleatorios de confianza para
el intercepto incluyan cero, especialmente al considerar concentraciones bajas
en la curva. Esta medida se implementa con el objetivo de asegurar la validez

de los resultados en situaciones donde las concentraciones son minimas.
r 2 0.98

Dentro del intervalo de confianza para la pendiente, es crucial que la unidad este

incluida

Exactitud Requiere considerar cuidadosamente las directrices establecidas en el método

de referencia.

Precision Implica considerar detenidamente las indicaciones establecidas en la referencia

del método.

Limite de | A partir de la curva o tabla construida, determinar mediante inspeccion, la

deteccidn concentracion minima a la cual la prueba no es confiable.
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Continuacién de tabla N°1

Limite de En términos numeéricos, el limite de cuantificacion se caracteriza por ser mas
cuantificacion | elevado y denota la cantidad minima de analito que puede someterse a analisis
con porcentajes aceptables de coeficiente de variacion y recuperacion. Aunque
es posible detectar concentraciones mas bajas, estas no pueden ser cuantificadas
con precision. Este aspecto resalta la importancia del limite de cuantificacién
como un umbral crucial que define la capacidad del método analitico para
proporcionar mediciones cuantitativamente confiables en el rango especifico de

concentraciones.

Incertidumbre | Reportar la incertidumbre expandida con un factor de cobertura k=2 y un nivel

de significancia del 95%

Fuente: Elaboracién propia.

3.2 Aspectos generales sobre el cacao

Fuente: el pilon @

Los granos de cacao, constituyentes esenciales en la produccion de chocolate,
provienen de las semillas extraidas del arbol Teobroma cacao, originario de la Region

amazonica de Ameérica del Sur. Su consumo se extiende de manera significativa a nivel
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mundial, desempefiando un papel central en diversas culturas y aplicaciones culinarias
).

Con alturas que oscilan entre 4 y 8 metros, el arbol de cacao, cuya mayor densidad
genética se localiza principalmente en Ameérica del Sur, es una fuente primordial de
semillas utilizadas extensamente en la produccion de chocolate y sus derivados. La
importancia de este arbol trasciende su dimension fisica, ya que sus productos no solo
tienen un impacto significativo en la industria del cacao, sino que también desempefian
un papel crucial en diversas practicas culinarias a nivel global.

El arbol de cacao se distingue por presentar una flor de delicada apariencia y un
fruto cuya forma varia entre ovalada, alargada o esférica al alcanzar la madurez,
exhibiendo colores que oscilan entre el dorado y el rojo. Este fruto, con dimensiones
que van desde los 10 hasta los 26 centimetros y un peso que varia entre 500 y 2250
gramos, desempefia un papel fundamental en la obtencion de las preciadas semillas de
cacao, esenciales para la elaboracion de chocolate y sus derivados.

En la anatomia del cacao, la mazorca, también conocida como el fruto, se presenta
como una baya cuya parte externa estd resguardada por un pericarpio 0 cascara.
Internamente, los granos o semillas estan dispuestos en hileras alrededor de un eje
central denominado placenta. Este disefio estructural no solo define la composicion del
fruto de cacao, sino que también influye directamente en el proceso de extraccion de
las semillas, vitales para la produccion de chocolate y sus derivados ®.

Las almendras de cacao, de tonalidad marron, presentan en su superficie exterior un
mucilago blanco y dulce, comestible segun los estudios ©), estas almendras son
sometidas a procesos de transformacion para obtener licor de chocolate, cacao en polvo
y manteca de cacao, elementos esenciales que conforman los ingredientes primordiales
del chocolate. Ademas, estos productos derivados contribuyen a una amplia variedad
de elaboraciones, tales como bebidas de cacao, helados y productos de panaderia,

aportando un sabor caracteristico y distintivo a estas delicias culinarias ©.
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3.2.1 Derivados del cacao
- Cacao sin céscara ni germen: Resulta de la limpieza y descascarado del
cacao en grano.

- Cacao en pasta: Proviene de la desintegracion del cacao sin cascara ni
germen, conservando todos sus componentes.

- Torta de prensado de cacao: Se obtiene al eliminar parcialmente la grasa del
cacao en pasta mediante prensado.

- Polvillo de cacao: Representa una fraccion del cacao en grano, generado
como subproducto durante el aventamiento y la des germinacion.

- Manteca de cacao: La grasa derivada del cacao en grano, sin céscara ni
germen, asi como del cacao en pasta, mediante métodos mecanicos. Es
esencial que la manteca de cacao no contenga una cantidad de grasa de

cascara o germen superior a la presente en el grano completo .

3.2.2 Productos a base de cacao

Figura N° 2 Diferentes tipos de chocolates
Fuente: plataforma digital entorno turistico )

El chocolate, siendo el producto insignia derivado del cacao, se manifiesta
en diversas formas que abarcan:
- Chocolate Amargo: Elaborado con cacao y una minima cantidad de azucar,

0 incluso sin este componente.
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- Chocolate de Taza: Disponible en variantes amargas, sin azlcar, con
azlcar, y con leche y azlcar.
- Chocolate de Cubierta: Caracterizado por una proporcion reducida de
azucar y una mayor presencia de manteca de cacao.
- Chocolate con Leche: Resulta de la combinacién de pasta de cacao, azlcar
y extracto seco de leche.
- Chocolate Compuesto: Constituido por proporciones variables de pasta de
cacao, azucar y elementos como almendras, nueces, entre otros.
- Licor de Cacao: Aunque no se consume directamente, se destaca como un
ingrediente esencial en la elaboracién de chocolate y productos de panaderia
@
3.3 Quimica del cadmio
En la actualidad, el cadmio encuentra aplicacion en diversos procesos industriales,
entre ellos la manufactura de plasticos y vidrios. Estas operaciones representan uno de
los principales mecanismos mediante los cuales el cadmio se libera al medio ambiente,
contaminando el agua a través del suelo y propagandose a peces, animales y plantas
dentro de la cadena tréfica. Es por esta razon que la ingesta de alimentos contaminados

se erige como una de las principales vias de exposicion humana al cadmio ®.

El cadmio se destaca como uno de los principales agentes téxicos vinculados a la
contaminacion tanto ambiental como industrial, dado que exhibe cuatro caracteristicas

especialmente preocupantes para una sustancia toxica:
- Provoca efectos adversos tanto en la salud humana como en el medio ambiente.
- Tiende a bioacumularse.
- Muestra persistencia en el entorno.

- Se desplaza a grandes distancias a través del viento y los cursos de agua, lo que

contribuye a su distribucion amplia y potencialmente perjudicial ®.
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3.3.1. Efectos sobre la salud humana
El Cadmio, al ser absorbido, conlleva principalmente efectos adversos como el dafio
renal y el desarrollo de enfisema pulmonar. La poblacién mas vulnerable incluye a
mujeres con deficiencias nutricionales o bajos niveles de hierro, personas con
trastornos renales, fetos y nifios con reservas corporales de hierro insuficientes. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido un limite de ingesta semanal
tolerable para el Cadmio en 2,5 pg/kg de peso corporal, sefialando este valor como el

méaximo que el organismo puede consumir sin correr riesgos @,

Si bien el Cadmio esta presente en todos los alimentos, son los cultivos agricolas,
especialmente el arroz de regadio y el cacao, los que suelen representar la mayor fuente
de ingesta. Grupos especificos, como los vegetarianos y aquellos con un consumo
elevado de cereales, pueden estar mas expuestos que la poblacion general. La presencia
de Cadmio en los cultivos se atribuye a su absorcién desde el suelo, y la velocidad de
absorcion se ve afectada por diversos factores como el pH del suelo, salinidad,
contenido de humus, especies y variedades vegetales, asi como la presencia de otros

elementos como el zinc ©).

