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x
TIB DU CCLON

Bl interés actucl por el efecto de trusss de vorios ele -
mentos Sobre el metabolismo de plantas, animsles y ceres huma
nos, unido a la extendida preocupacidn por la posible acumla
cidn de substancias %6xicas en el ambiente, ha creado 1= nece
sided de determinar concentruciones cada vez mis bajas de ne -
tales en una gran variedad de materiales bioldgicos.

Para los propbsitos mencionados, 1l& espectrofotometris -
de sbsorcifn atémica ha demoztredo ser una técenica de snali- -
sis de extraordinaris utilidad.

Gracias al reciente desarrollo de los métodos de atomi -
zacidén con horno de grafito, las perspectivas de uso de la -
abgorcién atdmica se han ampliedo tanto por la gran sensibi -
1idad del método come por sus excelentes caracterfsiicas de -
precisidn y exactitud.

El objetivo de este trabajo es el de esteblecer un métod
de anflisis para la determinacidén de los elementos plomo, men
geneso y cobalto en sengre, usando un instrumento de absor -
eidn atémica de hormno de grafito aue nos permite estudizr la -
posible relacién entre dichos metamles en el organismo.

En el capftulo de generalidades se revicardn algunss con
ceptos fundamentales ucercaz de los metales en cueatidn, ¥y se-
hard una breve exposicidn de los principios de lu espectrofo —

tometriza de absorcidn utdnica.
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En la parte experimental, se detallardn les caracteris -
ticas releventes de la musstre asf como los métodos empleg -

dos pare su anfélisis.

El cepitulo de tratemiento estadistico de los resultados
es de especisl interés poroue en &1 se discuten los resulta -
dos del anflisis de los tres metales en 30 miestras de san =~
gre de personas ocupacionalmente expuestas & plomo. Las impor
tantes conclusiones que se infieren a partir de éstes medicio
nes demuestran la utilidad préctice del méiodo en la investi ~
gacidn del metabolismo de los elementos tragza en el organismo



IX
GENERALIDADES

Loz elementos plomo, mangsneso y cobalto estén distribui
dos en los tejidos vivos en cantidades muy pequefias. Por esta
razG_n 8o encuentran clasificados, junto con algunos otroes, co
mo elementos traza (1) . EL orden de megnitud de su concentra
cién en sangre, por ejemplo, es de algunos nanogramos por mi -
1ilitro y su distribucidn en otros tejidos es similer (2) .

A pesar de sue bajes concentraciones, 108 elementos se -~
fialados Jjuegan un importante papel en el metebolismo de los -

seres vivos.

El mangeneso y el cobalto se consideran elementos trasza
esenciales, es decir, su deficienecia provoca un detrimento en
el funcionemientc normal del orgeniemo. El primero se encuen -
tra involucrado en la fosforilacidn oxidativa de los fcidos -
grasos y el metebolismo de lz sintesis de mucopolisacéridos -
principalmente, teniendo como sitio de accidn mds importante -
la pirmuvato carboxilasa, enzima gque cetaliza la transformacion

de piruvate 2 gxolocstokn,

El mengeneso puede provocar efectos téxicos cuando se en
cuentra en cantidadss excesives en el orgenismo. En minergs -
con exposicién ocupascional a manganeso, se presenta un enve -
nenemiento crdnico caracterizedo por un severo desorden psi -
guiftrico { Locura mangénica) seguido por un desorden neurold
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gico permenente Similar & la enfermedad de FParkinson (3] .

El cobalto resulta esencial para los procesos de metila ~
cidn bioldgica (4), ya que su presenciz es necesarie pars la -
sintesis de la vitamina B,, por la flora intestinal. La defi -
ciencia de cobalto provoca anemi& perniciosa.

El plomo, por su parte, provoce efectos de envenenamienip
acumiletivo en el hombre y los animales, por 1o que se le -
agrupe como elemento t8xico junto con el cadmio, el arsenico

¥ el mercurioe.

Los efectos téxicos del plomo en individuos con envenena
miento erdnico son muy bién conocidos, particularmente aqué -
1llos que se caracterizan por dafiar al sistema nervioso centrd

En nifios, este envenenamiento produce dafic cerebral fisico,
con secuelas permementes, incluyendo problemas de conducta,
retreso intelectual e hipsractividad (6,7) .

La snemia es un padecimiento comin en el envenenamieto
erénico de plomo. La sinbesis del grupo Hemo es afectada pri -
mariamente por la inhibicidn de la deshidratasa del deido del
ta~-aminolevulinico y la ferroquelatasa, la enzima que control
la incorporacidén del fierro a la molécula de Hemo.

Recientemente se han venido estudiando las posibles in =
teracciones entre los elementoe téxicos y los slemsntos esen —
ciales, Tales interacciones son importentes porgus ilustran €.

g slementos tdxions =



modificar los procesds metabélicos que dependen de los elemen

t0s esenciales,

La complejided de las posibles interacciones puede ser -
visualizeda en la figura No« 1 &

Figura No. |

Algunes de las interaccionss involucren 1=z competencie -
por ligantes, otrass son no competitivas. En el caeso del pio -
mo, su posible interaccién con el manganess y el cobelto 88 -
lo se establece de manere indirecte a trevée del fierro y el -
gine, segin is figurs 1. Minguns interaccién directsa, compe -
titiva o no, he sido demostrads.

