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RESUMEN

Se validó el método para cuantificar aluminio (Al) en tejidos de ratas Sprague Dawley 
mediante espectroscopia de absorción atómica por flama (EAA-F) y por horno de 
grafito (EAA-HG). La linealidad se evaluó mediante el coeficiente de correlación (r), 
cuyos resultados fueron de 1.000 y 0.9993 para EAA-F y EAA-HG, respectivamente. 
La exactitud fue de 100.62 y 97.75 % de recuperación, en tanto que la precisión fue de 
0.61 y 1.30 % del coeficiente de variación para EAA-F y EAA-HG, respectivamente. 
La precisión también se evaluó en condiciones de repetibilidad; el resultado obtenido 
indica que el método es repetible para las concentraciones de aluminio (Al) utilizadas 
y determinadas por EAA-F y EAA-HG. Los resultados de límite de detección y límite 
de cuantificación para Al determinados por EAA-F fueron de 0.06 y 0.19 mg/L, y 
de 0.05 y 0.18 µg/L por EAA-HG. Por otro lado, se evaluó la exactitud del método 
analítico con un material de referencia certificado de tejido de ostión (NIST-1566b) 
digerido en horno de microondas, el cual contiene una concentración 197.2 ± 6.0 mg de 
Al/Kg de tejido. Los resultados obtenidos para la exactitud a través del porcentaje 
de recuperación fueron de 100.60 % para EAA-F y de 100.51 % para EAA-HG. La 
aplicabilidad del método se evaluó mediante la fortificación de tejidos de ratas (mama, 
cerebro, hígado y hueso), así como controles digeridos en horno de microondas. Los 
resultados obtenidos para la exactitud mediante el porcentaje de recuperación fluctuaron 
entre 99.32 y 109.00.
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ABSTRACT

A method to quantify aluminum (Al) in tissues of Sprague Dawley rats by flame atomic 
absorption spectrophotometry (F-AAS) and graphite furnace (GF-AAS) was validated. 
The linearity was evaluated by the correlation coefficient (r) and the results were 1.000 
and 0.9993 for F-AAS and GF-AAS, respectively. Accuracy was 100.62 and 97.75 %, 
while the precision coefficient of variation was of 0.61 and 1.30 % for F-AAS and 
GF-AAS, respectively. Precision was also evaluated under repeatability conditions; the 
result obtained indicates that the method is repeatable for the Al concentrations used 
and determined by F-AAS and GF-AAS. The results of limit of detection and limit 
of quantification of Al determined by F-AAS were 0.06 and 0.19 mg/L, and 0.05 to 
0.18 µg/L of Al determined by GF-AAS. Furthermore, the accuracy of the analytical 
method was evaluated with oyster tissue as certified reference material (NIST-1566b) 
digested in microwave system and containing a concentration of 197.2 ± 6.0 mg of Al/kg 
of tissue. The results for accuracy through the percent recovery rate were 100.60 and 
100.51 % for F-AAS and GF-AAS, respectively. Finally, the applicability of the method 
was evaluated by fortifying rats’ tissues and controls. The results for accuracy by the 
recovery rate ranged between 99.32 and 109.00 %.

INTRODUCCIÓN

El aluminio (Al) es un elemento muy abundante 
en la naturaleza y tiene una gran diversidad de usos 
industriales, domésticos y de consumo humano 
(Krewsky et al. 2007). Recientemente se ha propuesto 
el término “metales tóxicos” sobre la base de la alta 
solubilidad de estos elementos en agua y sus efectos 
adversos sobre la salud humana (Tchounwou et al. 
2012).

Estimaciones recientes realizadas en EUA es-
tablecen que una persona adulta joven y de clase 
media consume alimentos y bebidas que contienen en 
promedio de 105 a 150 mg de Al/día. Esto significa 
un consumo frecuente de este metal en sus diferen-
tes formas y/o presentaciones de manera rutinaria 
(ATSDR 2008). 

La incidencia de este factor ambiental sobre la 
población ha hecho que este metal sea objeto de 
múltiples investigaciones debido a su potencial to-
xicidad en la salud humana (ATSDR 2008). Algunos 
investigadores a nivel mundial han enfocado sus 
proyectos de investigación a demostrar la posible 
participación del Al como agente genotóxico que 
puede provocar inestabilidad genómica (di Virgilio 
et al. 2010). La inestabilidad genómica a su vez se 
puede relacionar directamente con carcinogénesis, 
además de toxicidad neurológica, hepática, renal y 
hematopoyética, entre otras (Prozialeck et al. 2008).