En la evaluacion de la toxicidad del cadmio en los seres humanos, el rifion se
identifica como el drgano critico y objetivo principal. Los efectos criticos se
manifiestan principalmente a traves de un incremento en la excrecion de proteinas en
la orina, como consecuencia de los dafios en las células tubulares proximales. La
gravedad de este efecto esta directamente relacionada con la duracion y la magnitud de

la exposicion al cadmio.

- El cadmio, considerado carcindgeno humano por inhalacion, ha mostrado, segun
datos epidemioldgicos laborales, afectar principalmente a los pulmones. Sin embargo,
no se le atribuye la capacidad carcinogenica por ingestion.

- El higado y los rifiones son los principales 6rganos de almacenamiento del cadmio,
con una lenta excrecion y una vida media prolongada en el cuerpo humano,

acumulandose en diversos tejidos con la edad.
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- El tabaco representa una fuente significativa de absorcion de cadmio en fumadores,
impactando también a no fumadores mediante la exposicion al humo secundario.

- Residentes cercanos a fuentes industriales con liberacion de cadmio pueden
enfrentar una exposicion elevada a este metal.

- Personas con una dieta rica en mariscos y carnes de 6rganos marinos pueden tener
una ingesta especialmente elevada de cadmio.

- La presencia de cadmio en los cultivos resulta de su absorcion desde el suelo, y la
velocidad de este proceso se ve influenciada por factores como el pH del suelo,
salinidad, contenido de humus, especies y variedades vegetales, asi como la presencia

de otros elementos como el zinc ©.

3.3.2 Manifestaciones clinicas

Las expresiones clinicas asociadas a la exposicion al cadmio se pueden categorizar
segun el tiempo y el modo de exposicién, diferenciandolas en agudas y crénicas, asi
como aquellas debidas a la inhalacion e ingestion, respectivamente.

En la poblacién general, las intoxicaciones por cadmio, a menos que se relacionen
con accidentes o contaminaciones masivas, como en el caso de alimentos, tienden a ser
predominantemente crénicas. No obstante, en el &mbito ocupacional es comUn encontrar
intoxicaciones que presentan caracteristicas tanto agudas como croénicas. La
sintomatologia de las intoxicaciones por cadmio varia, y sus efectos en la salud se
asemejan a los de cualquier sustancia peligrosa, dependiendo de factores como la dosis,
la duracion y el tipo de exposicion, la presencia de otras sustancias quimicas, asi como
las caracteristicas y los habitos individuales ©.

3.3.3 Manifestaciones clinicas por inhalacion

La exposicidn a concentraciones elevadas de cadmio por inhalacion puede generar un
conjunto de sintomas inicialmente poco definidos, evolucionando posteriormente con la
manifestacion de fiebre, trastornos digestivos, dolor toréacico, disnea y edema agudo de
pulmon. Ademas, otro efecto comun que se experimenta de manera inmediata 0 poco
después de la exposicion al cadmio es la irritacion de la piel y los ojos. Los sintomas
suelen tener un inicio retardado, manifestandose varias horas después de la exposicion y

generalmente persisten durante uno o dos dias ©.
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3.3.4 Manifestaciones clinicas por ingestion

La presencia de sintomas como nauseas, vomitos, dolores abdominales y cefalea
sefiala la posible exposicion al cadmio, especialmente cuando se ha ingerido agua o
alimentos con concentraciones de cadmio de aproximadamente 15 ppm.

En casos més graves, se puede experimentar diarrea intensa con colapso. Ademas,
existen riesgos potenciales que pueden manifestarse algun tiempo después de la
exposicion al cadmio y persistir durante meses o afos, incluyendo el riesgo de cancer y
efectos en la salud reproductiva.

El cadmio ingresa al torrente sanguineo mediante la absorcidn en el estbmago o los
intestinos, después de la ingestion de alimentos o agua, 0 mediante la absorcion en los
pulmones tras la inhalacion.

En situaciones de dosis oral elevada, el cadmio libre atraviesa la mucosa para ingresar
a la circulacion sanguinea, acumulandose principalmente en el higado y los rifiones,
donde representa entre el 0 y el 80% del cadmio presente en el organismo.

Por lo tanto, el cadmio tiene una propension a acumularse y, con una exposicion continua
en el entorno, las concentraciones tisulares del metal tienden a aumentar a lo largo de
toda la vida (9).

3.4 Cadmio en el cacao

La presencia acumulada de metales pesados en la planta de cacao emerge como el
factor primordial que incide negativamente en la salud humana. Este vegetal tiene la
capacidad de absorber metales pesados del suelo, concentrandolos especialmente en sus
semillas ©.

Con base en un informe cientifico sobre el Cadmio en los alimentos, se determind que
la exposicidn alimentaria promedio al Cadmio en los paises europeos se aproxima o
incluso supera ligeramente la ingesta semanal tolerable de 2,5 pg/kg de peso corporal
(10)

3.5 Niveles maximos permisibles
- El Codex Alimentarius, el estandar internacional de referencia para la seguridad
alimentaria, establece limites maximos permisibles de cadmio en chocolates. Estos

limites son fundamentales para garantizar la calidad y la seguridad de los productos que
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consumimos. En el caso del cadmio, un metal pesado potencialmente toxico, los limites
maximos son especialmente importantes debido a su impacto en la salud publica. A
continuacion, se presentan los limites permisibles regulados por el Codex:

- En chocolates que contiene o declaran <30 % del total de solidos de cacao sobre
materia seca su limite es 0.3mg/Kg.

- En chocolates que contiene o declaran >30 % y < 50 % del total de solidos de cacao

sobre materia seca su limite es 0.5 — 0.6 mg/Kg.

- Para el cacao en polvo 100% solidos totales de cacao sobre la materia seca un 1.3-
1.5 mg/Kg 49,

3.6 Técnicas analiticas

Se disponen de diversas metodologias para determinar la presencia de metales en
alimentos, mayoritariamente fundamentadas en técnicas Electroquimicas y
Espectroscopicas. Para la cuantificacion de Cadmio en alimentos, las técnicas de
deteccién comprenden la Espectrometria de Absorcién Atdémica de Llama (FAAS),
Espectrometria de Absorcién Atémica (AAS), Espectrometria de Absorcion Atémica
con Horno de Grafito (GF-AAS), Espectrometria de Fluorescencia Atémica con
Generacion de Hidruros (HG-AFS), Espectrometria de Emision Optica con Plasma
acoplado Inductivamente (ICP-OES) y Espectrofotometria de Emision de Plasma con
Acoplamiento Inductivo ©.