La extensidén de las interacciones entre plomo, cobalio ¥
nanganeso no se hih cusntificade, por lo aue resulia de inte -
réa desarrollar unea téenica de andlisis qufmico oue permite -

la determinacidn de los tres olementos & los nivelea en que =
pe encuentran en los tejidos asnimslss .
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TI.1 %A ESPECTROFOTOMETEIA DE ABSORCION ATOMICA

La espectrofotometrio de absorcidn atémice como la cong
cenos actuslimente tuvo su origen en 1955, cuando Alkemad y =
¥ilatz por un lado y Walsh por otro publicaron artfculos des
cribiendo el método. Sin embargo es hesta 1962 cuando los i
trumentos de sbsorcifn stifmice empezaron & comercializarse en
todo el mundo. La importancis de la técnica queds de manifies
to 81 consideramos que de 1955 a 1977 se han publicsdo mas de
5500 publicacliones periodicas (9) sobre espectrofotometria de
absorcién atémica.

IX.l.1 Principios de 1a sbsorcién atdmica.

Existen tres formes diatintas de intersccidn entre la =
luz ¥y los &tomos (10} :

A, 5i los ftomos son excitados térmicamente, entonces le

ansrgla sheorhida se Zesprsnds como un sspeciro de emisibn.

Be. Si ia excitacién &8 producida vor energia luminosa, -
los 4tomos s8lo absorben cantidades definides de energfa, es -
ecir; luez de frecuencis definida, y entonces puede observar -
se un espectro de absorcidn stémics.

-

C. La energia sbesorbida en el procesc B puede ser emiti -
da pera formar un espectrc de fiuorescencisa,
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El espectro de absorcién atdmica de un étomo consiste de
une gecuencia de lfneas arregladas en un orden perfectamente —
definido. Cada 1fnea espectrel representa le transicidn entre
dos estsdos atémicos de diferente energfis. El estado de més -~
baje energla es llamado estedo fundsmental.

La excitacidén térmica o eléctrica de un dtomo provoca e
se rezlicen transiciones del estado fundamental & oirps este -~
doa, de acuerdo & 1la ley de Boltzmann (10) :

T B e
N ®s

En 1la cual P j y Po son los pesos de los estados excitade
y fundamental respectivamente, Ej 1la energls de excitacidn ,

k la constentes de Boltzmann y T la temperatura absoluta .

N 3 dividido entre No representa la relacién del ndmero -
de &tomos en el estado excitedo (Jj) contra el mimero de &to -

mos en ol estado fundamental (0).

Al reslizar los cilculos del cociente N;i/NO a diverane -
temperaturas para machos elementos se encontrd que N j es muy -
pequefio comparado con Na s esto significe que o temperaturas
menores de 3000°K casi todos los &tomos se encuentran sn el -
estado fundamental. Parse el proceso de la sbsorcidén etémica,

se puede suponer que el nimero de dtomos en el estado funda =
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mental em idénticeo al ndmero tovsl de &tomos. De lo mnterior
se desprende que el proceso de absorcién atémica es més efi -
ciente que el de emisién en el intervalo de temperaturas meno

res que 3000°K .
i) Anchura de ia 1fnea.

Un étomo aebsorbe luz en un intervalo finito de frecuen -
ciass dentro del cual cae la frecusncia de sbsorcidén fi j -
Walegh demostrd que la Banchura natural de este intervealo es -
del orden de 10_5 nm, sin embargo, vArios proceso provocan su
ensanchami ento. Bl efecto Dopler es uno de ellos y depende di
rectomente de la temperatura. El efecto Lorenz es otro y estéd
relacionado con las colisiones que se producen entre los &to -

nos .

Como los intervalos de absorcién de luz son muy estre -
chos, es necesarioc que la fuente produzca también un hez in -
tenmo y muy estrecho de la mimma longitud qgue la de 1a sbsor-
cidn, 8i se desea que éstz sea selectiva. Por tal razén Welsh
recomendd que la fuente de luz usada en absorcidn atémica de -
biera emitir el espectro del elemenio a determinar,

II.1.2 Instrumentacién.

En la espectrofotometria de absorcidn atémica 1ls mues -
tra por enalizer se transforme en un veapor etdmico sn el gque ~
la meyor parte de los dtomos estén en su estsdo fundamental,
te8l como el principio de la ebsorcién atémica lo requiere.

=8~



Un espectrofotbémetro de absorcién atdmice se compone, en

genersl, de los elementos siguientes (11) :

A, Una fuente de luz monocromdtice de lineas sstrechas -

del elemento B determinsar.

B. Un medio para consegulr el vepor aifmico de la mues -

tra.
C. Un selector de longitud de onde.

D, Un detector seguido por un amplificador y un sistems -

medidor o registrador.

fuente deluz luz emitida por
modulada el Vfor atomico
‘ " salector ‘ o
] ] -y de longitud P detector 1
de ondo -

Figura No.2

amplifica- |
dor c.a.y
rectificadon

lectura
| exterior

La posible interferencia de cuelquier radiacidn emitida —
Por la mube atémica con la wisme longitud de onde que la de 1

-~
&

M
7

PR .. P Y - I e Py .-t k
4o 18 sefigl del detector en un amplificede

fuente, se elimina modulando la salida de ésta, e introduéiag

inorond eafio o 1z

misma frecuencis, tal como me ilustra en la figura No. 2.
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i) Puentes de luz.
A. Lémparas de ecfitodo hueco.

Eates lémparas consisten de un cilindro de vidrioc lleno -
con un gas inerte (neén o argén) bajo une presidn peguefia, dem
tro del cual se encuentra un fnode y un cétodo. Bste dltimo -
tiene la forms de un cilindro bueco y esté hecho o bien relle
nado del metal bajo estudio. El #nodo es un slambre de n:[qual_

o de tungsteno.
Cuando se aplice un voltaje de 100 & 400 V enire loz -
electrodos se produce una descaerga y los 4tomos metélicos son

desplazados de la superficie del cédtodo y excitados, produ -
ciendo 8l gspectro de emisidn del material del cétodo.