Debido en parte a que la gran mayoría de los estu-
dios relacionados con los daños potenciales del Al se 
han basado en el uso de animales de experimentación, 
como ratas y ratones (Yamamoto et al. 2007, Yokel 
et al. 2008), las metodologías analíticas utilizadas 
para la cuantificación de este metal en tejidos ani-
males son variadas.

Entre éstas destaca la espectroscopia de absor-
ción atómica (EAA) (Mahieu et al. 2009), que no 
ha sido validada con anterioridad para diferentes 
tejidos en ratas, por lo que no existe plena confianza 
en los resultados obtenidos al cuantificar aluminio 
en dichos tejidos, de acuerdo con lo establecido 
en la normatividad internacional (ISO 2005). Esto 
permite tener la certeza de la comprobación de los 
resultados con relación a la evaluación de materia-
les de referencia certificados que contienen Al en 
tejidos biológicos.

Por tal razón, el principal objetivo de este trabajo 
fue validar el procedimiento analítico para cuantificar 
Al en tejidos de ratas Sprague Dawley mediante EAA 
por flama (EAA-F) y por horno de grafito (EAA-HG). 
Esto con la finalidad de disponer de un método analí-
tico confiable sobre la base del proceso de validación, 
que pueda servir como método de referencia para 
cuantificar Al en tejidos de ratas y en otros animales 
de experimentación.

Una vez realizada la validación del método, se 
podrá estimar la incertidumbre expandida, lo cual 
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generará mayor confiabilidad respecto del resultado 
obtenido durante la determinación de un mensurado, 
como es el caso de Al en tejidos de ratas.

MATERIALES Y MÉTODOS

Equipo
Se utilizó un equipo de EAA Perkin Elmer modelo 

AAnalyst 400, equipado con un horno de grafito Per-
kin Elmer modelo HG 900 con automuestreador AS 
800. Se utilizó lámpara mono-elemento de aluminio, 
sistema de corrección de fondo y tubos de grafito 
integrados con plataforma Lvov (Perkin Elmer 2012).

Adicionalmente, se cuantificó Al por EAA por 
flama de óxido nitroso-acetileno. Las condiciones 
de operación se indican en el cuadro I. Para la des-
composición de las muestras de tejidos de animales, 
se utilizó un equipo de horno de microondas MAR-
Sxpress 5 CEM Corporation (Mathews, NC, EUA).

Calibración del equipo de EAA
En la cuantificación de aluminio en soluciones 

estándares, material de referencia certificado, mues-
tras de tejido de ratas, agua desionizada y alimento, 
se utilizó un equipo EAA Perkin-Elmer Modelo 

AAnalyst 400, tanto para flama como para horno de 
grafito. La calibración se realizó mediante la prueba 
de sensibilidad como se indica en el cuadro I.

Reactivos, estándares y material de referencia 
certificado

Los reactivos Mg(NO3)2, HNO3 concentrado y 
KCl fueron obtenidos de J.T. Baker (Center Valley, 
PA, EUA). Se utilizó un estándar de aluminio de 1000 
± 2 mg/L (AccuStandard, New Haven, CT, EUA), un 
material de referencia certificado (CRM-S-B) que 
contiene 700 ± 4 mg/L de Al (High-Purity Standard, 
Charleston, SC, EUA) y un material de referencia 
certificado de tejido de ostión (del National Institute 
of Standards and Technology estadounidense [NIST-
1566b, Gaithersburg, MD, US]) que contiene 197.2 
± 6 mg/kg de Al.

Preparación de materiales de cristalería
El material fue sometido a un estricto control 

para evitar la contaminación por elementos traza, 
siguiendo la metodología recomendada  por van Loon 
(1985) y Bohrer et al. (2008).

Los materiales de trabajo de vidrio (pipetas sero-
lógicas, volumétricas y matraces volumétricos, entre 
otros) se lavaron exhaustivamente con detergente 
líquido comercial para después ser sometidos en una 
solución de HNO3 al 20 % (J.T. Baker) durante tres 
días. Posteriormente fueron enjuagados con agua 
desionizada. Una vez secado, el material se guardó 
en recipientes de plástico con tapa hermética hasta 
su uso.

