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I. INTRODUCCTION

El hombre ha estado siempre expuesto a los
metales pesados que tienen concentracianes naturales en
el suelo y el agua, en Areas de grandes concentraciones
urbanas la contaminacién metadlica del alimento y el agua

produjo probablemente los primeros envenenamientos.

El m&todo histéricamente utilizado para
analizar plomo en nuestras biulég?cas y ambientales es
el cumplejumétricu con ditizona. Otros métodos para el
amilisis de plomo san : Espectrofotometria por Absorcién
Atémica (EAR) con sus variantes (EAA clasica, la técnica
en microescala de Delves y el horno de grafito con y sin
plataforma de Livov), la tercera categoria general de

métodos analiticos de plomo es la electrnqulmica.(”

La eleccidn de una metodologia para la
determinacién de plomo en un  laboratorio particular
depende de varios factores entre ellos, disponibilidad
del equipo, numero de muestras a analizar por dla,
propesito del andlisis, experiencia de los analistas que

efectdan el trabajo.



Cuando se inicia el desarronllec de un nuevo
métado analitico se requiren de parametros que permitan
la seleccién de la técnica mas apropiada para el
anilisis de un compuesto determinado, as{ como de 1la
seguridad y confiabilidad de 1la misma. Una parte
integral del desarrolloc de un método analitico es la
validacidn del mismo, es decir el método debe probarse
para determinar su efectividad. La validacién
generalmente incluye una evaluacisn de la especificidad,
linealidad, exactitud y precisiédn proporcionando una

medida del comportamiento del método [z

En el presente trabajo se desarrolld un
m&todo de anklisis y su validacidén, para aplicarlo a la
cuantificacion de plomo en dientes de nifos, entre S5 vy
12 atos de edad, que viven en el Area de Nezahualcoyotl.
El método consistid en la formacién de un quelato con
pirrolidin ditiocarbamato de amonic (APDC) y extraccién
con disolvente orginico, metil isobutil cetona (MIBK),
empleando la técnica de espectrofotometria de absorcién
atémica con flama. El método resultd ser exacto, preciso

y lineal bajo las condiciones que fueron establecidas.



II. FUNDAMENTACION DEL TEMA

€l plomo es un metal del grupo 1V B de 1la
tabla periédica, se encuentra en tres estados de

oxidacien Pe°, Pb2Y, Pb**. E1 PEZ* es €] mas  abundante

en las sales inorganicas, mientras que el Pb4+ es el
estado mas importante en los compuestos organicos. Este
metal se encuentra ampliamente distribuido en una
variedad de minerales, su compuesto mis comin es el
sulfuro de plomo cominmente conocido como galena (PbS),
se extrae de las minas y es de muy baja toxicidad,
quizas debido a su escasa solubilidad. Otros compuestos
menns comunes son la anglesita (PbSDA) y cerrusita
(Pbcﬂsfm. También se encuentra en los minerales de
Uranio y Torioc como producto de degradacion radiocactiva.
Los miltiples beneficios que el plomo ha otorgado a la
civilizaciédn como metal oxidado o transformado en sus
sales es en la plomerfa, fabricacién de acumuladores,
pigmentos (cromatos y silicatos), esmaltes, cer&micos
{azulejo, loza, alfarerial, cristal de plomo,

antidetonantes en las gasolinas, de relleno de

plasticos, en soldadura, etc.



El envenenamiento por plomo no es una
enfermedad moderna, sus sintomas fueron descubiertes
ampliamente por médicos oriegos y romanos. Dioscorides
en el primer siglo descubrid que la ingestién de plemo,

o la inhalacién de sus vapores provocaban célicas. ™

Las culturas clasicas se vieron expuestas al
plomo, en gran parte, debido a los avances tecnolégicos,
por el uso de barnices con plome utilizados en 1la
ceramica cocida a bajas temperaturas, recipientes para
alimento y vino, como material estructural en la
canstruccionrde acueductos, sistemas hidraulicos de 1la
ciudad y tinacos. A la fecha la poblacidén en general se
ve expuesta a varias fuentes similares a esas pero se ha
affadido un toque moderno: las latas de alimentos
selladas con soldadura de plomo, la pintura y las
gasolinas contienen este metal. En urbes densamente
pobladas y mecanizadas, la exposicidn al ploma
aumenta.®

El plomo se encuentra en el aire, el agua vy
el suelo a consecuencia de numerosas actividades
humanas. La inhalacidn del plomo es un riesgo industrial
cuando los metales pintados son cortados o quemados. El
plomo de las cafferias o de los esmaltes de 1la ceramica
ha contaminado el agua y 1los alimentos, Yy ha sido

. < N : s (]
identificado cerca de las fundiciones.



La contaminacién atmosférica se debe en gran
parte a la combustién de 1la gasolina que contiene

p lomu(lo.ll)

México ha sido el primer productor de
plomo refinado dentro del grupo de los palses en

desarrollo.

El Distrito Federal se encuentra situado en
el suroeste de la Cuenca de México a una altitud de mas
de 2,240 m. sobre e; nivel del mar. La Cuenca esta casi
en sy totalidad rodeada de montafias. La combinacién de
la topografia local, 1a consecuente frecuencia de
inversiones de temperatura, 1la alta concentracién
dempografica, la densidad de industrias y el elevado
transito de vehiculos que consumen gasolina con un alte
grado de plomo producen altes niveles de contaminacién

del aire en la Ciudad de Méxica .***’

Es prabable que los efectos téxicos del plomo
constituyan el padecimiento ocupacional mas antiguo del
mundo. En  la actualidad el plomo sa encuentra
ampliamente distribuido en el aire, alimentos y agua, de
modo que es difitcil o casi imposible lograr un medio

ambiente libre de &1.“%'*



Ac FARMACOCINETICA

1. ABSORCION DISTRIBUCION Y EXCRECION

Las principales vias de absorcién del plomo
son el tracto gastrointestinal Yy el aparato
respiratorio. Los compuestos inorginicos de plomo de los
alimentos son pobremente absorbidos por los adultos y su
velocidad de absorcién es proporcional a su
cnncentraciéﬁ. Muchos de los apiones (fosfatos,
sulfatos), presentes en los alimentos, puedan reaccionar
con plemo iénico dando sales insolubles que no se
absorben en el tracto digestivo. Laos niffos absorben una
parte mucho mayor de plomo dietético que los

3 La absorcion por via digestiva varia de

adultos.”
acuerdo con la naturaleza del compuesto, en general se
absorbe aproximadamente 10 % del plomo inorganico
ingerido. E1 calcio, hierro y fésfore en 1la dieta,

pueden alterar la absorcién gastrointestinal de éste

metal.