B. Lémparas de descargs sin electrodos.

Conusisten de una esfera de ocuarzo dentro de la cual el -~

slemento & dsterminar se coloca en una atmbésfera de gas inerte.
La excitacifn de los &fomos en estas lémparas es produci
da por un campo de alta frecuencia.
Ln venitsie 32 Lstzs lémyparas sobre las de oAtodo hueco -

consinte an 1la mayor intensidad de radiaciones que producen.
ii) Atomizacién.

A, En flemas,

Para producir el vapor atémico de una muestra en una flg
ma, ususlmente se aspira dentro de ella en forma de uns diso -
lucién por medio de un nebulizador neumético.

=10



La técnice para la atomizacidén con flama se describe am -
pliamente en varios libros y ertfculos (9,10,11). Para 8ste -
trabajo results de mayor importancie revisar le astomizecién -
sin flamas,

B. En horno de grafito.
Ia atomizacidén sin flama se logra introduciendo la mues -

tra en un hornc de grafito resistente & la temperatura alts y
protegido de 1s oxidacidén por una stmbéefera de gas inerte. De
bido 2 que el cuarbln sublima hasta los 3800°K, lss temperatu -
ras en el horno pueden ser mayores que les de la flama.

La figura No. 3 mestra la seccién transversal de un hor
no comercial, . -

=

LN

1

Figura No.3
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El g incrive uouslnente uiilizade en 109 hornes de gra—

fito comercisles es o' nitrdgens debido & su bajo costo.

El flujo de ges inertc gue se establece dentro del hor -
ne de grafito puede, en algunos aparstos, ser interrumpido aun
tométicemente durante la eteps de atomizacidén. Da sensibilidad
para algunas elementos se incrementa mediante este procedimien

t0, por 1o que en ciertos casos es recomendables.
iii) Progremacién de temperaturas del horno.

Otra ventaje sdicionsl de les técenicas de atomizacibn -
con horno de grafito es la posibilidad de contar con un progmw
ma de control de temperaturas., Las fases de &ste programs son

tres en general y se esguenatizan en l& figura No. 4.

rom 5seg
vangqgier{ ?letgp
rampa :
variable :
Esecadqculcénacinh Esia-%
'mza
cIon
Figura No.4



ka Lo primers €4ape & ooprima, 2o nrebends elimian.
el spus de la muestra por cobellicifn. En le gegunin, se elimg
na la maetriz de la muestra, por ejempls, maberis oug@inca si -
ge trata de un material biLégico. La tercers fosc os la de -

produceidn del vapor atdmico.

La eliminsecidén completa del material voldtil resulte di -
ficil en algunas ocsciones, & menos que el tiempo y la tempe -
ratura de calcinacidn sumenten hasta el punto en que el metal
8 determinar puedsa perderse parcislmente por vaporizacidén sl -
mismo tiempe. En estos casos eg necesario usar uns m&n‘be'co_x_l_
tfma de luz, como la lémpara de arco de deuterio, para co =~
rregir le sbsorcién-debide &l meterisl metriciel residusl volsz
tilizado durante la etape de atomizacidn. Esta correccidén de -
la sefiel no atémice consiste en hacer pasar un reyo de luz -
contfma de le 1lémpare de arco de deuterio junto con la luz ~
de la lémpera del elemento a través del vepor ntémico de la ~
muestra. Al llegar ambos el detector, la sefial de la lémpa -
ra de oorreccién es restads electrénicsmente de la sefinl de -
la lémpars del elemento, la cusl contiene la suma de la absox
cidn atdmica y no atémica, quedando elimineda asf la sefiel de

fondo.
iv) Arreglos Spticos y sistema de deteccidn.

Existen en genersl dos sistemss Spticos aue utilizean los
instrumentos de sbsorcién stémica : EL sistems de un sélo haz
y el sistema de doble haz.



En el primero, 12 luz proveniente de 1la lémpa:a del ele =
mento se hace pesar, ya moduleds, directemente 2 través de la
mube atbémica producida por el horno, llegando hests el detec -
tor despuds de pasar por un monocromedor (ver figurs No. 2).

En el sistema de doble hez, la luz proveniente de 1ln -
fuente se divide en dos, la primera mitzd pasa a través del -
horno y 1a otra se desvia. Ambas llegan sl detsctor, el cusl -
registra 1a relecifn de una @ la otra.

Le funcidn del monocromedor es la de sisler une sole 1f -~
nes del espectro del elemento. La monocromecién se puede lo =
grar de varias formas, ya sea usando filiros, prismas, o bien
rejilles de reflexidn.

Para le deteccifn de 1la luz que ha pasado por €l sistema
Sptico, los aparatos modernos de absorcibn etémica utilizen -
tubos fotmmltiplicndareé, los cuales contienen su proplo sig
tema smplificedor de 1a sefial.

v) Dispositivos de lectura.

Le absorcién de luz por el vapor etdmico, ususlmente si -
gue 1lm ley de Beer, por 1o gue 1g lectura oblerya un comMpor =
tamiento lineal.lLas mediciones de¢ absorcidn pueden ser hechas
mediante un microamperfmstro, un grafiocador potencioméirico o
uns lectoras digitsl. B



I1.1.3 Injerierencias .

Debido a que les determinaciones en espectrofotometrfa -
de absorcidn atémica sélo pueden ser llevadas & cabo por com-
peracién contra una substancia de referencis, cuslquier carac
terfetice de iz muestrs gue difiera de las de diche substan -
cis produce una interferencis. Dependiendo de su orfgen, 1as —
interferencias pueden ser: quimicas, fisicas, por sefial de -
fondo,0 espectrales, .

i) Interferencias quimicas,

Son squéllas producidas por la formecifn de alpin compues
to quimico que evita lz atomizacién cuantitative del elemento.