Calibración de balanza analítica, material volu-
métrico y micropipetas

El material volumétrico, así como las micropipe-
tas (High Tech Lab) fueron calibrados mediante el 
método gravimétrico (Batista et al. 2009, Lorefice 
2009, Liang et al. 2013), con una balanza analíti-
ca marca Vibra modelo AF-R220E 220/0.0001g 
(Max/d). Esta balanza previamente fue calibrada con 
un juego de masas patrón de laboratorio (0.2, 0.5, 1 
y 100 g) marca Rice Like, certificadas por la Entidad 
Mexicana de Acreditación (EMA).

Validación del método
Los parámetros analíticos de calidad que se han 

considerado para la validación del método son los 
siguientes:

Linealidad. Se comprobó a través de curvas de 
calibración y estimación del coeficiente de correla-
ción (r) y de la pendiente (m). Para ello, se prepararon 
tres curvas de calibración a partir de un estándar 

CUADRO I.	CONDICIONES DE OPERACIÓN DEL EQUIPO 
DE ESPECTROSCOPIA DE ABSORCIÓN ATÓ-
MICA PERKIN ELMER MODELO AANALYST 
400

Horno de grafito modelo HG 900 Parámetros

Longitud de onda (λ) 309.3 nm
Gas de purga Argón
Rampas:

Secado 150oC
Pirolisis 1700oC
Atomización 2400oC
Limpieza 2600oC

Eliminación de interferencias Mg(NO3)2 0.2 %
Sensitividad Std Al 20 µg/L = 0.18 

absorbancia

Flama Parámetros

Longitud de onda (λ) 309.3 nm
Lámpara Cátodo hueco de Al
Oxidante-comburente Óxido nitroso/acetileno
Apertura 0.7 mm
Eliminación de interferencias KCl 0.2 %
Sensibilidad Estándar de Al 50 mg/L = 

0.22 absorbancia

Fuente: Perkin Elmer (2014)
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de Al de alta pureza (Accustandard) que contiene 
1000 mg/L de Al.

Concentraciones de trabajo. Fueron de 10, 20, 50, 
100 y 200 mg/L de Al, las cuales se acondicionaron 
con HNO3 al 2 % (J.T. Baker) y con KCl al 0.2 % (J.T. 
Baker) para su cuantificación con EAA-F con óxido 
nitroso-acetileno. Adicionalmente se prepararon tres 
curvas de calibración a concentraciones de 20, 40, 60, 
80 y 100 μg/L de Al, y se acondicionaron con HNO3 
al 2 % y con Mg(NO3)2 al 0.2 % (J.T. Baker) para su 
cuantificación por EAA-HG.

Exactitud y precisión. Estas variables se determi-
naron a través del porcentaje de recuperación (% Rec) 
y el porcentaje de coeficiente de variación (% CV), 
respectivamente. Para ello, se utilizó el material de 
referencia certificado CRM-S-B (sedimento de suelo 
en solución acuosa, High-Purity Standards, Char-
leston SC, EUA), que contiene 700 ± 4 mg/L de Al.

Posteriormente se preparó un estándar de trabajo 
de 70 mg/L de Al, el cual se acondicionó con HNO3 al 
2 % y con KCl al 0.2 % para EAA-F. Para EAA-HG, 
el estándar de trabajo se preparó con una concentra-
ción de 70 µg/L de Al y se acondicionó con HNO3 
al 2 % y con Mg(NO3)2 al 0.2 %.

Repetibilidad. Se determinó mediante análisis de 
varianza, utilizando el estadístico de prueba F con un 
nivel de significancia del 5 % (α = 0.05) y n = 25. 
Para esto, se prepararon estándares de trabajo por 
quintuplicado por semana durante un tiempo total 
de cinco semanas a concentraciones de 20, 50 y 100 
mg/L de Al, los cuales se acondicionaron con HNO3 
al 2 % y KCl al 0.2 % para EAA-F.

Para EAA-HG, se utilizaron estándares de trabajo 
a concentraciones por triplicado de 20, 40 y 60 µg/L 
de Al, que se acondicionaron con HNO3 al 2 % y 
Mg(NO3)2 al 0.2 %. El criterio de aceptación de la 
repetibilidad consiste en que Fcalculada ≤ Ftablas (Blair 
y Taylor 2007).