Después de su absoreién, el plomo  inorganico
se distribuye inicialmente en los -tejidos blandos,

especialmente el epitelio tubular del rifen y en el



higado. Con el tiempo se raedistribuye y depasita en los

huesos, dientes y cabello. 16-18)

Solo pequefias
cantidades de plomo inorgaAnico se acumula en el cerebro,
en la sustancia gris y los ganglios basales. Casi todo
el ploms inorganico circulante se asocia a los
eritrocitos; dnicamente cuando esta presente en
concentraciones relativamente altas queda una parcidn

s s . )
significativa en el plasma.

El plomo ingerido se excreta en las heces vy
1a prina. También se elimina con el sudor vy en la leche

2oy
materna.

2. DISTRIBUCION EN HUESO

Alrededor del 95 % de la carga corpoeral del
metal absorbide se deposita en los huesos, 2% g1
plomo de las sales dseas no contribuye a la toxicidad.
Los factores que afectan la distribucién del calcio
afecta andlogamente la del plomo. Una ingesta elevada de
fosfata favorece el almacepamiento esquelético de plomo,
y menor concentracién en  los tejidos blandos. A la

inversa, una ingesta escasa de fosfatos moviliza el

plomo éseo y eleva su contenidao en los tejidos blandos.



La ingesta elevada de calcio en ausencia de elevacién de
la ingesta de fosfato tiene un efecto similar, debido a
ia competencia con el plomo por el fosfato disponible.
La vitamina D tiende a remover el plomo en los huesos si
se dispone de una cantidad suficiente de fosfato, si no
el depésito de calcio sustituye al de plomo. La hormona
paratiroidea y el dihidrotaquisterol movilizan el plomo
del esqueleto y aumentan la concentracién de plomo en la

sangre y su indice de excrecién urinario.

Puesto que 1 plomo se depasita en los huesos

'y dientes, se puede encontrar por medio de los rayos X
la avidencia de wuna exposicién en el pasado, por

anAlisis en los dientes o por "la linea del plomo" azul

gris en las encias de individuos que han tenido una

exposicién importante en presencia de-una higiene dental

pobre.um



B. TOXICOLOGTIA

1. ENVENENAMIENTO AGUDO POR PLOMO

El envenenamiento agudo por plomo no es muy
comian, Suele deberse a la inhalacion de grandes
cantidades de compuestos industriales de 6xido de plomo,
la ingestisn de compuestos de plomo solubles en Acidos.
Acciones locales en la boca producen marcada
astrigencia, sed y un sabor metilico, se’ pueden
presentar niduseas, dolores abdominales y vomitos. Las
heces pueden ser negras debido al sulfuro de plomo, con
diarrea o constipacién. Los sintomas agudos del sistema
nervioso central incluyen parestesia, dolor y debilidad
muscular. A veces se produce upa crisis hemolitica aguda
que causa severa anemia y hemoglobinuria. Los rifiones
sufren dafo, y hay evidente oliguria Y cambios
uriparios. La muerte puede ocurrir en uno ¢ dos dtas. Si
el paciente sobrevive al episodio agudo, es probable que
aparezcan signos Yy sintomas caracteristicos de

. < za}
envenenamiento crénico por plomo. ze



crénica
categDrJ
sistema
otros.

si ndrome
resultac

abdoming

praducis
signo p
abdomi n,
anorexia
es gene
adultos,
intoxics
marcadoy

abdomina
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2. ENVENENAMIENTO CRONICO PCR PLOMC

Los signos y sintomas de envenenamiento
por plaomo (saturnismo) pueden dividirse en seis
as: gastrointestinales, neuromusculares, del

nervioso central, hematolégicos, renales Y
Pueden aparecer juntos o por separado. Los
s neuromuscular y sistema nerviosos central son
o de wna exposiciédn intensa, y el sindrome

1 de una exposicién mas lenta,

a. EFECTOS GASTROINTESTINALES

El plomo afecta el musculo liso del intestino
ndo sintomas intestinales que son un  importante
recaoz de exposicién al wmetal. El sindrome
1 comienza a menudo con sintomas vagos como
, molestias musculares, cefalea. La constipacién
ralmente un signo precoz especialmente en

pero ocasionalmente hay diarrea. Al avanzar la
cign la anorexia y la constipacion se hacen mas
s+ el espasmo intestinal produce un gran dolor

1, los ataques son pdroxisticos y generalmente
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muy dolorosos. Los misculos abdominales se hacen rigidos
y la hipersensibilidad se manifiesta especialmente en la

regién umbilical.

b. .EFECTOS NEUROMUSCULARES

El si ndrome neuromuscular as una
manifestacién de envenenamiento subagudo avanzado. Hay
debilidad muscular y facil fatiga mucho antes de una
paralisis. t.os grupos musculares afectados son

generalmente los mas activos.

c. EFECTOS RENALES

Se produce nefropatifa. Los aminoacidos,
glucosa y fosfato no pueden reabsorberse normalmente
{s{ndrome de Fanconi), y es pasible 1la hipofosfatemia.
En la orina frecuentemente se encuentran albimina vy
eritrocitos.Las biopsias renales y las muestras
obtenidas en autopsias muestran fibrosis intersticial no
especi fica, degeneracién tubular y cambios glomerulares

¥ vasculares.
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d. EFECTOS HENATOLOGICOS

Una manifestacién hemataolégica muy conocida
del saturnismo es la formacién de agregades de acido
ribonucleico en los eritrocitos, que produce un punteado
baséfilo. Esto no es exclusivo del envenenamiento por
plomo.

La anemia hipocrémica microcitica es mis
comdn que el punteado y es un hallazgo casi  invariable
en los niffos afectados. Esta aneqia puede deberse en
parte a la destruccién de eritrocitos. El1 tipo de
hemoglobina (HbA3) que se encuentra en eritraocitos de
niffos anrémicas con una concentracién elevada de plomo en
la sangre es caracteristico de los eritrocitos
prematuramente envejecidos, pero la vida de la mayoria
de los eritrocitos es normal. La anemia causada por el

envenenamiente por plomo pocas veces es severa.

Las concentraciones muy bajas de plomo

‘%) L a iphibicién se

influyen en la sintesis del Hemo.
ve a nivel de 1la delta—-aminolevulinico (delta-ALA)

dehidratasa y ferroguelatasa.
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La medicion de los precursores del hemo es un
indice de la absorcién reciente de sales de plomo
inorganico. La actividad de la delta-ALA dehidratasa en
hemolizados y delta-ALA en orina son indicadores

sensibles de la exposicién al plomo.