¥uchas de les interferenciss tfpicss en 1z espedtrofoto -
metrfa de sbsorcién atémicae de flams, no se producen en los =
nétodos sin fleme gracies al medio inerte del grafito y a la-
stedefera reductors usalos. ‘

A ceuan de que la stomizacién en el horno de grafito se
lleve 8 cabo en 1la superficie del mismo, 1la maestra debe per-~
manscer en uen contacto tanto como sea posible pars favoreca
1a atomizacidn.. Esto significa que la conversifn de ia mies -
tra 8 formas de diffcil fusién o evepormciln aynds & sumentar
sl procezo de stomizacifn, En contraste con los métodos de -
flagpae, 1la formucifn de sulfatos, foefatos y Sxidos o3 venisjo

Son squéllas relscionadas con las ¢iferenciss en prople -
dades fisioms como viscosided, tensiln superficial o gravedad
sspecifice entre 1la muestra y la sustancia de referencia,

=i G



Bste tipo de interferencias no puede ocurrir en los ins =~
$rumentos de hormo de grafito porvue Se originen en el proce -

so de nebulizacién propio de los métodos de flama.

iii) Interferencias por seiial de fondo.

Existen dos causas fundamentales para este tipo de inter
ferencias : Dispersién de luz debida e 2§lidos o partfcules =
en la nube atémice y abeorcién real de luz por moléoulas o x2
dicales provenientes de la matrfz, En la atomizacibn con hor-
no de grafito las interferencias més importantes son las dehd
dag a la segunda causa, Sin embargo, los correctores de fondo
de lémpara de arco de deuterio acoplados &l sistema 6ptico =
eliminen la absorcién no atémice eliminendo el problems.

iv) Interferencias sspectrales.

La interferencie espectral en eapectrofotometria de ab -
sorcién atémice es précticamente imposible como resultado del
sistenza de lur alternante producido por sl modulador y el am-
plificador que estf sintonizado & la frecuencia de modulacién .

IT.1l.4 Ventajes de la espectrofotometrfa de ebsorcién atémice
con horno de grafito.

A) Las determinaciones en espectrofotometrir de aebsor -~
cién atémice sin flame tienen uns sensibilidad extraordinaria,
de mil veces mfs que los métodos con flama sn promedic. Esto
representa una gran ventaja pues permite reslizer anflisis de
elementos presentes en muy pequselias cantidades.
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B} Les determinsciones estédn pricticemente libres de in-

terferencias .

|
C) En algunos cmsos, e8 posible determiner la muestra sin
tratamdento previo, svitando 1la positle contaminecidén. Tam -

hien se reduce el riesgo por pérdida en la manipwlacién .

D) El equipo es més barato que cualquier otro para el -
andlisis de trazss, A la postre también su operscidn es més -
econdmica.

B) Se requieren pequefios volumenes de muestra (de 10 a =
100 microlitroz) para las determinaciones.

¥?) Ls precisifn es aceptable pars anflisis de rutina y -
excelente para anflisis més cuidadosos .

IX,1.5 Desventajas.

El enflisis de tipo cuslitativo no puede ser hecho fécil
mente en espectrofotometrfa de absorcién atdmice derido 2 lss

caracterfsticaes de operacién,

Otre limitacidn del méicdc e= en cuanto & la remlizaeclén
de anflisis multielemental, ez decir, el snfllisis cuantitati -
vo simlténeo de muchos elementos en la misma miestra como -
lcs que se logran usando técnicas de ectivacidn por neutrones
o de fluorescencia de rayos X .

~17=



ITY
PARTE EXPERLMERTAL

IIT.1 ANTECEDENTES DE LOS METODOS.

Se han desarrollado una gren cantided de métodos para la
determinacién de plomo en sangre usando la absorcidn atémica -
de horno de grafito. Las condiciones de operacidn de los ins —~
trumentos en todoe ellos son similares, no asf el tratemien -
to de la maestra previc al anflisia,

Algunos autores rscomiendan unas precipitacién de las prg
tefnas (12), otros un tratamiento in situ con #cido nftrico
{13), etc. , sin embargo, el método de dilucidn con Tritén -
X-100 propuesto por Fexrnféndex (14,15) es el mfis aceptado am =
plismente (16,17,18) por su extraordineris sencillez y gran -
precisidn,.

Similarmente, se han establecido varios métodos para la
dsterminacién de manganeso (19,20,21). Entrs ellos, también -
se informa de métodos que involucran un tratamiento con Tri -
t6n X-100 previo al anflisis (22,23) .

Ie posibilidad de encontrar un método de tratamiento de
la mestre nico para 1os tres metsles resulid atractiva por-
razones de economfa de materisl, reactivos ¥y tiempo de anfili -

Bis,

Adicionalmente, era desesable que la magnitud de los erro
res experimentales fuers Similar oz 102 tres casos, ¥y todo es
to se lograba con el tratamiento Unico de la muestras. Por es ~
t{es razones, se decidid utilizar el métudo de dilucifn con -
Tritén X-100 de 1la muestra para les determinaciones.

] G



III.2 CONDICIONES ESTANDAR.

Antes de reelizer las determinaciocnes de cuelquier ele -
mento por espectrofotometrfa de absorcién atémica es necesario
establecer los parfmetros Sptimos de operaciém del instrumeni.
Para lograrlo, se deben tomar en cuenta tanto las caracterfs —
ticas del elemento de interés como el tipo de matxfz que lo -
contiene (24) .