Ante las metodologias analiticas previamente expuestas para la determinacién de
metales pesados en alimentos, es crucial seleccionar una técnica especifica para la
evaluacion de Cadmio en cacao; en este contexto, se enfocara en el estudio de la técnica
Espectrometria de Absorcién Atémica con Horno de Grafito.

3.6.1 Técnicas de espectrofotométrica de absorcion atdmica.

La técnica de espectroscopia de absorcion consiste en la medicion de la
porcion de luz de una longitud de onda especifica que atraviesa una muestra.
Dado que la muestra no emite luz por si misma, se requiere la presencia de una
fuente de radiacion ©.

En su mayoria, las fuentes generan luz con longitudes de onda no deseadas

ademas de la deseada, a excepcidn de fuentes de radiofrecuencia y laseres. El uso
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de un monocromador o filtro durante el paso de la luz permite seleccionar la
longitud de onda para el analisis.

El principio fundamental de la espectroscopia se basa en que la radiacion de
una longitud de onda determinada es absorbida por 4&tomos que poseen niveles
energéticos cuya diferencia coincide con la energia de los fotones incidentes. La
cantidad de fotones absorbidos se rige por la ley de Beer.

En la espectroscopia de absorcién atémica (EEA), la muestra se nebuliza y
atomiza en una llama utilizando un quemador, que actiia como una celda similar
a las utilizadas en los métodos de colorimetria. A partir de la obtencion de una
curva de calibracion, es posible medir la absorbancia de las soluciones problema
e interpolar dichos valores en las curvas de calibracion para obtener la
concentracion de las soluciones 2.

3.6.2 Componentes de un espectrofotometro de absorcion atomica

- La Fuente de radiacion, emite una linea especifica correspondiente a la
necesaria para realizar una transicion en los atomos del elemento analizado.

- El Nebulizador, mediante la aspiracion de la muestra liquida, genera
pequefias gotas para lograr una atomizacién mas eficiente.

- El Quemador, debido a la temperatura alcanzada en la combustién y la
propia reaccion de combustién, favorece la formacion de 4&tomos a partir de
los componentes en solucion.

- El Sistema 0ptico, se encarga de separar la radiacion de longitud de onda de
interés de todas las demas radiaciones que ingresan al sistema.

- El Detector o transductor transforma, en relacion proporcional, las sefiales
de intensidad de radiacion electromagnética en sefiales eléctricas o de
intensidad de corriente.

- El Amplificador o sistema electronico, amplifica la sefial eléctrica producida
para que pueda ser procesada en el siguiente paso con circuitos y sistemas

electrénicos comunes.
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- El Sistema de lectura, convierte la sefial de intensidad de corriente en una
sefal interpretable por el operario, por ejemplo, transmitancia o absorbancia.
Este sistema de lectura puede adoptar la forma de una escala analdgica,
digital, graficador u otros formatos de datos que luego pueden ser
procesados por una computadora, siendo finalmente evaluados ©.

En el proceso de determinacion cuantitativa de elementos, se requiere
generar una nube atdmica a partir de una solucion que contenga el elemento

a analizar, cuyos atomos fundamentales forman parte de la mencionada

nube. Simultdneamente, se hace pasar luz a través de esta nube atémica

utilizando la longitud de onda correspondiente a la linea de resonancia del
elemento que se desea cuantificar, y se mide la absorbancia. Los otros
elementos presentes en la nube atémica no interfieren en la cuantificacion,

ya que ellos absorben en diferentes longitudes de onda 2.

3.6.3 Digestion por microondas

La Digestion Acida Asistida por Microondas (DAAM) representa una
variante dentro del proceso de digestion himeda. En este método, la muestra se
calienta mediante la energia del horno digestor de microondas, la cual es
generada por un magnetron con ondas de 2.54 GHz que se dispersan en el
recipiente que contiene la muestra, facilitado por un agitador.

La utilizacion de recipientes cerrados en este procedimiento permite la
aplicacion de temperaturas elevadas sin la pérdida de reactivos y analitos,
reduciendo lozs riesgos de contaminacién por polvo a través del aire u otros
agentes como microorganismos. Se ha observado que los acidos mas
comunmente empleados en la DAAM son el &acido nitrico (HNO3), acido
clorhidrico (HCI) y peréxido de hidrégeno (H202), siendo su eleccion
dependiente del origen especifico de la muestra

La elevacion de la temperatura de los acidos por encima de su punto de
ebullicion se logra mediante la aplicacion de presiones superiores a la
atmosférica. En el contexto de la Digestion Acida Asistida por Microondas

(DAAM), se suelen emplear temperaturas que oscilan entre 180-220 °C, si bien
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este parametro puede ajustarse segln la naturaleza especifica del material a
tratar %),

3.6.4 Ventajas de la digestion por microondas
La Digestion Acida Asistida por Microondas (DAAM) presenta notables
ventajas en comparacion con las técnicas de digestion tradicionales. Entre estas
ventajas destaca el menor tiempo requerido para la digestion de la muestra,
gracias a la rapidez de calentamiento del horno de microondas, al mismo tiempo
que proporciona control sobre los pardmetros de presion y temperatura.

Esta técnica evita la pérdida de la muestra por volatilizacién, reduce el riesgo de
contaminacion del analito y posibilita el tratamiento simultaneo de mudltiples
muestras. Ademas, la DAAM facilita la descomposicidn de muestras complejas.

La Digestion Acida Asistida por Microondas (DAAM) también ofrece la ventaja
de reducir la contaminacién, ya que demanda una menor cantidad de reactivos en
comparacion con otros métodos. Ademas, logra una descomposicién mas eficiente
de la matriz, al tiempo que evita la exposicion directa del personal encargado de la
manipulacion a gases toxicos perjudiciales para la salud 2.

3.6.5 Desventajas de la digestion con microondas

La principal desventaja o limitacion asociada a la Digestion Acida Asistida por
Microondas (DAAM) se encuentra en el ambito econémico, ya que el equipo
digestor de microondas tiene un valor monetario méas elevado en comparacion con
la plancha calefactora utilizada en la Digestion Acida Tradicional (DAT).

Asimismo, la DAAM implica una metodologia méas compleja en la manipulacién
de su equipo, lo que conlleva la necesidad de contar con un personal mas capacitado
para llevar a cabo su ejecucion .

3.6.6 Espectroscopia de absorcion atomica con horno de grafito
La Espectrometria de Absorcion Atdmica con Horno de Grafito (GF-AAS), también
conocida como atomizacion electrotérmica, ofrece la capacidad de trabajar con
muestras de volumen muy reducido (inferior a 50 pL) o directamente con muestras

organicas liquidas ®.
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Este método se fundamenta en la absorcion de luz por parte de un elemento en estado
atémico, siendo la longitud de onda especifica para cada elemento. La medicion se
realiza mediante la atenuacion de la intensidad de la luz debido a la absorcion, donde
la cantidad de radiacion absorbida es proporcional a la cantidad de atomos del elemento
presente.

La GF-AAS destaca por su buen limite de deteccion, alta sensibilidad y minimas
interferencias. Su capacidad para trabajar con volumenes de muestra reducidos, asi
como los costos moderados de funcionamiento, lo convierten en el método maés

adecuado para la determinacion de Cadmio en cacao ©.