Los efectos maAs comunes, por intoxicacisen con
plomo en los adultos son: anemia, con hemdlisis de las
cé&lulas rojas maduras y alteraciones en la sintesis de
temoglobina, trastornos gastrointestinales (célica) vy

neuropatfas periféricas.

e. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL CSCND

El sf ndrome del SNC se ha llamado
encefalopatia por plomo. Es la manifestacién mas seria
del envenenamiento por plomo. Se produce raramente en
adultos, solo como consecuencia de la absorcion ripida e
intensa del metal, pero el sindrome es camdn en los

a) - o .
2o-2 Las primeras manifestaciones pueden ser

nifos.
torpeza, vértigo, ataxia, caidas, cefalea insomnio,
inquietud e irritabilidad. También hay trastornas
visuales, puede haber meningitis proliferativa, intenso

edema, hemorragias puntiformes, gliosis vy areas de

necrosis focal.
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La expusicion al plomo produce ccasionalmente
un deterioro mental definido y progresivo en los

.30}
niﬂns.(z° 3o

Los antecedentes de los afectados indican
un desarrollo naormal durante los primeras 12 a 18 meses
de vida o mas, seguido de una pérdida sostenida de las
habilidades mptoras y del habla. Puede tener severos--
trastornos hipercinéticos, conducta agresiva y
convulsiones mal controladas. La falta de percepcién
sensitiva deteriora gravemente el aprendizaje. El
sistema nervioso es mAs susceptible al dafo permanente
entre mis pequefic es el nifio y esge principio se puede

extrapolar asi a la vida fetal.™

f. OTROS

Otros signos y sintomas de saturnismo son el
color ceniciento de la cara y la palidez de los labios,
el punteado retiniano la aparicién de “envejecimiento
prematuro" con postura calda de hombros, hipotonia
muscular y una linea llamada de plomo, azul gris, a lo
largo del margen gingival, resultado del depsosito
perindontal de sulfuro de plomo, que puede removerse con

una buena higiene dental.
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C. ANALISIS DE PLOMO EN DIENTES.

La contaminacién ambiental por plomo ha sido
reconocida como la causa de efectos adversos en los
niffos. Una compilacién de varios estudios en correlacidén
entre la inteligencia de los niffos y 1la exposicién al
plomo demostréd wna fuerte relacién entre dosis

raspuesta."m

El plomo se une con gran firmeza a muchos
tejidos en especial al hueso, por tanto, su depésito en
cuerpo es sumamente lenta. E! nivel sanguinec (sabre
todo en células rojas) refleja la ingestidn diaria,
mientras que la cantidad en el hueso refleja

principalmente los antecedentes de exposicién.

En diferentes estudios la cantidad de plomo
presente en dientes ha sido usado como parametre para
medir el tiempo de exposicién de niffos y adultos (Barry
1978,Shapiro et. al. 1978, Needlenman et. al.
1979,Fergusson et. al. 1980, Steenhout ad pourtois

1981) .



Existen diferentes pruebas de 1laboratorio

para medir el grado de exposicién al plomo.

pruebas’ se pueden dividir en dos grupos :

1). Métodos Directos. Basados en la medicion del
en tejidos y liquidos corporales (hueso, dientes,

sangre, etc.).

Estas

metal

arina

2). Métodos Indirectos. Miden elevaciones de metabolitos

producidos por la accién del plomo presente en el

organismo.

1. METODOS DIRECTOS

El motodo que se ha utilizado para an
plomo en muestras biolégicas y ambientales,
complejométrico con Ditizona, actualmente este es

empleado,

alizar
es el

poco
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En la técnica de Espectrofotometria de
Absorcidén Atémica (EAA), se han descrito muchos métodos
de preparacién, y concentracién de la muestra, sin

embargo todas tienen las caracteristicas comunes de @

1) Digestién o tratamiento de la muestra para permitir

la separacién del plomo de la matriz .

2) Aspiracién del plomo idnico en una flama -]
calentamiento del plaoma idnico en solucién por
medios electrotérmicos, donde se reduce al estado

atémicoa.

3). Cuantificacidn espectrofotométrica.

Se han publicado varios métodos aplicables en
la técnica de espectrofotometria de absorcidn atémica.
@437 Yno de éstos y el mis empleado para el analisis
de metales en niveles traza de plomo =21 con
ditiocarbamato de amenio (APDC), éste quelato se extrae
con metil isobutil cetona {(MIBK), el extracto organice
se analiza por absorcién atémica con Flama.®®™*?

Otra categoria general de métodos analiticos
de plomo es la electroquimica. Esta técnica wutiliza

voltamperometria de reduccion ansdica (ASV)."4™*



Otros m&todos empleados para analizar plama
en dientes son: Fluorescencia, Rayos X (XRF), Emisién,

Protén—Inducido, Rayos X {(PIXE).

a. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

La espectrofotometria de absorcisn atémica
utiliza con fines analiticos cuantitativos la propiedad
que poseen los atomos neutros en el estado fundamental

de absorber energia radiante en forma selectiva.

Esta metodologifa posee informacién acerca del
contenido total de un compuesto metalico en una muestra,
es una técnica muy util y difundida en la determinacién
de metales traza en solucién, permite determinar 72
elementos, alcanzando limites de deteccién bajos, del
orden de los wug/ml, con excelente precisiéon y baja
desviacién estandar. Posee ademis la ventaja de
disminuir las pacas interferencias quimicas Y
espectrales, determinando la posibilidad de cuantificar

. 47,40
el elemento en solucidn. 7

En el amalisis par absorcion atémica el

elemento a cuantificar debe ser introducido a la celda
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de la muestra como Atomos libres y neutros, a través de
1a celda pasa el haz de radiacién que va a absorber la
muestira. Frecuentemente este proceso se lagra llevando
una solucién de la muestra como fina niebla a una flama
apropiada, la cual desempefa la funcidn de una celda

conteniendo los Atomos del elemento a cuantificar.

El Atomo de cualquier elemento esta formado
por un nidcles rodeado por electrones en un  ndamero
determinado por su namero atomico, estos electrones se
encuentran distribuidos en 1los orbitales atomicos de
menor energia "estado basal”, de acuerda a la
configuracién electrénica, cuando el 4Atomo absorbe
energia un electrén de algun orbital puede ser promavido
a un orbital mi&s alejado del nacleo y pasar al ‘“estado
excitado" de alta energia, que es inestable, el electrén
retorna espontaneamente a su orbital original o ‘"estado

basal", emitiendo energia. (Figura 1)

ESTADO EXCITADO

ARBORCION EMISTION

ESTADO BASAL

FIGURA 4, ENERQIA DE ABSORCION Y
DE EMISION.