Los parfmetros instrumentales més importantes del espec -~
trofotémetro son: a) tipo de lémpara y corriente splicada, b)
longitud de onda y sbertura ("=1it") seleccionados, ¢) corrs-—
coldn de fondo.

Los parémetros instrumentales para la operscién del hoxr -
no de grafito son aquéllos relacionsdos con el progrsma de -~
temperaturas: a) tempersturs y tiempo de secado, b) tempers -
tura y tiempo de calcinacién, ¢} temperature y tiempo de &io -~
mi zeci 6n.

También ez necesario seleccioner el tipo de gas inerte «
as? como su fiujo.

En este trabajo, los parémetros de operacién Sptimos pem
la determinmcién de plomo,msnganeso y cobalto fueron encontrs
dos mediante ensayos directos con ssténderes y muestrss sn el
eparato, tomando como base los informados por otros muatores
(17,23) .

A contimiacién se enlistan teales parfmetros, que se man -
tuvieron como condiciones esténdar durante las determinecio -
nes (tables 1, 2 y 3} .



TALBELA 1. Condiciones esténder psrz plomo.

APARATO: Espectrofotbémetro Perkin-Elmer 360 con horno de -
grafito HGA-2200.

Pardmetros del espectrofotdmetro

LAMPARA: EDL {+) de plomo
LONGITUD DE CONDAs 283,3 nm
ABERTURA: 0.7 nm

CORRECCION DE FONDO: Lémpara de arco de deuterio.

Parémetros del horno de grafito

SECADO: temperatura = 98°C
tiempo = 30 seg

CALCINACION: femperatura = 525°C
tiempo = 50 seg

ATOMIZACION: temperatura = 2300°¢C
tiempo = ¥ seg

8AS INERTE: nitrégeno

PLUJO: normel {(no interrumpido)

(+)Nota : EDL significa Lémpara de descargs sin electrodos.



TABLA 2. Condiciones esténdar para manganeso.

APARATO: Bspectrofotémetro Perkin-Elmer 360 con horno de -
grafito HGA-2200.

Parédmetros del espectrofotdmetro

LAHI‘:ABA: HCL (++) de manganeso
CORHLENTE: 20 mA

LONGITUD DE ONDA: 280 nm

ABERTURA: 0.7 nm

CORRECCION DE FONDO: Lémpera de arco de deuterio.

Parémetros del horno de grafito

SECADO: temperatura = 98%
tienmpo = 50 seg

CALCINACION: temperatura = 1100°¢C
tiempo = 30 seg

ATOMIZACION: temperatura = 2400°C
tiempo = 8 Beg

GAS INERTE: nitrégeno

FLUJO: normel (no interrumpido).

(++)Nota: HCL significa Lémpare de cédtodo hueco.



TABLA 3. Condiciones estdndar para cobalto,

APARATO: Espectrofotémetro Perkin-Elmer 360 con horno de -
grafito HGA-2200,

Parimetros del espectrofotémetro

LAMPARA: HCL de cobalto
CORRI ENTE: 30 mA
-LONGITUD DE ONDA: 240.8 nm
ABERTURA: 0.2 nm

CORRECCION DE FONDO: Lémpars de mrco de deuterio

Pardmetros del horno de grafito

SECADO; temperaturs = 98°c
tiempo = 50 seg

CALCINACION: temperatura = 1100°C
tiempo = 8 seg

ATOMIZACION: temperaturs = ?,55300
tiempo = 8 seg

GA3 INEBRTE: nitrégeno

FLUJOs interrumpldo.



III.3 MATERLIAL Y REACIIVGS.

El ¥nico reactivo utilizado en este trabajo fue el Tri -
tén %~100 de Carbiochem, agente de tensidn superficiel usado
en ol tratamiento de le muestra.

Para la obtencidén de las curvas de celibracidn de los -
elementos se usaron soluciones de 1000 ppm (pertes por millén)
de Pitrisol de Mexck,

En todas las discluciones realizades se utilizé agua des
ionizeda por un purificador de sguas Mill¥ R/Q de Millipore .-’

Bl material de vidrio fué lavado sucesivamente con deter
gente libre de metales, scido nftrico diluido Suprapur de -
Merck y finalmente con agua desionizada antes de su empleo. -
El mismo lavedo recibhieron las puntas de pléstico de las pi -
petas Eppendorf de 20 y 50 microlitros que se utilizaron ern -
las determinaciones, |

Todo el laboratoric se mantuve en condiciones de limpie -~
z8, trabajindose con extremo cuidado a fin de evitar cuslouier

poBible contaminacidn.
YIYT.4 METODO DE ANRALISIS DE LAS MURSTRAS

Fl tratamiento pars la maestra en las determinaciones de
plomo, mangeneso y cobelto es similar., Ss diluyéd la miestra -
de sangre total, pexfectamente homogeneizade por fuerte agl -~
taoién mecénicae usando un agitedor Vértex, con una solucién -
de Tritén X-100 g1 0.1% en peso en agua desionizada. La diiu =



cién fue de 1:5 en voldmen para los tres metales.

De 1la solucién diluida se tomaron 20 microlitros con una
pipeta Eppendorf y se introdujeron al horno de grafito del -
aparato directamente. Les mediclones del instrumento se gra -
ficaron usando un registrador Perkin-EBlmer 56 conectado a la~-
salida del espectrofotémetro.

Pera obtener log velores de las concentraciones de las -
miestras, se corrieron soluciones esténdar de concentracifn -
conocide, determinfiniose de esta forme une curve ds calibra -
cién de sltura de pico, en milfmetros, contra la concentra -~
cibn de los esténdares, de la cusl se calcularon las concen -
traciones de las muestras por interpolacién.