CAPITULO IV
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4.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En el contexto de este proyecto, se llevé a cabo la validacion del método para la determinacion
de cadmio en chocolate mediante espectrofotometria de absorcion atdmica, se sigue un protocolo
riguroso para verificar la idoneidad y exactitud del método. Este proceso implica una serie de pasos
metodoldgicos cruciales que abarcan, la definicidn de objetivos, la seleccion de muestras, equipos,
reactivos y los parametros de desempefio. Cada uno de estos pasos juega un papel crucial en el
proceso de validacion, garantizando la precision y la reproducibilidad de los resultados obtenidos.

En este protocolo de validacion, se empleara el método oficial AOAC 999.10 modificado por el
Laboratorio de Alimentos y Toxicologia como referencia principal. Este método, proporciona
directrices detalladas para la determinacion precisa de cadmio en alimentos. Se utilizardn muestras
representativas de chocolate en polvo, barras de chocolate y chocolate para untar para abordar la
variedad de formas en las que este producto puede estar presente en el mercado.

A continuacion, se presenta el protocolo detallado que guiara el desarrollo de la validacion del

método para la determinacion de cadmio en chocolate.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO PARA LA DETERMINACION DE
CADMIO EN CHOCOLATE POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA
CON ATOMIZACION ELECTROTERMICA

1.0 Objetivo

Establecer los parametros de calidad necesarios para la validacion del Método
Analitico: Determinacion de Cadmio en chocolate por Espectrometria de Absorcion
Atomica con Vaporizacion Electrotérmica, para proporcionar idoneidad del ensayo que
se emplea correctamente y puede ser utilizado para el propdsito previsto. La evaluacién
de los parametros de validacion seré efectuada en las fechas comprendidas desde marzo
2023 a septiembre 2023, bajo los lineamientos internos detallados en Procedimiento de
seleccidon y verificacion de métodos de analisis Fisicoquimicos (Procedimientos interno

de EIl Laboratorio de Alimentos y Toxicologia.

2.0 Alcance

La validacion del método analitico para la Determinacion de Cadmio por
Espectrofotometria de Absorcion Atomica con Atomizacion Electrotérmica es aplicable

para Chocolates en el rango de concentracién de 0.200 mg/Kg.

3.0 Responsable

La validacion es responsabilidad de los analistas del area de fisicoquimico con el apoyo
del bachiller Tania Davila, pasante del Proyecto de Practica Profesional Supervisada,

coordinador de plataforma de Toxicologia, Coordinador de Calidad, y jefe de Laboratorio.

4.0 Parametros por estudiar

Método Normalizado Modificado por el Laboratorio de Alimentos y Toxicologia,
Ministerio de Salud.

Segun lo establecido por el Organismo Salvadorefio de Acreditacion (OSA), los

parametros a estudiar para un método Normalizado Modificado son:
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Tabla N° 2 Pardmetros de desempefio con su criterio de aceptacion.

Parametro Criterio de Aceptacion Referencia
Linealidad Intervalo Lineal: OSA. G 9.6
(Intervalo Coeficiente correlacion (r) > 0.995 (Respuesta en | VALIDACION DE
Lineal e | funcion de la concentracion). METODOS
Intervalo de| Datos aleatorios en el grafico de residuales. | ANALITICOS
Trabajo) El intervalo de confianza del intercepto debe FISICOQUIMICOS
incluir cero, a un nivel de confianza del 95%.
Intervalo de Trabajo:
Coeficiente  correlacion (r) > 0.995
(Concentracion  medida en  funcién de
Concentracion teorica).
El intervalo de confianza de la pendiente debe
incluir la unidad, a un nivel de confianza del
99.9%.
Exactitud Porcentaje de Recobro + 20%. Criterio Interno de
Intervalo de Confianza del Porcentaje de | Laboratorio
Recobro debe incluir el 100%, a un nivel de
significancia (o) de 0.05
Precision Repetibilidad: Criterio Interno de
(Repetibilidad /| Coeficiente de Variacion (CV) < 10 % Laboratorio.
Precision IUPAC 2002.
Intermedia) Precisién Intermedia: Harmonized Guidelines

Coeficiente de Variacion (CV) <20 %

No hay diferencia significativa entre los
grupos (ANOVA).

for  Single-Laboratory
Validation of Methods.

Eurachem 2012. La
Adecuacion al Uso de

los Métodos Analiticos.
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Continuacion de tabla N°2

Limite de | Menor al primer punto de la curva de Calibracion.

Cuantificacién Criterio Interno de

Incertidumbre | Maxima incertidumbre expandida relativa | Laboratorio.

porcentual 20%.

Fuente: Elaboracion propia

5.0 Muestras

Muestra de cocoa en polvo proporcionada por el Laboratorio. Durante el proceso de
Validacion la muestra se va a identificar bajo el codigo (S1).
Muestra de cocoa en polvo proporcionada por el Laboratorio. Durante el proceso de
Validacion la muestra se va a identificar bajo el cédigo (S2).
Muestra de chocolate en barra proporcionada por el Laboratorio. Durante el proceso de
Validacion la muestra se va a identificar bajo el codigo (S3).
Muestra de chocolate en barra proporcionada por el Laboratorio. Durante el proceso de
Validacion la muestra se va a identificar bajo el codigo (S4).
Muestra de chocolate de untar proporcionada por el Laboratorio. Durante el proceso de
Validacion la muestra se va a identificar bajo el cddigo (S5).
Muestra de chocolate de untar proporcionada por el Laboratorio. Durante el proceso de
Validacion la muestra se va a identificar bajo el codigo (S6).

Preparar una serie de estdndares analiticos de cadmio con concentraciones conocidas,

siguiendo la curva de calibracion. A las muestras preparadas segln el procedimiento

adecuado para el analisis, agregar a cada una la cantidad conocida de la solucion preparada

del estandar de cadmio.



6.0 Equipos, reactivos y materiales de referencia involucrados en la validacion

6.1 Equipos, instrumentos, cristaleria y materiales

Tabla N° 3 Equipos, instrumentos y materiales utilizados en la validacion.

Equipos, instrumentos y materiales

Espectrofotdmetro de Absorcion Atémica, marca Perkin Elmer

Digestor de microondas, marca Milestone

Balanza Analitica Sartorius

Micropipeta Digital de Volumen Variable 50 pL — 1000 pL

Cabina de Bioseguridad, marca Labconco

Fuente: Elaboracién propia.

6.2 Estandares, reactivos y solventes

Tabla N° 4 Reactivos de referencia en la validacion.

39

Reactivo/Material de Lote Fecha de Proveedor
Referencia Vencimiento
Solucién Estandar de Magnesio B0190634 06//2026 N/A
Solucion Estandar de Paladio S2-MM710839 01/11/2026 N/A
Acido Nitrico Concentrado 70% 22-a0562008 05/12/2026 RGH
Perdxido de Hidrogeno 30% 22G1361056 05/01/2029 FALMAR
Argon gaseoso L01/081022021 08/10/2026 INFRASAL

Agua destilada

Laboratorio
de Alimentos y

Toxicologia

Fuente: Elaboracidn propia.
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7.0 Referencia del método analitico para validar

Método Oficial AOAC 999.10. Plomo, cadmio, zinc, cobre y hierro en alimentos por

espectrofotometria de absorcion atdmica después de la digestion con microondas.