Límite de detección (LD) y límite de cuantifica-
ción (LC). Se obtuvieron a partir de los datos de las 
curvas de calibración para EAA-F y para EAA-HG. 
El LD se calculó a partir de 3 s/m, donde s es la 
desviación estándar de 10 mediciones del blanco y 
m es la pendiente de la curva de calibración (ISO 
1994, 2005).

El LC fue calculado como 10 s/m. El blanco para 
EAA-F fue una solución de HNO3 al 2 % y con KCl 
0.2 %, en tanto que el blanco para EAA-HG fue una 
solución de HNO3 al 2 % y Mg(NO3)2 al 0.2 % (ISO 
2005, Blair y Taylor 2007).

El proceso de validación del método analítico 
se completó mediante la utilización de un mate-
rial de referencia certificado de tejido de ostión 

(NIST-1566b) que contiene 197.2 ± 6.0 mg de Al/kg 
de tejido y que reemplaza al tejido de rata, ya que no 
existe actualmente este tipo de tejido como material 
de referencia certificado.

En esta etapa se evaluó la exactitud a través del 
porcentaje de recuperación (% Rec) y la precisión 
a través del porcentaje del coeficiente de variación 
(% CV).

Aplicabilidad del método validado
El método analítico validado se empleó para 

cuantificar la concentración de Al en tejidos de ratas 
sin fortificar y fortificados con 100 mg/L de Al para 
EAA-F y con 200 µg/L de Al para EAA-HG.

Condiciones de bioterio
Se seleccionó un grupo de 10 ratas hembra Spra-

gue Dawley proporcionadas por el bioterio del Depar-
tamento de Investigación y Posgrado en Alimentos 
de la Universidad de Sonora.

Las ratas, de 200 ± 20 g de peso corporal y sin 
algún tipo de tratamiento específico, fueron mante-
nidas en condiciones estándar de bioterio, con ciclos 
de luz/oscuridad de 12 h, humedad de 40 a 70 %, 
temperatura de 18 a 22 oC, agua y alimento de libre 
consumo (Bohrer et al. 2008). El alimento fue ad-
quirido de Formulab Diet (5008C33, San Luis MO, 
EUA) y el agua estuvo libre de Al.

Obtención de muestras biológicas
Las ratas Sprague Dawley fueron anestesiadas 

con halotano y eutanizadas por dislocación cervical, 
apegados a lo que establece la normatividad inter-
nacional, para evitar el sufrimiento animal (EMEA 
2009, FDA 2014). Los tejidos se obtuvieron mediante 
disección con bisturí de acero inoxidable.

Se realizó una mezcla de cada grupo de tejidos 
para su molienda y posteriormente proceder a su 
descomposición. Los materiales utilizados fueron 
previamente lavados y desmineralizados tal y como 
lo establece la normatividad vigente en México 
(CENAM-EMA 2012).

Descomposición de las muestras de tejidos de 
ratas Sprague-Dawley fortificadas con aluminio, 
testigos y del material de referencia certificado 
(NIST 1566b)

Los tejidos de rata, al igual que el alimento, el 
agua de beber y el material de referencia certifica-
do (tejido de ostión NIST-1566b) se digirieron en 
un equipo de horno de microondas MARSxpress 
5 (CEM Corporation, Mathews, NC, EUA) (CEM 
2014). Para ello, se pesaron por triplicado en tubos 
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de teflón de 20.0 × 4.0 cm, 0.500 ± 0.05 g de mama, 
hígado, hueso y cerebro, así como alimento, agua de 
beber y tejido de ostión como controles.

A estas muestras se les agregaron 10 mL de es-
tándar de Al de 1000 mg/L (Accustandard) y se digi-
rieron con 10 mL de HNO3 concentrado (J.T.Baker) 
en horno de microondas MARSxpress 5 con un 
programa de digestión de 200 oC/35 bar/1600 W/15 
min. El extracto ácido resultante se aforó a 100 mL 
con agua desionizada.

Para EAA por horno de grafito se pesaron 0.250 
± 0.025 g de los mismos tejidos de rata, así como 
alimento y agua de beber. A estas muestras se les 
agregó 1 mL de estándar de Al de 10 mg/L y se digi-
rieron con 5 mL de HNO3 concentrado (J.T.Baker) en 
horno de microondas MARSxpress 5, con las mismas 
condiciones de digestión señaladas.