En todo el intervalo de concentraciones de 1l8s miestras -
1a curvse de celibracién fué lineal,

IIXI.4 CARACTERISTICAS DE LA MUESTEA,

Les miestras de sangre anslizades en este trabajo fueron
colectadaes por personal del programa de sslud ambientel del -
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAN y irans -~
poritedas al laboretorioc en tubos de vidrio perfectmmente ce -
rredos con tepones de hule & los que previamente se les afim -~
dfan unas gotas de solucidén de heparina Abbott libre de mela-
les como anticosgulante,

La extraccién de sengre de los sujetos se llevl a cabo -
por puncién venoss directa.

Una vez en el laboratorio, las miestras fueron guardedas
en un congelador 8 -20°C hasta el momento de su anéiisis. Las
coructerfeticas de los 30 sujetos que constituyeron la mies -
tra se detallan a contimacidn (Tabla 4) .



TABLA 4. Carscterfsticas de loc sujetos de 1la maestra.

No. de muestra

?

LU= I = < I+ LY I S TC B L S W

5

B

12
i3
14
15

Rdad

25
27
28
22
29
35
33
19
27
26
30
29
52
33
24

25

Sexo

X X K B M OB ®X X M X N ® ® X

tiempo
trabajando
2 sfios

2 meses

2 1/2 afios
8 sfios

6 meses

T afios

1 1/2 sfios
T meses
10 efios

4 afios

6 efios

7 afios

14 sfios
12 afios

15 afics



No., de miestra

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Bdeud

&

i

34
60

25
52
50

B

17

16

-2 6=

Sex0

H o oxX X X & ®2 = B = ® N =

»® =

tiempo

trabajando

1 afio
3 afios
10 afios
5 afios
1 sfio
T afios
15 afios
11 sfios
4 afios
15 afios
7 afios
1 afio
T afios
5 meses

3 afios



Los individuos que donaron las muestras de sangre son -
trabajadores de una fdbrice de acumladores de la zona indus -
trial de Naucalpan, Edo. de México, expuestos ocupacionalmen -
te 2 plomo.

Las muestras mumeradas del uno ai diez son de emplesdos
administrativos gus pueden considerarse como testigos norms -
les en cuanto & sus niveles de plomo.
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Iv
RESULTADOS

Las concentraciones de plomo, manganeso y cobalto de las
30 mestraes procesadas en este trabajo se presentan a conti -

macién (tabla 5).

TABLA 5. Concentraciones de plomo, manganeso y cobalto.

No. de muestra Plomo Manganeso Cobalto

(en microg/100ml) (en ppb} {en ppb)
1 11,78 15.99 67.74
2 19.97 18.87 61.29
3 13.82 11.81 59.68
4 19.97 13.97 61.50
5 19.46 13.68 66.13
6 17.92 11.04 56.99
( 16.39 18.30 59,68
8 19.97 15.27 48.39
9 15.36 T77 48.39
10 14.00 13.92 45.16
11 69.00 15.75 20.97
1z T73.50 9.31 45.16
13 T3.50 13.97 19.35
14 70.00 19.89 36.56
15 70.00 18.73 38.71
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No. de muestra Plomo Mangsneeso Cobelto

(en microg/100ml) (en ppb) (en ppb)
16 63.63 19.31 52,23
17 65.22 18.83 51.61
-~ 18 60.00 15.56 37.09
19 60.83 22.96 45.16
20 60.31 | 19.16 41.94
21 100.50 12.38 35,48
22 106.06 12.82 " 51.61
23 112,00 22.48 29,03
24 103.00 14.98 43.55
25 106.00 24,70 33.87
26 104.50 50.18 32.26
27 108.48 17.58 33.87
28 106.06 24.02 24.19
\29 116.96 15.04 24,19
30 102.72 14.19 33.87
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Como se nuede ohservar, los valores de plomo en los in =
dividuos del mimeroc 11 en sdelante son muiy superiores & los =~
de los testigos normzles. Aquéllos con un mimero entre 21 y -
30 tienen niveles de plomo en sangre que pueden considerarse
téxicos (17,18,25) desde el punto de vista clinico.

Podemos agrupar las muestras en tres categorfas de acuer
do con sus niveles de plomo en sangre de la siguiente formae

Grupo A, Valores normales de plomo en sengre de los mi -
meros 1 a1l 10.

Grupo B, Valores elevedos de plomo en sangrs de los mi -
mercs 11 a8l 20.

Grupo C. Velores téxicos de plomo en sengre de los ni =
meros 21 8l 30,



hid

TRATAMIENTO ESTADISTICO Y DISCUSION DE LOS EESULTADOS.

Los resultadoe de cuglquier experimento recuieren ser -
procescdos de tal menera que ofrezean al investigador la opor
tunidad de interpretarlos de manera sencille .

La estadfstica, desde €stm perspectiva, ofrece un conjun
t0o de& herramientas por medio de las cusleg los dates son or -
ganigzados, resumidos y transformados haesta permitir que el in
vestigador pueda interpretarios y obtener de ellos la méximg-
informacidn posible,

Para este trabajo, se utilizaron algunas técnicas esta -
dfstices sencilles con los objstivos de : a) Organizar y resu
mir la informacién contenida en los datos y b) Encontrar rels
ciones entre las wvarisbles que intervinieron en el eatudio.