RTCA 67.04.54:10, “Alimentos y bebidas procesadas. Aditivos alimentarios.”.

8.0 Procedimiento para evaluar la determinacion de los parametros a evaluar
8.1 Intervalo lineal

Tabla N° 5 Procedimiento para evaluar intervalo lineal.

Muestras Participara un analista. Preparar cuatro curvas de calibracion, cada una
/Repeticiones | con cinco puntos, los cuales son los siguientes: nivel 1, nivel 2, nivel 3, nivel

4y nivel 5

Preparacion | P. Calibracién 1: A partir de los estandares de cadmio se prepar6 una solucion

madre que posteriormente serviria para preparar el nivel 1.

P. Calibracién 2: A partir de los estandares cadmio se prepard una solucién

madre que posteriormente serviria para preparar el nivel 2.

P. Calibracién 3: A partir de los estandares de cadmio se prepard una solucién

madre que posteriormente serviria para preparar el nivel 3.

P. Calibracién 4: A partir de los estandares de cadmio se prepard una solucién

madre que posteriormente serviria para preparar el nivel 4.

P. Calibracién 5: A partir de los estandares de cadmio se prepard una solucién

madre que posteriormente serviria para preparar el nivel 5.

Calcular Graficar la respuesta analitica (eje y) en funcion de la concentracion de las
/Determinar | muestras de ensayo (eje x). Calcular las estadisticas de regresién apropiadas.
Calcular y graficar los residuales (la diferencia entre el valor observado de
“y”y el valor calculado de “y” pronosticado por la linea recta, para cada valor
de “x”). La distribucion aleatoria de residuales en torno a cero confirma la

linealidad. Las tendencias sistematicas indican la no linealidad.

Fuente: Elaboracién propia
Criterios de aceptacion:

- Datos aleatorios en el grafico de residuales.
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- Coeficiente correlacion (r) > 0.995 (respuesta en funcion de la concentracion)
- Elintervalo de confianza del intercepto debe incluir cero, a un nivel de confianza
del 95%.

8.2 Intervalo de trabajo

Tabla N° 6 Procedimiento para evaluar intervalo de trabajo.

Muestras Participara un analista. Fortificacion de Matriz a cinco niveles. Fortificar por

/Repeticiones | triplicado. Determinar el valor de concentracion de cadmio en la matriz.

Preparacion Nivel 1: Se adiciono un volumen de una soluciébn madre previamente
preparada a los 0.3 g de muestra de matriz pesada y se continuo con el
tratamiento de la muestra segin procedimiento (Método de Analisis para la
Determinacion de cadmio en alimentos por espectrofotometria de absorcion
atémica después de la digestion con microondas en Alimentos).

Nivel 2: Se adiciono un volumen de una solucion madre previamente
preparada a los 0.3 g de muestra de matriz pesada y se continuo con el
tratamiento de la muestra segin procedimiento interno (Método de Analisis para
la Determinacion de cadmio en alimentos por espectrofotometria de absorcion
atomica después de la digestion con microondas en Alimentos).

Nivel 3: Se adiciono un volumen de una solucién madre previamente
preparada a los 0.3 g de muestra de matriz pesada y se continuo con el
tratamiento de la muestra segun procedimiento interno (Método de Analisis para
la Determinacion de cadmio en alimentos por espectrofotometria de absorcion
atémica después de la digestion con microondas en Alimentos).

Nivel 4: Se adiciono un volumen de una solucibn madre previamente
preparada a los 0.3 g de muestra de matriz pesada y se continuo con el
tratamiento de la muestra segun procedimiento interno (Método de Anélisis para
la Determinacion de cadmio en alimentos por espectrofotometria de absorcion

atdmica después de la digestion con microondas en Alimentos).
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Continuacion de tabla N°6

Nivel 5: Se adiciono un volumen de una solucién madre previamente preparada
a los 0.3 g de muestra de matriz pesada y se continuo con el tratamiento de la
muestra segln procedimiento interno (Método de Analisis para la
Determinacion de cadmio en alimentos por espectrofotometria de absorcion

atdmica después de la digestion con microondas en Alimentos).

Calcular

/Determinar

Graficar la concentracion obtenida (eje y) en funcion de la concentracion tedrica
(eje x). Calcular las estadisticas de regresion apropiadas, calcular y graficar los
residuales (diferencia entre el valor observado de “y” y el valor calculado de “y”
pronosticado por la linea recta, para cada valor de “x’’). La distribucion aleatoria
de residuales en torno a cero confirma la linealidad. Las tendencias sistematicas

indican la no linealidad o un cambio de varianza con el nivel.

Fuente: elaboracion propia

Criterios de aceptacion:

El intervalo de confianza de la pendiente debe incluir la unidad, a un nivel

de confianza del 99.9%.

- Coeficiente correlacion (r) > 0.995 (concentracion medida en funcion de

concentracion tedrica).

8.3 Recuperacidn, exactitud

Tabla N° 7 Procedimiento para evaluar recuperacion y exactitud.

Muestras

Participara un analista. Fortificacion de Matriz a tres niveles: nivel 1, nivel

/Repeticiones | 3, nivel 5. Nivel bajo y alto por triplicado. Y nivel medio por sextuplicado.

Preparacion

Utilizar las matrices fortificadas preparadas en 8.2 Intervalo de Trabajo.

Para el nivel medio preparar tres fortificaciones mas.

Calcular

/Determinar

Determinar el valor de Sesgo, error relativo porcentual o recuperacion; e

Intervalo de Confianza de la recuperacion.

Fuente: Elaboracién propia



43

Criterios de aceptacion recuperacion:

- Porcentaje de Recobro + 20%.

- Intervalo de Confianza del porcentaje de recobro debe incluir un recobro del
80%-120%, a un nivel de significancia (o) de 0.05

8.4 Precisién

Tabla N° 8 Procedimiento para evaluar precision.

Muestras Fortificacion de Matriz en nivel 1, nivel 3y nivel 5. Todos los niveles por

sextuplicado.

Repeticiones Participard un analista. El analisis se llevara a cabo bajo condiciones de

Precision Repetibilidad.

Participaran dos analistas. El analisis se llevara a cabo bajo condiciones de

Precision Intermedia.

Preparacion Seguir preparacion tal como se indica en 8.2 Intervalo de Trabajo.

Calcular (REPETIBILIDAD) Determinar el coeficiente de variacion porcentual de
/Determinar | los resultados o del porcentaje de recobro obtenido.

(PRECISION INTERMEDIA) Determinar el coeficiente de variacion
porcentual de los resultados o del porcentaje de recobro obtenido y determinar
el ANOVA de los datos.

Fuente: Elaboracién propia

Criterios de aceptacion:
Repetibilidad:

- Coeficiente de variacién (CV) < 10%

Precision Intermedia:
- Coeficiente de Variacion (CV) <20 %
- No hay diferencia significativa entre los grupos (ANOVA)
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8.5 Limite de cuantificacion del método

Tabla N° 9 Procedimiento para evaluar limite de cuantificacion.

Muestras Participardn dos analistas.  Fortificacion de Matriz al nivel de

/Repeticiones | concentracion mas bajo (nivel 1), 12 veces.