20

El espectro de absorcién y de emisién de un
elemento como A&tomo neutro consta de una serie de lineas
finas blen definidas por su longitud de onda y su
energia, éstas lineas provienen de las di ferentes

transiciones de electrones.

La longitud de onda de la energia absorbida o
emitida es directamente proporcional a 1la transiciéon
electrénica que se efectta. Como cada elemento posee un
ntmerc de electrones anico y en una distribucisn
electrdénica tambien unica, el espectro de absorcién o de
emisidn tamhién es unico para cada elemento, estas
longitudes de onda en absorcién atémica se conocen como
lineas de resonancia.

Un requerimentao importante para que el
proceso de absorciédn atdmica sea efectivo y resulte de
utilidad es que la mayoria de los Atomos presentes en la
muestra se encuentren en el estado ba;ai, como Atomos

excitados o ionizados por la flama sea despreciable.

El anilisis cuantitativeo por absorcion
atémica se basa en el conocimiento de la cantidad de
energia absorbida y su relacion directa con la
concentracidn del elemento a cuantificar, la energtla
absorbida tiene asociada una longitud de onda o linea de

resonancia tipica para cada elemento.
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La radiacién que proviene de la +fuente con
una intensidad Io, es dirigida hacia la +flama (celda),
que contiene atomos en el estado basal, la radiaciédn que
emerge I, se ve disminuida en la concentracién de Atomos
presentes en la flama, esta radiacian I pasa a traves
del monocromador y finalmente llega al detector donde es

madida.
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D. VALIDACION DE METCDOS ANALITICOS.

Una parte integral del desarrollo de un
métondo analitico es la validacién del mismo, es decir,
el método debe probarse para determinar su efectividad.
La validaci4n generalmente. incluye una evaluacién de 1la
precisisn, 1linealidad, exactitud N especificidad,

proporcionando una medida del comportamiento del método.

La validacién del método analitico puede
definirse caomo el proceso pot el tual queda establecido
por estudios de laboratorio, que la capacidad del método
satisface los requisitos para las aplicaciones
anali ticas deseadas. La capacidad se expresa, en este

caso en términos de parametros analfticos.

El proceso de validacién de un método en
particular esta basado en principios cient!i ficos
adecuadas y ha sido optimizado para propésitos practicos

de medicisn.
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i. DEFINICIONES

a. PERFIL DE FLAMA. Se conoce como perfil de
flama a la curva que se aobtiene al graficar los valores
de absorbancia (de una disolucién), en Ffuncién de 1la
altura a la cual se encuentra el quemador. El perfil de
flama varia dependiendo del elemento de que se trate,
del disolvente en el que se encuen&re y de las gases que

se usen para la flama.

b. LIMITE DE DETECCION. Es 1la minima

concentracién de una sustancia en una muestra la cual

puede ser detectada, pero no necesar iamente
cuantificada, bajo las condiciones de trabajo
establecidas.

c. LIMITE DE CUANTIFICACION. Es la menor
concentracién de una sustancia en una muestra dque puede
ser determinada con precisién y exactitud aceptables

bajo las condiciones de operacién establecidas.



d. ESPECIFICIDAD. Es 1la habilidad
método analitico para obtener una respuesta
Ganicamente a la sustancia de interés y no a

componentes de muestra.
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de un
debida

otros

@. LINEALIDAD. iLa linealidad de un sistema o

método analitico es su habilidad para asegurar que los

rasultados analiticos, los cuales pueden ser obt
directamente o por medio de una transfo
matemitica bien definida, son proporcionales
concentracién.de la sustancia dentro de un int

determinado.

f. INTERVALO. E£1 intervalo de un

enidos
macion
a la

ervalo

métado

analitico esta definido par las concentrgciones

comprendidas entre los niveles de concentracidn sd
e inferior de la sustancia (incluyendo estos ni
en la cual se ha demostrado que el meétodo es p

exacto y lineal.

g. PRECISION. La precisisen de un

perior
eles),

ecisa,

método

analftico es el grado de concordancia entre resultados

analfiticos individuales cuando el procedimientp se




a5

aplica repetidamente a diferentes muestreos de una
muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en
términos de desviacién estandar o del caeficiente de
variacién., La precisién es una medida del grado de
reproducibilidad y/o repetibilidad del métedo analitico

bajo las condiciones normales de operacidén.

1> REPETIBILIDAD. Es la precisién de un
método analftico expresada como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes realizadas bajo las
mismas condiciones (analista, tiempo, instrumento,

laboratorio, muestra, etc.).

2) REPRCDUCIBILIDAD. Es la precisidén de un
método analf{tico expresada como la concordancia entre
determinaciones independientas realizada bajo
condiciones diferentes (diferentes anali{stas, en
diferentes dias, en el mismo y/a en diferentes
laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes

equipos, etc.).
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hs EXACTITUD. La exactitud de un métaodo
analitico es la concardancia entre un valor obtenido
ekperimentalmente y el valor de referencia. Se expresa
como el porciento de recobro obtenido del andlisis de
muestras a las que se les ha adicionado cantidades

conocidas de la sustancia.

2. DETERMINACIONES

a.vPERFIL DE FLAMA. Se prepara una disolucién

de concentracién conocida del elemento que se va a

analizar en el disolvente de extraccién. Si la flama es

de aire-acetileno se varia la proporcién de 1los gases,

aspirando la disolucidn preparada en la flama y se mide
la absorbancia hasta encontrar una mayor lectura.

’

Una vez que se conoce la composicidén Sptima

de la flama, se procede a variar la altura del gquemador

y se obtiene las lecturas de absorbancia.
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b, LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION. Para
efectuar la determinacién del limite de deteccion se
preparan cuatro disoluciones, dos con una concentracién
del triple de lo seffalado en el manual del equipo como
limite de deteccidn y otras dos del quintuple. Primero
se ajusta el equipo con una disolucién de mayor
caoncentracién que las anteriores y luego se aspira agua
para lavar bien la cimara de premezclado y en seguida se
toman 20 lecturas de cada una de las cuatro
discluciones.

El limite de cuantificacién se toma como 10
veces la desviacién estandar y es la cantidad minima que
se puede informar, cuando se efectta una determinacién,
para tener la certeza de que 1la seffal es debida al

elemento medido.

c., ESPECIFICIDAD. La especificidad de un
método analitico se demuestra al comparar los resultados
del anilisis de una muestra que cantiene impurezas,
productos de degradacion o formacién u otros componentes
diferentes a la sustancia de interés, con upa muestra
que carece de lo anterior.