El resumen de 1la informacidén gue los datos presentan, -
puede lograrse en genersl, mediante el célculo de dos tipos -
de medides estadistices. Las de tendencia central comc 1la me -
dia, la mediena y la moda gue permiten eatablecer uns locall -
zacién del conjunto de datos en un puntc que loe representa, —
Las medidas de dispsrsién cowo 1a varianza, 1la desviscién es -
tédndar, »1 rango, stec. que proporcionan uns idea de la varia-
cién entre las observaciones debida sl error experimental.

En este trabajo se usaron la media y la desviacidn estdn

dar goma madidag de resumen de los datos.

L
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Las definiciones y métodos de cflculo para la media y la

desviacién estdndzr se encuentran en cuslouier libro de esta -
dfstica (26,27),

i) Estimacidén de la media por intervalo de confianza.

El célculo de la mediz y la desviacidn esténdar de los -
resultados nos permite obtener intervalos de confianza para -

las medias de los grupos.

El intervalo de confienza es un método estadistico de es
timacién en el que se presents le media de logs resultados en—~
forma de un intervalo de velores dentro de los cuales se en -
cuentra lz media con una alts probabilidsd, generalmente de -
0.95, es decir, estaremos un 95% seguros de oue lz media real

estd en ese intervelo,

Haciendo uso de las propiedades de la distribucidén nor -
mel (2), podemos calcular los intervalos de confiesnza median -

te la férmla :

intervalo de confisnza : ( x = tﬁ:jw s )

n

En donde .; ez la medie de la muestra, 8 la desviacifn ss
téndar y tg_‘_ig75 es ¢1 valor extrafdo de tables de la t de -
Student con n-l grados de libertad y una significancia del %

s n 88 el tamafio de la muestra.

En 12 table No, 6 se presentan los valores de las me —
dias, desviaciones estéindar e intervalos de confianza galoy =
lados parza los resultados de las determineciones.



TABLA 6. Medias, desviaciones estdndar e intervelos de con -~

fianza para los resultados.

Grupo A

‘;;t 8

intervalo
de

confianzsa

Grupo B
x+ 8
intervalo
de
confianza

Sxupo €
x + B
intervalo
de
confianza

TOTAL
EER.
intervalo
de
confianza

Plomo

16.86 + 3.03

(14.70, 19,03)

66.60 + 5.28

(62.82, 70.38)

106.63 + 4.84

(103.17, 111.47) (12,76, 28.91)

63.36 + 37.60

(490 33’ 77. 40)

Manganeso

14.06 + 3.34

(11.67, 16.45)

17.35 + 3.81

(14.62, 20.08)

20.84 + 11.29

18.38 + 7.46

(15.60, 21.17)

Cobalto

57.54 + T.75

(51.99. 63.08)

38.88 + 11.25

(30.83, 46.93)

34,19 + B8.32

( 28.24, 40.15)

43.54 + 13.59

(38.46, 48.61)



Con el fin de investigar si existen diferencias en cuan-
to & los niveles de manganeso y cobalto entre los grupos A, B
¥ G, se decidid reslizar un snélisis de varisnza para cada =
metal.

El anflisis de varianza es una técnica estadfstica que i:e;_-
mite probar la existencia de diferencias entre les medias de -
varias poblaciones & partir de los datos de las mestras.

En términos estadisticos, se pretende prober hipbtesis de mu -
lided de 1la forma (27) :

Ho 11:..]_----1112=...,:.—mk
contra la hipétesis slternativa de que &l menos una media po -
blecional m, es diferente, existiendo k medias poblacionales

___—sujetas m comparacibn.

Bn el caso de que k sea igual 8 dos, el anflisis de va -
rianza se convierte en una prueba de t de Student para 12 com
paracibn entre dos medies,

Los procesos de cflculo se describen en cualguier libro -
de estedfstica (27,28) y em costumbre resumirlos en una tabla
de anfilisis de varimnza.

La técnics de anflisis de varienze no nos permite ests -
blecer comparaciones por pares entre las medias de los grupos

sino sélo globalmente, poxr ésta razfn, es necesario contimar
el anflisis estmdfsticc usando prushas de comparaciones milti



ples (29) en 1lms cusles se prueban les hipStesis estedfsti -~

ces 3
Ho mi = m:j
donde m ym j son dos medias cuglquiera de las k comparadas -

en el anfllisis de varianzae. La hipbtesis elternativa es de -

que son diferentes,

Existen varios métodos de comparaciones mfltiples de uso
comin, sin embargo, para los propdésitos de este trabejo, le -
prueba desarrollada por Dunnett (30) es la més indicada. Esta
prueba es reccmendable cuando se desebn comparar varies me - ‘=
dias contra la de un grupo testigo normal, como en el ceso -
de este trabajo. Bn ¢l método de Dunnett se prueban hipltesie
de la formea:

Ho ¢ Iso =m
donde m_ es la media de la poblacidn testigo normsl y m es -
la media de la poblacifin i-ésima, Ia hipbtesis alternativa es

de que son diferentes.

Los céiculos pars la pruebe de Dunnett se describen con -
detelle en Méndez (30) y consiten en obtener un valor criti -
co D con cierte significancis, a partir del cuel se puneden -
considerar sstadisticamente distintas lss dos medias,

A contimiacién se resumen los célculos del endlisis de -
varianza y las comparaciones miltiples para la= medias de los
grupos de las determinaciones de manganeso y cobalto.

35—



TABLA 7 . Anilisis de varianza para mengeneso,

Fuente de Grados de Sume de Cuadrados Valor de
variacién libertad cuadrados medios *o
Entre grupos 2 229,57 114.79 2.25 (N}
Error 27 1378.45 51.05

Total 29 1608,02

El velor de Fo calculado a partir de las columnes de gra
dos de libertad, suma de cuadrados y cuadrados medios, se com
paré contrs un velor ¥ de tablaes con (2, 27) grados de liber
tad, encontréndose no significative (N) 81 5% . Esto signifi -
ca que no existen diferencias entre las medias de mBnganes8o -
de los tres grupos., Sin embargo, se procedid con el anflisis -
de comparaciones miltiples.