Preparacion Utilizar las matrices fortificadas preparadas en 8.4 Precision.

Calcular Multiplicar por 10 la desviacion estandar de los datos.

/Determinar

Fuente: Elaboracion propia.
Criterios de aceptacion:
- El'limite de cuantificacion del método debe ser menor al primer punto de la

curva de Calibracion (1.0 mg/kg).

8.6 Incertidumbre

Tabla N° 10 Procedimiento para evaluar incertidumbre.

Repeticiones Utilizar la informacion obtenida en el proceso de confirmacion o

Preparacion | validacion interna

Calcular a) Especificar el mensurando

/Determinar b) Identificar las fuentes de incertidumbre

c) Cuantificar los componentes de la incertidumbre (u)

d) Calcular la incertidumbre estandar combinada (uc)

e) Calcular la incertidumbre expandida (Uexp)

Reportar la incertidumbre expandida con un factor de cobertura k=2 y un

nivel de significancia del 95%.

Fuente: Elaboracidn propia.

8.6.1 Cuantificacion de las fuentes de incertidumbre
- Incertidumbre estdndar de la recuperacion = Desviacion estandar

de la media de las recuperaciones.
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- Incertidumbre estdndar de la Repetibilidad = Desviacion
estandar relativa de las concentraciones encontradas en las muestras

fortificadas.

- Incertidumbre estandar de la pureza del estdndar analitico: Se

especifica en el respectivo certificado.

- Incertidumbre estdndar del Volumen V: Se tomaran en cuenta la
incertidumbre por uso del instrumento a una temperatura diferente a la de la

calibracion, y la incertidumbre por calibracion reportada por el fabricante.

- Incertidumbre por Curva de Calibracion: Se elaboraran cuatro
curvas de calibracidn con cinco puntos, con los siguientes niveles: nivel 1,

nivel 2, nivel 3, nivel 4y nivel 5.

Criterios de aceptacion:

- Méxima incertidumbre expandida relativa porcentual 20%.

9.0 Frecuencia de la verificacion o revalidacion

Cada vez que se haga una modificacion significativa del procedimiento de medicion.

10.0 Registros
Registrar los resultados obtenidos en el Informe de validacion del procedimiento de
medicion “Determinacion de cadmio en chocolate por Espectrometria de absorcion atdmica

con atomizacion electrotérmica”

11.0 Bibliografia
- Guia de Validacion de Métodos Analiticos Fisicoquimicos, OSA.
- Procedimiento de Validacién de Métodos analiticos, Laboratorio de Control de Calidad

de Alimentos y Toxicologia.



46

12.0 Responsables de la validacion

Analista 1 Analista 2

Coordinadora de Plataforma
Fisicoquimico

Aprobado por:

Coordinadora de Calidad Jefa de Laboratorio

FIN DE DOCUMENTO
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RESUMES DE INFORMES DE VALIDACION

La validacion del método para la determinacion de cadmio en chocolate por espectrofotometria
de absorcion atdbmica implica la evaluacién de varios pardmetros que garantizan la precision de los
resultados obtenidos.

Los parametros evaluados incluyen la linealidad del meétodo, la precision, limite de
cuantificacion y limite de deteccion. Cada uno de estos parametros desempefia un papel
fundamental en la determinacion de la capacidad del método para detectar y cuantificar el cadmio
de manera precisa y consistente en muestras de chocolate.

Los limites establecidos para cada parametro garantizan que los resultados obtenidos cumplan
con los estandares de calidad y precision requeridos para aplicaciones analiticas en seguridad
alimentaria.

A continuacién, se presentan los seis cuadros resimenes de la validacion, que destacan los
limites establecidos y los valores obtenidos para cada pardmetro evaluado, proporcionando una
vision detallada de la precision y fiabilidad del método para la determinacion de cadmio en

chocolate.
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Tabla N° 11 Cuadro resumen muestra S1

PARAMETRO LIMITE RESULTADO
EVALUADO ESTABLECIDO OBTENIDO OBSERVACION
Linealidad
Intervalo Lineal
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo del intercepto Debe contener el valor cero Contiene el valor cero Cumple
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion >=(.98 0.9984 Cumple
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo de la pendiente Debe contener el valo re Contiene el valor uno Cumple
Limite inferior del Intervalo LCM 0.0739 mg/Kg
Limite Superior del Intervalo Concentracion a Méxima Abs 1.0081 mg/Kg
Recuperacion, Exactitud (tanto por uno)
Nivel 1 Analista 1 08al.2 0.9 1.1 |Cumple
Nivel 1 Analista 2 08al.2 0.9 1.1 |Cumple
Nivel 2 Analista 1 08al.2 1.0 1.0 |Cumple
Nivel 2 Analista 2 08al.2 1.0 1.0 |Cumple
Nivel 3 Analista 1 08al2 0.8 1.0 |Cumple
Nivel 3 Analista 2 0.8al2 0.9 1.0 |Cumple
Precision intermedia como CV
Nivel 1 <=20% 3.55 Cumple
Nivel 2 <=20% 1.62 Cumple
Nivel 3 <=20% 473 Cumple
Repetibillidad como CV
Analista 1 Nivel 1 <=20% 1.02 Cumple
Nivel 2 <=20% 0.76 Cumple
Nivel 3 <=20% 0.45 Cumple
Analista 2 Nivel 1 <=20% 1.20 Cumple
Nivel 2 <=20% 0.49 Cumple
Nivel 3 <=20% 1.31 Cumple
Incertidumbre del resultadoa  |<=30% Todos los valores >=LCM  |Cumple
reportar tienen Incert. <= 30%
Lim. de Deteccion del Método (LDM)[<=0.25 mg/Kg 0.0222 mg/Kg |Cumple
Lim. de Cuantific. del Método (LCM)|<=0.75 mg/Kg 0.0739 mg/Kg [Cumple

Fuente: Elaboracion propia
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PARAMETRO LIMITE RESULTADO
EVALUADO ESTABLECIDO OBTENIDO OBSERVACION
Linealidad
Intervalo Lineal
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo del intercepto Debe contener el valor cero Contiene el valor cero Cumple
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion >=0.98 0.9972 Cumple
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo de la pendiente Debe contener el valor uno Contiene el valor uno Cumple
Limite inferior del Intervalo LCM 0.0603 mg/Kg
Limite Superior del Intervalo Concentracion a Méxima Abs 0.8881 mg/Kg
Recuperacion, Exactitud (tanto por uno)
Nivel 1 Analista 1 08al.2 0.9 1.0 |Cumple
Nivel 1 Analista 2 08alz2 0.8 1.3 [Cumple
Nivel 2 Analista 1 08alz2 0.9 1.0 [Cumple
Nivel 2 Analista 2 08al.2 0.9 1.1 |Cumple
Nivel 3 Analista 1 08al2 0.8 12 [Cumple
Nivel 3 Analista 2 08alz2 0.9 1.1 [Cumple
Precision intermedia como CV
Nivel 1 <=20% 9.62 Cumple
Nivel 2 <=20% 8.60 Cumple
Nivel 3 <=20% 9.24 Cumple
Repetibillidad como CV
Analista 1 Nivel 1 <=20% 2.37 Cumple
Nivel 2 <=20% 2.00 Cumple
Nivel 3 <=20% 1.49 Cumple
Analista 2 Nivel 1 <=20% 3.32 Cumple
Nivel 2 <=20% 2.70 Cumple
Nivel 3 <=20% 2.13 Cumple
Incertidumbre del resultado a <=30% Todos los valores >=LCM Cumple
reportar tienen Incert. <= 30%
Lim. de Deteccion del Método (LDM) [<= 0.25 mg/Kg 0.0181 mg/Kg [Cumple
Lim. de Cuantific. del Método (LCM) <= 0.75 mg/Kg 0.0603 mg/Kg  |Cumple