El residuo ácido resultante se aforó con 50 mL 
con agua desionizada. La concentración de Al se 
cuantificó mediante EAA-F y EAA-HG. Para flama 
se utilizó KCl al 0.2 % para eliminar la interferen-
cia de ionización, y para horno de grafito se utilizó 
Mg(NO3)2 al 0.2 % como modificador químico. En 
esta etapa se evaluó la exactitud a través del porcen-
taje de recuperación (% Rec) y la precisión a través 
del porcentaje del coeficiente de variación (% CV).

Adicionalmente se prepararon tres réplicas de 
blancos de digestión con agua desionizada digeridas 
en horno de microondas en las mismas condiciones 
de operación que las muestras y los testigos, acon-
dicionadas con HNO3 al 2 % y KCl al 0.2 % para 
EAA-F, en tanto que para EAA-HG se acondiciona-
ron con HNO3 al 2 % y Mg(NO3)2 al 0.2 % (Perkin 
Elmer 2012).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Validación del método
Linealidad. El proceso de validación del método 

analítico se valoró en primera instancia a partir de 
la linealidad, la cual se evaluó para EAA por flama 
y horno de grafito. En la figura 1 se puede apreciar 
que el coeficiente de correlación (r) fue de 1.000, lo 
cual indica que la asociación entre concentración de 
Al y absorbancia es muy estrecha para las concentra-
ciones de 10, 20, 50, 100 y 200 mg/L, en la variante 
analítica de EAA-F.

En la figura 2 se muestra que la linealidad me-
diante coeficiente de correlación (r) fue de 0.9993 
para la variante analítica de EAA-HG. Ambas pen-
dientes (m) tienen el mismo valor de 0.004. Estos 
resultados indican que este parámetro analítico es 

aceptable, ya que el criterio de aceptación es de r ≥ 
0.995 (Thompson et al. 2002).

Los resultados obtenidos para la linealidad son 
similares a los obtenidos por otros investigadores 
en el proceso de validación de un método para la 
cuantificación de Al como adyuvante en vacunas, 
cuantificado por EAA-F (Mishra et al. 2007).

El resultado para linealidad también es similar al 
obtenido por otros investigadores, quienes evaluaron 
cuatro métodos diferentes para la digestión de tejido 
de ratones albinos Swiss y posterior cuantificación de 
Al mediante EAA-HG (Bohrer et al. 2003).

En otro trabajo de investigación, Correia et al. 
2006 validaron un método analítico para determi-
nar Al, cobre y plomo en uvas mediante EAA-HG 
(Correia et al. 2006). Sin embargo, no evaluaron la 
linealidad mediante el coeficiente de correlación, sino 
que establecieron el rango de linealidad para Al. Éste 
fue de 1.1 a 50 µg/L, a diferencia de nuestro trabajo, 
en el cual se estableció entre 20 y 100 µg/L de Al.

Exactitud y precisión. En el cuadro II se muestran 
los resultados obtenidos para exactitud y precisión en 
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ambos métodos. Se puede apreciar que la exactitud 
evaluada mediante el % Rec fue de 100.62 y 97.75 
para EAA por flama y horno de grafito, respectiva-
mente. En tanto que la precisión evaluada mediante 
el % CV fue de 0.610 y 1.301 para EAA por flama y 
horno de grafito, respectivamente.

Los resultados obtenidos se consideran acepta-
bles, ya que el criterio de aceptación para exactitud es 
de 100 ± 5 % respecto del porcentaje de recuperación 
cuando se utiliza un material de referencia certificado 
(CRM-S-B) y el criterio de aceptación para la preci-
sión es % CV ≤ 2 para métodos instrumentales (ISO 
1994, Thompson et al. 2002).

Los resultados obtenidos para exactitud y preci-
sión son similares a los obtenidos por otros investiga-
dores (Mishra et al. 2007) para Al en vacunas (% Rec 
de 93.26 a 103.41 y % CV de 1.62). Estos resultados 
son similares a los obtenidos durante la validación 
del método para cuantificar Cu y otros metales (en-
tre ellos Al) en frutos del olivo (aceituna) mediante 
EAA-HG, con % Rec mayores de 95 y coeficientes 
de variación instrumental de 3 % (Soares et al. 2006).