CRITERIO: Confirmar que el método
desarrollado es capaz de cuantificar la sustancia de
interés sSin gue exista interferencia de atras

sustancias presentes.
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d. LINEALIDAD DEL SISTEMA. Se determina
construyendo una curva de calibracidén (concentracién
contra respuesta medida) utilizando cuanda menas ecinco
diluciones preparadas a partir de una misma solucidn
patrén y haciendo analisis cuando menos por duplicado

para cada dilucioen.

El intervalo entre las concentraciones a

analizar dependerad del propésito del métado.

CRITERIO:
CV <& =1.57%
r>6 =099 , r >&=0.98

m= 1.0 , b 0.0

e. PRECISION DEL SISTEMA. Se determina por el
anidlisis sextuplicado de una misma sSOlucién estandar
correspondiente al 100 % establecido en la linealidad

del sistema.

CRITERIO:

CV <6 = 1.5 %
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f. LINEALIDAD DEL METODO. Se determina a
partir de cantidades adiciopadas de cuando menos tres
diferentes concentraciones de la sustancia de interés,
cada uno de manera independiente, haciendo los analisis

por triplicado.

Las concentraciones de las cantidades
adicionadas deben ser las adecuadas para que, utilizando
el método propuesto, las concentraciones de las
soluciones finales estén dentro del intervalo de la
linealidad del sistema, incluyendo siempre la
correspondiente al 100 %. La amplitud del estudio

dependera del uso y aplicaciones del método.

CRITERIO:
bx o0, r°- >0 = 0.98

3
24
-

R=97-103%Z, V<& =3%

g- PRECISION CREPETIBILIDAD). Para
cuantificar este parametro se utilizan las datos

obtenidos en la exactitud.



h. PRECISION C(REPRODUCIBILIDAD). Se determina
de una muestra homaogenea del producto cercana al 100 %
de la concentracisén tedrica, analizada cuando menas por

dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicada.

1. EXACTITUD AL 100 %. Se determina_ de,
cuandos menos, seis placehos cargados de manera
independiente con la cantidad necesaria de la sustancia
de interés para obtener la concentracion del 100 7%,
utilizando el método propuesto, haciendo el andlisis en
las mismas cuﬁdicinnes de operacidén y por el mismo

analista.

CRITERID:
R =97 —-103%Z, .CV <6 =31%
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II1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la expasicion al plomo de origen
industrial en México, la via de absorcién
gastrointestinal .es importante, debido a 1los malos

habitos de higiene. La via de absorcién pulmonar

representa para la poblacién de los grandes
asentamientos humanos la principal via de
absorcién.(17)

Los nifios estan expuestos crénicamente a
bajos niveles de plomo en su dieta, en el mismo aire que
respiran, en el polvo vy la tierra de los 1lugares donde
juegan. £sto se refleja en elevadas concentraciones de
plomo en sangre de varios nifos (30 a &0 ug/dl) y puede

ser causa de toxicidad para el SNC.

En general, los cambios funcionales en nifios
expuestos a bajos niveles de plomo que mas
frecuentemente han sido reportados son: un incremento en
la incidencia de hiperactividad, problemas de
aprendizaje y bajas en el coeficiente intelectual.(Z)

lLa cantidad dé plomo presente en dientes ha

sido usado comp parametro para medir el tiempo de

exposicion de nifios y adultos en diferentes estudios.
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Aunque el método de Espectrofotometria por
Absorcion Atémica tiene la precisién y  exactitud para
obtener resultados analiticos aceptables para la
determinacién de plomo en dientes, se debe asegurar la
calidad de los resultados obtenidos, es decir, que la
técnica proporcione resultados confiables, lo cual salo
se puede garantizar mediante una validacién del método

desarrollado.

La validacidn se convierte en una valiosa
arma en la implementacion de metodos anpaliticos, es
decir en aquélloa casos en los gue resulta necesario
adecuar dichos métodos a las condiciones de cada
laboratorio. Tal es el caso del presente trabajo, para
el cual se recurrié al desarreolle e implementacién del
método para la cuantificacien de plome en dientes

de nifios.
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IV, OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Validar el métodn analitico para la cuantificacién de
plomo en muestras de dientes, empleando el sistema de
quelacion-extraccién con pirrolidin ditiocarbamato de

amenio/metil isobutil cetona (APDC/MIBK).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar el perfil de flama para Pb.

2. Determinar el limite de deteccién para Pb.

3. Determinar el limite de cuantificacién para FPb.

4 Determinar el efecto del pH en la eficiencia de 1a
extraccién del quelato (Pb-APDC).

5. Determinar los tiempos de agitacion ¢ptimos para la
farmaeion del quelato (PL-APDC).

6. Determinar la especificidad, linealidad, precisidén vy

exactitud del método analitico.
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V. HIPOTESIS

Dado que una porcién del plomo que se absorbe
por via respiratoria y gastrointestinal se distribuye en
dientes, se puede cuantificar 1la cantidad del metal
presente en ellos, mediante la diselucion de las
muestras, formando posteriormente un quelato de plomo
con pirrolidin ditiocarbamatec de amonio (APDC), 1
extrayendo con metil isobutil cetona para evaluarlo
mediante espectroscopia de absorcién atédmica. Para
asegurar que ius resultados obtenidos son confiables se

debe validar el método analitico.



VI. MATERIAL Y METODO.

A. MATERIAL

1. Vasos de precipitado de 50, 100 ml. Pyrex.

2. Matridces aforados de 25, 50 y 100 ml. Pyrex.

35

3. Pipetas volumétricas de i, 2, 3, Sy 10 ml. Pyrex.

4. Pipeta automatica 5-200 ul.

S. Pipetas graduadas de 5 y 10 ml. Pyrex.

6. Pipetas pasteur.

7. Tubos para centrifuga de t5 ml. Pyrex.

8. Tubos de ensayo de 10 ml. Pyrex.

~?. Pinzas,espatula,perilla. piseta,gradilla.

10. Parrilla de calentamiento.

B. XINSTRUMENTOS

1. Potenciémetro. CORNING 20.
2. Balanza Analitica. AINSWORTH. MODEL 100A
3.Espectrofotémetro de Absercién Atémica. PYE

8SP-192.

UNICAM
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€. METODO GENERAL

Los dientes se pulieron 1% lavaron
carrectamente con detergente na isnico Yy agua
desionizada . Las piezas se pesaron individulamente y se
colocaron en vasos de precipitado de 50 ml. Se secaron a
110°C durante 4 horas Y &07C durante 12 haras. Una vez
secos se pesaron . Se adiciond Aacido nitrico y se
calentd hasta disolucién. Se aford a S50 ml con agua
desionizada. De ésta soclucidn se tomd una alicuota, se
adiciond 1.0 ml de buffer glicina 0.2 M -~ Aacido
clorhidrico a pH 2.0 sa adiciond pirrolidin
ditiocarbamato de amonio se extrajo con metil isobutil
cetana (MIBK). Se separd la fase orgianica y se sometid a
anilisis par absarcién atémica. De forma paralela se

trabajé un blanco.