Fuente: Elaboracion propia.
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PARAMETRO LIMITE RESULTADO
EVALUADO ESTABLECIDO OBTENIDO OBSERVACION
Linealidad
Intervalo Lineal
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo del intercepto Debe contener el valor cero Contiene el valor cero Cumple
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacién >=0.98 0.9957 Cumple
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo de la pendiente Debe contener el valor uno Contiene el valor uno Cumple
Limite inferior del Intervalo LCM 0.0321 mg/Kg
Limite Superior del Intervalo Concentracion a Maxima Abs 0.9135 mg/Kg
Recuperacion, Exactitud (tanto por uno)
Nivel 1 Analista 1 0.8a1lz2 0.9 1.1 |[Cumple
Nivel 1 Analista 2 0.8al.2 0.9 1.1 |[Cumple
Nivel 2 Analista 1 08al2 1.0 1.0 [Cumple
Nivel 2 Analista 2 08alz2 0.9 1.0 |[Cumple
Nivel 3 Analista 1 0.8al.2 1.0 1.0 [Cumple
Nivel 3 Analista 2 08alz2 1.0 1.1 |[Cumple
Precision intermedia como CV
Nivel 1 <=20% 3.85 Cumple
Nivel 2 <=20% 6.42 Cumple
Nivel 3 <=20% 10.51 Cumple
Repetibillidad como CV
Analista 1 Nivel 1 <=20% 1.45 Cumple
Nivel 2 <=20% 1.19 Cumple
Nivel 3 <=20% 0.86 Cumple
Analista 2 Nivel 1 <=20% 1.32 Cumple
Nivel 2 <=20% 2.23 Cumple
Nivel 3 <=20% 1.01 Cumple
Incertidumbre del resultadoa  |<=30% Todos los valores >=LCM [Cumple
reportar tienen Incert. <= 30%
Lim. de Deteccion del Método (LDMY<= 0.25 mg/Kg 0.0096 mg/Kg [Cumple
Lim. de Cuantific. del Método (LCM]<=0.75 mg/Kg 0.0321 mg/Kg [Cumple

Fuente: Elaboracidn propia.
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PARAMETRO LIMITE RESULTADO
EVALUADO ESTABLECIDO OBTENIDO OBSERVACION
Linealidad
Intervalo Lineal
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo del intercepto Debe contener el valor cero Contiene el valor cero Cumple
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion >=0.98 0.9992 Cumple
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo de la pendiente Debe contener el valor uno Contiene el valor uno Cumple
Limite inferior del Intervalo LCM 0.0385 mg/Kg
Limite Superior del Intervalo Concentracion a Méaxima Abs 0.8527 mg/Kg
Recuperacion, Exactitud (tanto por uno)
Nivel 1 Analista 1 08alz2 1.0 1.2 |Cumple
Nivel 1 Analista 2 0.8al.2 11 1.1 |Cumple
Nivel 2 Analista 1 08al2 0.9 1.0 [Cumple
Nivel 2 Analista 2 0.8al2 0.9 1.0 |Cumple
Nivel 3 Analista 1 08alz2 0.9 0.9 |Cumple
Nivel 3 Analista 2 0.8al.2 0.9 0.9 |Cumple
Precision intermedia como CV
Nivel 1 <=20% 4.70 Cumple
Nivel 2 <=20% 5.28 Cumple
Nivel 3 <=20% 2.57 Cumple
Repetibillidad como CV
Analista 1 Nivel 1 <=20% 1.91 Cumple
Nivel 2 <=20% 2.11 Cumple
Nivel 3 <=20% 0.44 Cumple
Analista 2 Nivel 1 <=20% 1.00 Cumple
Nivel 2 <=20% 1.18 Cumple
Nivel 3 <=20% 0.61 Cumple
Incertidumbre del resultadoa  [<=30% Todos los valores >=LCM |Cumple
reportar tienen Incert. <= 30%
Lim. de Deteccion del Método (LDM) <= 0.25 mg/Kg 0.0115 mg/Kg |Cumple
Lim. de Cuantific. del Método (LCM) <= 0.75 mg/Kg 0.0385 mg/Kg [Cumple

Fuente: Elaboracidn propia.
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PARAMETRO LIMITE RESULTADO
EVALUADO ESTABLECIDO OBTENIDO OBSERVACION
Linealidad
Intervalo Lineal
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo del intercepto Debe contener el valor cero Contiene el valor cero Cumple
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion >=0.98 0.9954 Cumple
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo de la pendiente Debe contener el valor uno Contiene el valor uno Cumple
Limite inferior del Intervalo LCM 0.0586 mg/Kg
Limite Superior del Intervalo Concentracion a M axima Abs 0.8886 mg/Kg
Recuperacion, Exactitud (tanto por uno
Nivel 1 Analista 1 08alz2 1.0 1.2 |Cumple
Nivel 1 Analista 2 0.8al2 0.9 1.1 |Cumple
Nivel 2 Analista 1 08al.2 1.1 1.1 |Cumple
Nivel 2 Analista 2 08al2 11 1.1 |Cumple
Nivel 3 Analista 1 08alz2 0.9 1.0 |Cumple
Nivel 3 Analista 2 08al.2 1.0 1.0 |Cumple
Precision intermedia como CV
Nivel 1 <=20% 3.04 Cumple
Nivel 2 <=20% 1.82 Cumple
Nivel 3 <=20% 9.55 Cumple
Repetibillidad como CV
Analista 1 Nivel 1 <=20% 0.96 Cumple
Nivel 2 <=20% 0.59 Cumple
Nivel 3 <=20% 0.78 Cumple
Analista 2 Nivel 1 <=20% 1.47 Cumple
Nivel 2 <=20% 0.52 Cumple
Nivel 3 <=20% 0.64 Cumple
<=30% Todos los valores >=LCM |Cumple
Incertidumbre del resultado a reportar tienen Incert. <= 30%
Lim. de Deteccién del Método (LDM) |<=0.25 mg/Kg 0.0176 mg/Kg [Cumple
Lim. de Cuantific. del Método (LCM) |<=0.75 mg/Kg 0.0586 mg/Kg |Cumple