Repetibilidad. La precisión también se evaluó en 
condiciones de repetibilidad, realizada en las mismas 
condiciones de trabajo (el mismo analista, el mismo 

equipo, tiempos cortos) (Liang et al. 2013). Los resul-
tados obtenidos se muestran en el cuadro III, donde 
puede apreciarse que el método es repetible para las 
tres concentraciones de Al determinado por EAA-F 
y para las tres concentraciones de Al determinado 
mediante EAA-HG, con un nivel de significancia 
del 5 % (α = 0.05) y para n = 25. Estos resultados de 
repetibilidad son similares a los obtenidos durante la 
validación del método para determinar la concentra-
ción de Al en uvas (Correia et al. 2006).

Límite de detección (LD) y límite de cuantifica-
ción (LC). Los resultados obtenidos respecto de estas 
variables para Al determinado por EAA-F fueron 
de 0.06 y 0.19 mg/L de Al y de 0.05 y 0.18 µg/L de 
Al determinado por EAA-HG. Estos resultados son 
menores que los reportados para Al como adyuvante 
en vacunas determinado por EAA-F (LD = 0.23 mg/L 
y LC = 1.11 mg/L) (Mishra et al. 2007), y también 
menores que los reportados en trabajos previos por 
Correia et al. (2006) y Soares et al. (2006) (LD = 
1.11 µg/L y LC = 3.70 µg/L de Al determinado por 
EAA-HG).

Material de referencia certificado. Ya que no fue 
posible utilizar un material de referencia certificado 
de tejido de ratas, el proceso de validación del mé-
todo se realizó utilizando un material de referencia 
certificado de tejido de ostión (NIST-1566b) que 
tiene una concentración de Al de 197.2 ± 6 mg de 
Al/kg de tejido.

CUADRO II.	 ESTIMACIÓN DE LA EXACTITUD Y PRECI-
SIÓN DE UN MATERIAL DE REFERENCIA 
CERTIFICADO (CRM-S-B) POR ESPEC-
TROSCOPIA DE ABSORCIÓN ATÓMICA 
POR FLAMA (EAA-F) Y HORNO DE GRA-
FITO (EAA-HG)

Réplica* Al (70 mg/L)
EAA-F

Al (70 μg/L)
EAA-HG

1 70.2 69.5
2 71.2 68.9
3 70.4 69.1
4 70.4 68.7
5 70.0 68.8
6 70.4 67.8
7 70.2 67.1
8 70.0 66.9
9 71.2 69.2
10 70.4 68.3
Promedio 70.4 68.4
DS 0.429 0.890
% Rec 100.62 97.75
% CV 0.610 1.301

*Cada réplica se realizó por triplicado, n = 30
DS: desviación estándar, % Rec: % de recuperación, % CV: % 
de coeficiente de variación, CRM-S-B: certified reference 
material-soil-solution B

CUADRO III.	 ANÁLISIS DE PRECISIÓN EN CONDI-
CIONES DE REPETIBILIDAD PARA TRES 
CONCENTRACIONES DIFERENTES DE AL, 
DETERMINADO POR ESPECTROSCOPIA 
DE ABSORCIÓN ATÓMICA POR FLAMA 
(EAA-F) Y HORNO DE GRAFITO (EAA-HG)

Al F calculada F tablas Decisión
EAA-F

20 mg/L* 1.4144 2.8660 Repetible
50 mg/L* 2.3872 2.8660 Repetible

100 mg/L* 2.5780 2.8660 Repetible

EAA-HG
20 µg/L* 1.3070 2.8660 Repetible
40 µg/L* 1.6787 2.8660 Repetible
60 µg/L* 2.1921 2.8660 Repetible

*Cinco replicas por semana durante cinco semanas (n = 25, 
α = 5 %)
F: prueba estadística de Fisher
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Los resultados obtenidos para la exactitud a través 
del % Rec fueron de 100.60 para EAA-F y de 100.51 
para EAA-HG (Cuadro IV). El criterio de acepta-
ción para un material de referencia certificado es de 
100 ± 5 % (CENAM-EMA 2012). Estos resultados 
representan un valor muy cercano al 100 % y consti-
tuyen un rango más estrecho respecto a los resultados 
obtenidos por Correia et al. (2006) al utilizar hojas de 
espinaca (NIST-1570a) como material de referencia 
certificado en sustitución de las uvas, cuyo porcentaje 
de recuperación fue del 97 % para Al.