1. PERFIL DE FLAMA .

De una solucién de 1.0 ppm, se tomaron
alicutas de 5.0 ml y se realizd el métndo general para
la formacién del quelato. Las lecturas de absorbancia se
efectuaron a diferentes alturas del quemador ( 4, 6, B8,

10, 12, 14, 18 y 20 mm.).
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2. TIEMPO DE AGITACION

Se prepard una solucién de 1.0 ppm de Pb en
agua. De esta solucién se tomaron alicuotas de 5.0 ml. y
se colocaron en tubos de centrifuga, se adiciond 1.0 ml
de buffer glicina .~ Acido clorhidrico a pH 2.0 . Se
adiciond pirrolidin ditiocarbamato de amonio y se
agitéd por 0.5, 1.0, 1.9, 2.0 y 3.0 minutos. El1 quelato
se extrajo con metil iscobutil cetona y se analizé
mediante absorcion atomica. El anilisis de cada una de
las muestras se hizo por duplicado, para obtener 1los

datos de absorbancia.

3. EFECTO DEL pH

Se prepardé una solucién de 1.0 ppm. de Pb en
agua, De esta solucién se tomaron alicuotas de 5.0 ml. y
sg colocaron en tubos de centrifuga, se adiciond 1.0 al
de glicina variando el pH desde 0 hasta 14 adicionando
HCl o NaoH. Se adiciond pirrolidin ditiocarbamato de
amonio y se agitéd par 1.0 min. El guelato se extrajo con
metil isobutilcetona y se analizé mediante absorcién
atémica. El anAlisis de cada una de las muestras se hizo

por duplicado.



4. LIMITE DE DETECCICON Y CUANTIFICACION

Se prepararon dos soluciones por duplicade de
0.25 v 1.0 ppm. Se tomaron alicutas de 5.0 ml de éstas
soluciones y se les realizé el procedimiento general
para la formacién del quelato. Se tomaran 20 lecturas de
absorbancia de cada una de las concentraciones, para

determinar el limite de deteccién y de cuantificacién.

S. ESPECIFICIDAD

Se construyd una curva de calibracidan
empleando la disolucisn de dientes a la cual se le
adiciond diferentes cantidades de plomo (0.6, 0.8, 1.0 y
1.2 ppm.) para obtener la grafica de absorbancia contra
concentracidn. Se prepardé una curva patrén de Pb en
solucién acuosa y se compararon ambas graficas. Se
trabajé una muestra de la solucién de dientes sin

adicionarle Pb y se abtuvo su absorbancia.
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6. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se determind construyendo una curva de

" calibracisén (concentracison cantra abserbancia),
utilizande la siguiente concentracién: 0.2, 0.5, 1.0,
1.9 y 2.0 ppm de Pb. De éstas soluciones se tomaron
alicuotas de 5.0 ml y se les realizé el método general
para la formacidén del gquelato. El apalisis de cada

dilucién se hizo por duplicado.

7. PRECISION DEL SISTEMA

Se determind por el analisis sextuplicado de
una solucisn de 1.0 ppm de Pb, se tomaron alicuctas de S5
ml y se les realizé el método general para 1a obtencién

del quelato de plomo con pirrolidin. diticcarbamato de

amonia.
8. LINEALIDAD DEL METODO
Se determind a partir de cantidades
adicionadas a una solucién de dientes que van de: &0,

80. 100 y 120 % (tomando como el 100 % la concentracion
de 1.0 ppm), cada una de manera independiente.lLos

analisis se hicieran por cuadruplicado.
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0. EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 3100 %

Se determind apartir de seis disoluciones de
dientes, adicionando de manera independiente 1.0 ppm de
Pb (correspondiente al 100 %), wutilizando el método
general para la obtenci&n del quelato de plomo con APDC.
El anilisis se hizo bajo. las mismas cundiciqnes de

operacién y por el mismo analista.

L 4 10. PRECISION (REPRODUCIBILIDADD

Se determind a partir de una suestra
homogénea de Pb cercana al 100 % (1.0 ppm) y se analizé

par dos analistas, en dos dlas diferentes vy por

triplicado.
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VII. RESULTADOS

1. PERFIL DE FLAMA.

Tabla No. 1. Valores de absorbancia a las diferentes

alturas del quemador

ALTURA (mm) ABSORBANCIA
4.0 0.0244
6.0 0.0254
8.0 0.0300
10.0 0.0380
12.0 0.0250
14.0 0.0140¢
18.0 -0.0240
20.0 =0.0240

2. TIEMPD DE AGITACION.

Tabla No.2. Lecturas de absorbancia a diferentes
tiempos de agitacién.

TIEMPD (min) ABSORBANCIA

0.5 0,026
1.0 0.025
1.5 0.023
2,0 0.025

3.0 " 0.025




PERFIL DE FLAMA
PARA Pb. |

ABBORBANCIA

. 0.04
003
0.02
0.01 o

ol
-0.01
-0.02‘
-0.03 ——

0 6 0 % 20 . 26
ALTURA DEL QUEMADQOR (mm}

—- Pb

Qrafica No. 1 Perfll de Flama.
Sistema APDC-MIBK.



3. EFECTO DE!

Tabla No.3.

pH EN LA EXTRACCION DEL GUELATO
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Absorbancias obtenidas a diferentes

pH.
pH ABSORBANCIA
2.0 0.0585
4.0 0.0545
5.0 0.0535
8.0 0.0535
10.0 0.0445
12.0 0.0255
14.0 0.0255 .




PH OPTIMO DE EXTRACCION
PARA EL QUELATO Pb-APDC

ABSORBANCIA
0.07
0'06 e e g R L LR T R I S R
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2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0
pH
— Pb
ARAFICA No. 2. Eteato del pM, an

ia eflolenola de extraoclén del Pb,
Ueando &l alatema ARDC-~HMIBK

Va4



A4.LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

- Tabla No 4.Absorbancias de dos soluciaones de Pb a
diferente cancentracidn.