Fuente: Elaboracidn propia.
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PARAMETRO LIMITE RESULTADO
EVALUADO ESTABLECIDO OBTENIDO OBSERVACION
Linealidad
Intervalo Lineal
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo del intercepto Debe contener el valor cero Contiene el valor cero Cumple
Intervalo de Trabajo
Coeficiente de determinacion >=0.98 0.9987 Cumple
Residuales Aleatorios. Aleatorios. Cumple
Intervalo de la pendiente Debe contener el valor uno Contiene el valor uno Cumple
Limite inferior del Intervalo LCM 0.0602 mg/Kg
Limite Superior del Intervalo Concentracion a Méxima Abs 0.9764 mg/Kg
Recuperacion, Exactitud (tanto por uno
Nivel 1 Analista 1 08alz2 0.7 1.1 [Cumple
Nivel 1 Analista 2 0.8alz2 0.8 1.0 |Cumple
Nivel 2 Analista 1 08al.2 0.9 1.0 |Cumple
Nivel 2 Analista 2 08alz2 0.9 1.0 [Cumple
Nivel 3 Analista 1 08alz2 0.9 1.0 |Cumple
Nivel 3 Analista 2 08alz2 0.9 0.9 |Cumple
Precision intermedia como CV
Nivel 1 <=20% 8.35 Cumple
Nivel 2 <=20% 1.83 Cumple
Nivel 3 <=20% 1.70 Cumple
Repetibillidad como CV
Analista 1 Nivel 1 <=20% 2.12 Cumple
Nivel 2 <=20% 0.49 Cumple
Nivel 3 <=20% 0.60 Cumple
Analista 2 Nivel 1 <=20% 2.78 Cumple
Nivel 2 <=20% 0.93 Cumple
Nivel 3 <=20% 0.73 Cumple
Incertidumbre del resultado a <=30% Todos los valores >=LCM [Cumple
reportar tienen Incert. <= 30%
Lim. de Deteccion del Método (LDM) |[<= 0.25 mg/Kg 0.0181 mg/Kg |Cumple
Lim. de Cuantific. del Método (LCM) |<=0.75 mg/Kg 0.0602 mg/Kg [Cumple

Fuente: Elaboracidn propia.
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4.1 Discusion de resultados

El producto final de este proyecto se siguié un protocolo de validacién para evaluar el
rendimiento del método de cuantificacién de cadmio en chocolate. Este protocolo incluyo la
evaluacion de multiples parametros claves para garantizar la calidad y confidencialidad de los
resultados.

Los parametros de desempefio, que incluyen limite de deteccion, limite de cuantificacion,
exactitud, precision y linealidad, se evalian exhaustivamente. Los resultados obtenidos cumplen
con los estdndares aceptables de validacion.

Se determinaron los limites de deteccion y los limites de cuantificacion del método. Estos
valores indican la capacidad del método para detectar y cuantificar bajas concentraciones de
cadmio en las muestras de productos derivados de cacao. Los resultados muestran que el método
es capaz de detectar y cuantificar cadmio de manera confiable.

La exactitud del método se evalu6 comparando los resultados obtenidos con valores de
referencia conocidos. La precision se evalu6 mediante la repeticion de analisis de las mismas
muestras. Los resultados demuestran que el método es preciso y proporciona valores exactos y
confiables.

Se evaluo la linealidad del método a traves de andlisis de estandares (estandares de cadmio) con
diferentes concentraciones. La relacion entre la concentracion de cadmio y la lectura del
instrumento fue lineal, lo que indica la capacidad del método para proporcionar resultados
proporcionales a la concentracion del analito.

Es importante destacar que los resultados obtenidos en los resimenes de las seis muestras
evaluadas demuestran de manera consistente cumplir con los limites establecidos en todos los
pardmetros evaluados. En el cuadro resumen de validacion que se observa en la tabla N°11, la
muestra nombrada como S1, podemos ver que cumple con todos los parametros por lo tanto el
método es confiable en este caso para la muestra de cacao en polvo S1, y asi podemos ver en los
siguientes cinco cuadros resimenes que cada uno de los pardmetros se cumplen. Este hallazgo
sugiere que el método validado es adecuado para su aplicacion en la determinacion de cadmio en
una amplia variedad de muestras de chocolates, incluyendo chocolate en polvo, barras de chocolate
y chocolate para untar.

Los resultados de la validacion del método de cuantificacion de cadmio en chocolates, por

espectrometria de absorcion atdmica con atomizacion electrotérmica son satisfactorios. Estos
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resultados respaldan la eficacia y confiabilidad del método, lo que garantiza la precision en la
determinacion de cadmio en productos derivados de cacao. Estos hallazgos son de gran importancia

para garantizar la calidad y seguridad de los productos consumidos por la poblacion.



CAPITULO V
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5.0 CONCLUSIONES
5.1 La evaluacion de los pardmetros de desempefio, como la linealidad, precision, limites
de deteccidon y cuantificacion, ha arrojado resultados satisfactorios. La linealidad
confirmo la proporcionalidad entre la concentracion de cadmio y la respuesta del
instrumento, estableciendo asi un rango de trabajo coherente.

5.2 La precision del método, evaluada a través de la repetibilidad, cumplié con los criterios
establecidos, demostrando una consistencia. Asimismo, los limites de deteccion y
cuantificacion fueron establecidos a niveles sensibles, permitiendo la identificacion y
cuantificacién precisa incluso de concentraciones bajas de cadmio en las muestras

analizadas.

5.3 El protocolo de validacion del método para la determinacion de cadmio en chocolate
por espectrometria electrotérmica ha sido un proceso riguroso y detallado que ha
arrojado resultados prometedores, demostrando la precision del método en muestras de

chocolate.

5.4 Los resultados obtenidos durante la validacién han demostrado la idoneidad y
confiabilidad del método, cumpliendo con los objetivos predefinidos y estableciendo
una base sélida para su implementacion en el anélisis rutinario de muestras de productos

derivados del cacao.

5.5 La validacion exitosa del método destaca su utilidad en el monitoreo de niveles de
cadmio en productos de cacao, respaldando su aplicacion en el control de calidad y la

seguridad alimentaria.

5.6 La implementacion de este método en el Laboratorio de Alimentos y Toxicologia
refuerza la capacidad de la institucidén para realizar anélisis precisos y confiables,
contribuyendo asi a garantizar el cumplimiento de los estandares regulatorios y la

proteccion de la salud publica.
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6.0 RECOMENDACIONES
6.1 Para el personal de Laboratorio de Alimentos y Toxicologia, fomentar una estrecha
colaboracion entre los estudiantes y los supervisores, quienes, con su experiencia y
conocimientos en el campo, pueden ofrecer orientacion especializada sobre los aspectos

técnicos y metodoldgicos del proceso de validacion.

6.2 Para el personal de Laboratorio de Alimentos y Toxicologia, es fundamental que el
proceso de validacion de un método analitico se lleve a cabo de manera rigurosa para

garantizar la calidad y confidencialidad de los resultados de laboratorio.

6.3 Al Laboratorio de Alimentos y Toxicologia reducir el valor de la incertidumbre
asociada con el andlisis de cadmio en chocolate para mejorar la confiabilidad de los
resultados.

6.4 Al Laboratorio de Alimentos y Toxicologia, ajustar los parametros instrumentales,
como la temperatura del horno, corriente de la lampara, el tiempo de atomizacion, para

maximizar la sensibilidad y minimizar las interferencias.

6.5 Para la Universidad Nacional de El Salvador, establecer un sistema de supervision y
desempefio de los estudiantes en las practicas profesionales por parte de la institucion
educativa. Esto puede incluir visitas periddicas al lugar asignado el proyecto.
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