No obstante, Bohrer et al. (2003) reportan valores 
de recuperación del 89 al 121 % (105 ± 16) para Al 
utilizando hígado de pollo como material de refe-
rencia certificado en sustitución de tejido de ratón 
albino Swiss.

Aplicabilidad del método validado
El método validado se utilizó en tejidos de rata 

(mama, hígado, hueso y cerebro), agua de beber y 
alimento para ratas sin fortificar y fortificado con 100 
mg/L de estándar de Al. Los tejidos de rata Sprague 
Dawley, agua de beber y alimento para ratas fueron 
digeridos en horno de microondas.

Los resultados obtenidos se muestran en el cua-
dro IV. Como se puede apreciar, los porcentajes de 
recuperación de Al en los diferentes tejidos de rata, 
alimento, agua y controles se encuentran dentro del 
rango recomendado de 100 ± 15 % (CENAM-EMA 
2012). Es importante mencionar que no se detectó pre-
sencia de Al en los blancos de digestión para EAA-F.

Consideraciones adicionales
Una vez que se ha validado un método analítico 

y se ha demostrado su aplicabilidad (González y He-
rrador 2007), la normatividad internacional establece 
que es necesario estimar la incertidumbre para darle 
plena confiabilidad a los resultados obtenidos (ISO 
2005). Si bien hay una gran cantidad de artículos 
científicos relacionados con diversas metodologías 
analíticas para cuantificar Al en diferentes tipos de te-
jidos de animales de experimentación o en humanos, 
la mayoría no realizan o no consideran el proceso de 
validación del método empleado.

En la literatura científica hay pocos trabajos enfo-
cados a este proceso de validación, y son menos aun 
los que estiman la incertidumbre después de validar 
el método analítico (Krouwer 2003, Theodorsson 
2012). En este sentido, continuaremos el proceso 
analítico de esta metodología validada y en trabajos 
futuros presentaremos los datos relacionados con la 
estimación de la incertidumbre.

CONCLUSIONES

Se ha logrado validar un método analítico para 
cuantificar Al en tejidos de ratas mediante EAA por 
flama y por horno de grafito, utilizando criterios es-
tablecidos por la normatividad internacional vigente. 
El proceso de validación para este método analítico 
puede servir de referencia para investigaciones pos-
teriores relacionadas con Al y sus efectos en animales 

CUADRO IV.	 PORCENTAJES DE RECUPERACIÓN DE MUESTRAS FORTIFICADAS CON 
100 mg/L DE ALUMINIO PARA ESPECTROSCOPIA DE ABSORCIÓN ATÓMICA 
POR FLAMA (EAA-F), MUESTRAS FORTIFICADAS CON 200 µg/L DE AL PARA 
ESPECTROSCOPIA DE ABSORCIÓN ATÓMICA POR HORNO DE GRAFITO 
(EAA-HG) Y MUESTRAS TESTIGO SIN FORTIFICAR, ASÍ COMO PORCENTAJE 
DE RECUPERACIÓN PARA UN MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO 
(n = 25)

Muestras Testigo sin
fortificar (mg/L)

Muestras fortificadas
(% Rec) EAA-F

Muestras fortificadas
(% Rec) EAA-HG

Mama 0.31 100.91 109.00
Hígado 0.22 103.52 93.50
Hueso 0.37 100.64 105.00
Cerebro 0.33 109.00 104.00
Alimento para ratas 0.47 99.32 101.21
Agua para ratas 0.03 107.03 100.23
Blanco de digestión 0.05 100.44 100.12
MRC NIST 1566b* — 100.60 100.51

*MRC: material de referencia certificado (CRM NIST 1566b)
REC: porcentaje de recuperación, EAA-F: espectroscopia de absorción atómica por flama, EAA-HG: 
espectroscopia de absorción atómica por horno de grafito
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de experimentación. Aunque este método analítico ha 
sido validado, aún falta la verificación de las autori-
dades regulatorias, así como revisar, analizar y repetir 
los ensayos y pruebas para que pueda considerarse 
un método de referencia. Se necesitan ensayos de 
validación interlaboratorios, así como la implemen-
tación de métodos analíticos que permitan cuantificar 
Al en condiciones similares pero utilizando técnicas 
diferentes como espectroscopia de emisión atómica 
y fluorescencia de rayos X, entre otras.
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