Se celculd primero el velor critico D 3

DO.OE- =4 2(CMe)

PV
r
10 |

donde el valor d y Tue extrafde de tablas, CHe es el cua -
 J
drado medio del error en la tabla 7y r es elmimerc de casos

por grupo,

Deaspués, se obtuvieron las diferencies entre las medias -



de los grupos :
-X-B -— ;ﬂ == 3&28

S6lo la diferencia entre las medises de los grupos A y C—
resulte significativa al 5% al ser mayor que eI valor crfti -
eourno"o‘j. Besto significa que 188 mediams de los grupos A y C -
son sstudinticamente diferentes.

TAPLA 8. Anélisis de varianza para cobalto.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valor de
variacién libertad cugdrados medios Po

Entre grupos 2 3048.79 1524.90 17.87(++)
Error 27 2303,78 85.33

Total 29 5353.57

ElL valor calculado de Fo resultd significativo a1 1% al -
compararlo contrs un valor F de tablas con (2, 27) grados -
de liberted. Se procedid smeeguidn con &1 anflisis de compe -
raciones miltiples.

Xl wvalor cxitico D fue :

p-01 _ a , 2(85.3)
?
10
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Se calcularon las diferencias entre les medisms :

XB o ;A = 18.597

Koy = iA = 23.34

Ambag diferencias son significativas al 1% puesto que =

son mayores que el velor critico p?°01 .

iii) Discusién de los resultsdos del tratemiento estsdfstica

Los velores de 1as concentreciones de plomo, manganeso -
¥ cobalto de los testigos normales encontrados en este traba-
Jjo concuerdan ampliamente con aquéllos informados en la lite -
ratura (17,18) tanto en medias como en desviaciones esténdar,
lo cual hece pensar que el método de anélisis desarrcllado -
aquf tiene buenas carscterfsticas de precisién y exsctitud.

En cuanto & log posibles efectos de interaccién podemos -
decir que las mediae de los grupos A y C fueron estadfstica -
mante distintas en cuanto a su concentraciln de manganeso , -
sugiriendo 1la idea de gue la posible interaccién entre plomo -
y este metel se d§ unicemente & concentraciones téxicas.

Sin embargo, s#e observa una marcada relacidn directz en-—
tre 1los niveles de plomo y los de manganeso, es deciy, & ma -
yores concentraciones de plomo en sangre hay més altos valo =
res de manganeso, sl se observan las mediss de los grupos. La
explicacidn de estos hechos estd todavie por dilucidarse.

La evidencia de une poeible interaccién entre rfiomc ¥ =
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cobalto es més fuerte debido a que ademfs de que el anAlisis -
de varianza resultd significativo, también les medias de los -
tres grupos fueron estadfsticamente distintes en el anflisis -

de comparaciones miltiples.

Otro interesante hallazgo es le relacidn inversa gue se -
establece entre plomo y cobslto, es decir, entre mayor concen
tracibén de plomo en sengre hay, més pequefin es la cantidad de
cobalto, Tampoco es posible hasta ¢l momento aventurar algn -
ne explicacién sl respecio. '

*
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I
CONCLUSIONES
1, El método de sbsorcidn atdémica con horno de grafito para
el andlisis de elementos traze en miestras biolégicas -

redine l1as caracterfsticas de:
A. Excelente gensibilidad,

B. Buena precisidén y exactitud.
C. Determinaciones libres de interferencias,

D. Ausencia de contaminacién debido al poco o malo mane
Jo de 1l muestra.

E. Relativeamente bajo costo de operacidn.
P, Sencillez en su manzjo.

G. HReproducibilidad ée sus resultedos.

2. Las téonicas de endlisis para plomo, manganeso y cobalto -
por absorcidén atémica de horno de grafito desarrolladas -
en este trabajo comparten las caracterf{sticas ya citadas -
y winan las de ofrecer un método comin de tratemienio de-
la muestra, con el cusl se optimizan los recursos de tiem
po, material y reactivos., Graciss a 61 sge obtienen mejo -
res resultados para estudios comparativos.

3+« Los valores de concentracifn encontrados en este trabajo
parg sujetos normeles conduerdan oon 102 informadoa en la

1literatura.



Se

6.

8.

Ia precisifn y exsotitnd 4o las determinaciones de plomo ,

manganesc y cobalto es lo suficientemente buena como ps -
ra permitir el subsecuente anflisis de los resultados sin

que el error sxparimental obscurezca las conclusiones.

I:a posible interaccidn entre los niveles de plomo y man -
.ganeaa en sengre es significative solamente & nmiveles 4 -

xicos del primero, sin embargo, sxiste uns relascidn direc

ta entre las concentraciones de ambos metales.

La evidencia de une posible interaceidén entre plomo y co -

balto fue estadfsticamente demostrada tanto a miveles ele

vados como R niveles t6xicos del primer elemento. la re -

lacién que se ssteblece enire ambos meialss ez inveraa.

Debido al disefio del experimento, no es posible concluir -
gus le relacidn entre las concentracionss de plomo y 1::)5 -
otros dos metrles ssa de ceuss a efecto, Tampoco em posi -
ble establecer cusl es el tipo de interaccidn gue s¢ pro -

duce.

Los resultados del sxperimento plantesn la necesidad de -

prosegulr con ls investigacidén utilizsndo experimentos
con animslen, & fin de dilucider las csusas de la posi
ble interaccifn entre los metales.

-y -
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