MUESTRA ABSORBANCIA
(CONCENTRACION 0.02 PPM)

1 0.008 0.008
2 0.007 0.008
3 0.00& 0.009
4 0.007 0.00%
5 0.006 0.007
& 0.005 0.008
7 0.009 0.007
8 0.010 0.007
9 0.008 0.006
10 0.007 0.008
11 0.008 0.008
12 ©.004 0.004&
13 ©.007 0.007
©0.007 0.004

0.010 0.007

0.007 0.008

0.00% 0.009

0.009 ~ 0.008

"q.ooe 0.007

zo R .';‘- o0-'008 0. 008




LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Tabla No S.Absorbancias de dos soluciones de Pb a
.. diferente concentracién,

ABSORBANCTIA
MUESTRA (CONCENTRACION 0.04 PPM)
1 0.034 0.035
2 0.0346 0.036
3 0.0335 0.035
a4 0.035 0.035
S 0.035 0.037
b 0.036 0.036
7 0.037 0.037
8 0,035 0.036
9 0.0346 0.037
10 0.034 0.035
11 0.035 - 0.036
12 0.036 0.034
13 0.036 0.036
14 - 06,035 0.035
t5 0.036 0.036
16 0.037 0.037
17 0.036 0.03&
18 0.035 0.036
19 0.036 0.035
20 0.036 0.036




Concentracién

% = 0.0072

s = 0.00105630%9

Lp
Lo

0.0088

0.027

0.02 ppm

Concentracion = 0.04 ppm

®
s
LD

Lo

= 0.0357

0.0007163
0.0024

0.0080

a7

Concentracién = 0.02ppm
X = 0.00755

s = 0.000944513

FD = 0.0075

L@ = 0.025

Concentracién = 0.04ppm

X = 0.03575
s = 0.0007181
LD = 0.0024

L@ = 0.00B0



3. ESPECIFICIDAD

Tabla. No.&.Absorbancias obtenidas en la solucién de
dientes, con cantidades adicionads de Pb.

GONCENTRACION ABSORDANCIA
ppm
0.40 0.38
0.80 Q.47
1.00 0.5&
1.20 0.45
SOLUCXON DK 0.12
DIENTES

Tabla No.7. Absorbancias obtenidas en una

solucién estindar de Pb.

CON:::TRACIDN ARSORBANCIA
0.40 0.27
0.80 0.36
1.00 0.44
1.20 0.52
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Calculo de las pendientes:

a) Solucién estandar de plomo:x

0.52 — 0.27

m = = Q.41
1.2 - 0.6
b) Solucién de dientes =
0.65 — 0.38
n = = 0,45

1.2 - 0.6



ESPECIFICIDAD DEL METODO
ANALITICO.

ABSORBANCIA

07
06 :
0.4 ‘ <
0.1

0 . . S
04 -028 06 G620 040 060 08 10 - 12
CONCENTRACION (ppm)

—— SOLUCION ACUOSA  —+ SOLUCION DE DIENTES

Grafica No 3. Comparacién de dos curvas
para Pb en solucién de dientes y en
solucidn acuosa,

0s



Tahla. No. 8. Linealidad del sistema para Pb.
empleanbdo el sistema APDC-MIBK.

6.LINEALIDAD DEL SISTEMA

CONE. { ppm ) ABSORBANCTIA
0.2 0.006 0.005
0.5 0.016 0.017
1.0 0.034 0.035
1.5 0.052 0,052
2.0 0.070 0.070
Ex = 10.40

fy = 0.357

15.08

M
x
fl

Zy* = 0.018195

Fxy = 0.5237

Coeficiente de correlacién.

2
[ {2) (5) (0.35237) - (10.4} (0.357)]
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2
[ (2) (5) (15.03)—(10.04)2] [(5) (2) (0.01819} (0. 357)]

1
2

l



r = 0,999841419

Coeficiente de determinacién:

r? = 0,99948286

flesviacién estandar:
12

(10) {0.032988) —~ (0.32a8)°
DE =

(10} (10-1)

DE = 0.049488045

Coeficiente de variacion:

0.049488045
cv = % 100 = 1.5 %
I.28°
Pendiente:
(3) (2) (0.5237) - (10.4) {0.357)
m=

(5) {2} (15.08) — (10.4007

= 0.03574
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QOrdenada:

(0.037) - (0.03574)(10.04)

2) ()

= -~ 0.033599

Criterio de aceptacidn: €1 sistema es

ya ques
cCV = 1.5

“r = 0.99

r* = 0.99

7.PRECISTON DEL.

SISTEMA

54

lineal

- Tabla 9. Absorbancias obtenidas dé seis muestras
de una solucidn estandar de FPb al 100 %Z.

CONGENTRACION( ppm} ABEQORBANCIA
1.0 0.044
1.0 0.045
1.0 0.045
1.0 0.043
1.0 0.044
1.0 0.043




5%

Ly = 0.264
Zy®= 0.011617

y = 0.044

Desviacidén estAndar:

/2

(6)(0.0115617) — (0.268)7

DE = = 0.000447213
{6) (6-1) '

Coeficiente de variacién:

0.000447213
cY = % 100 = 1,01639 %

0.044

Criterio de aceptacién: El sistema es preciso

ya que cumple con el criterio de acetacién

Cy = 1.01 %



8.LINEALIDAD DEL METODO

Tabla No.10. Linealidad del método.Cantidades

recuperadas de Pb en la solucién de dientes.

i | weaizinar 1 aconso
0-40 0.60 £0.00
0.60 0.58 58.18
0.60 0.61 61.80
0.&0 0.40 £0.00
0.80 0.78 : 78. 18
0.80 0.80 80.00
0.80 0.81 81.88
0.80 0.80 80.00
1.00 0.98 98.18
1.00 1.00 100.00
1.00 1.00 100.00
1.00 1.01 101.81
1.20 1.21 121.88
1.20 ' 120.00
120 118.18
1.20 ,: 120.00
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Ix = 1440.00

1440.09

M
<
]

x” = 137600.00
Zy" = 137446.4345

Exy = 137607.80

3 24.4969

Pendiente:

(4) (4) (137609.8) — (1440) (1440.09)
M= . = 1.0002125
(4) (4) (137600) — (1440)

Ordenada al origen:

(1440.09} —~ (1.00021235) {1440)

b = = =~ 0.0135
14

Coeficiente de determinacién:
2

2 [ (16) (137609.8) ~ (1440)(1440.09)]
=

[(1&:) (137600)-(1440)2] [ (16) (137646, 43)—(!440.0‘?)2]
2

r® = 0.996458

r = 0 .9983274601
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ER = 1599.915

]

R%= 160023.9923

99.99
DE = 2.7327

f

CV = 2,732932

Contraste de Hipdtesis para la pendiente.

Error tipico:

(137646.43)~(-0.0135) (1340.09)—-(1.0) {137607.8)

y/x
14

Syrx = 1.295029922

172

16
S ,.= (1.295029922) = 1,337501153
Y% 16 - 1
/2
(1.0002125-1,0) (24.49698079) (16-1)
t:alc.=
1.337501153
t = 0.015073807

cale
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ta/z = 2.5602 totlz = - 2,602

~2.602 < 0.0150 < 2.602 . Por lo tanta se acepta Ho.La

pendiente es igual a uno.

Contraste de hipdtesis para la ordenada .

Estadigrafao de prueba:

~0.0135 - 0.00 -s
t = = = 2.05 x 10
calc. 137.600'00 -qu

(1.3375)
(16) (9&01633085)_'

~2.402 ¢ —2.05 X 107 2.4602. Por lo tanto se acepta

Ho.La ordenada es igual a cero.
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Intervalo de confianza:

a) pendiente:

1.000212 ¥ (2.802) [

1.33750114 .
1/2

24,4969 (15)
IC = ( 0.9635 a 1,03689 ) v -
b) ordenada:

-0.0135 ¥ (2.4602) (0.001265)

IC = (-0.0102 a 0.003293 )

Criterio de aceptacién: El método es lineal

ya ques

m=1.0 r = 0.99
b =0.0 oV = 2,73
r*= 0.99 R = 99.94



12

1 .

08
08
04
0.2

0

LINEALIDAD DEL METODO
PARA PLOMO

OAKTIDAD REOUPERADA (ppm)

1
0.60 0.80 100 1.20 140
GANTIDAD ADIOIQNADA ippml : :

— Pb .

Grafiea No b, Linealidad del Método
Para Ph.Sistema APDC-MIBK

19



9. EXACTITUD ¥ REPETIBILIDAD AL 100

e

Tabla No-11. Porciento de recobro de Pb,en una
solucidn de dientes, de cantidades adicionadas.

APIGIONADA ppm|nzouREmABA ppm| ¥ RECOBRO
1.00 0.97 97.72
t.co 0.97 97.72
t.00 1.00 100. 00
1.00 1.00 100.00
.00 0.97 97.72
1.00 .02 102.27

IR = 403.7
=r¥= 60744.845

R = 100.6164

Desviacién estandar:
12

(&) (40736.845) - (603.7)° ]
DE = = 0.95533589
(&) (6=1) J
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Coeficiente de variacién.

0. 75533589

CV = x 100 = 0.949480767 ¥

100. 61646

Contraste de hipstesis:
Ho = =0

Ha = H =0

Estadigrafo de contraste:

100.61 - 100 '
= = 1.580%

£ ab
“ 0.9553
¢ & ’112
Hnm4p.nm= 2.1318 Ic = { 99.78 - 101.44 )
Criterio de aceptacién:Se acepta Ho, vya que:
t <t . . Por lo tanto el método es exacto, es decir
eal tab

existe una concordancia de los resultados obtenidos en
el analisis experimental con respecto al valor de
referencia.

V<30 , vy "= 100.61. El método es
repetible por un mismo analista, entre determinaciones

independientes.
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10,PRECISION (REPRODUCIBIL.IDAD)

Tabla Na.12. Porcentaje de recobro de Pb obtenido
por dos analistas en dos dias diferentes.

A NAL IS TA
4 2

100.00 100. 00
© " 100.00 102. 27
. 97.77 97.72
R 101.58 97.72
2 100.00 ' 100.00
98.41 100.00

fyi = 597.76
Tyi = 597.60
Tyi = 1195.36
£Eyij = 357224, 4852
(£yi) = 714442.7776

rESy®iik = 119098.0408

Suma de cuadrados:

714442,7776 (1195.36)%
sCa = - = 0.00214
(2)(3) {2) (2) (3)
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: 307226. 4852 714442.7776
SCd = - = 1.76546
3 (2) (3}
397226. 6852
SCe = 119098.060B -~ ——— . = 22,49907
. 3

Tabla No.13. Anilisis de varianza (ANADEVA)

FUENTE ARADOS SUMA MEDIA
DE DE 134 DE F F
cal 0.05
VARIACION |[LIBERTAD | CUADRADOS [CUADRADOS
SCA © MCa = Fa =
=
‘N“:x TAlgla= 1 0.00214 [0.00214 0.00z4| 18.51
scd = ucd = Fd =
DIA gld= 2 4. a8
o 1.7654 0.00272 (0.8138
BCe = MCe =
ERROR gle= 8 22. 4poo
& z2.8122
Fa < Fo o3 El método analitico es reproducible por
los analistas.
Fd < F El métode analfitico es reproducible en

©.05

distintos dias por un mismo analista.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

Antes de iniciar la validacién del método se
llevaron a cabo diferentes pruebas con solucién
estandar, con chjeto de dejar establecido el mé¢todo para
la cuantificacién de plomo en dientes. Se determind el
perf¥il de flama, ya que -éste varia dependiendo del
elemento del que se trate, del disolvente en el que se
encuentre y de los gases que se usan para la flama en
absorcién atémica. Encontrandose que la altura del
quemador a la que se obtenta una mayor lectura de
absorbancia era de 10 m@mm, por 1lo gque se mantuvo

constante ésta altura en todas las determinaciones.

Se determind tambien el tiempo de agitacidn y
el pH al cual se abtenia una mayor lectura de
absorbancia. Los resultados de las absorbancias
obtenidas en los dieferentes tiempos de agitacién de las
muestras, son muy parecidas, por lo que se puede decir
que el quelato se forma inmediatamente después de la
reaccién entre el plomo y la pirrolidin ditiocarbamato
de amonio (APDC) y ésto no depende del tiempo de
agitacidn de las muestras. Con lo que respecta al pM, se
encontré que a pH Acido se obtenfa una mayor lectura de
absorbancia que a pH basico, siendo el rango de pH de 2

a 3 donde se obtuvo unha lectura mayor de absorbancia.
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Los limites de deteccién y de cuantificacién
que se obtuvieran fueron de 0.0040 y 0.012

respectivamente.

Los resultados abtenidos en la validacién del
método para la cuantificacien de plome en dientes;
muestran que el c=istema resulté ser lineal a las
concentraciones utilizadas, es decir se abtuvo upa
respuesta proporcional con respecto a 1la concentracién
de plomo en la muestra. El sistema resultéd también ser
preciso ya que se obtuvo un coeficiente de variacién

menor a 1.5 % .

Dado que el sistema resultd ser lineal vy
preciso se procedié a la wvalidacion del metodo, para
ello fué npecesario utilizar cantidades adicionadas, en
éste caso la solucidén que sSe utilizé para hacer las
determinaciones fué; los dientes diluidos en 4&cido
nitrico concentrado y agua, por lo que para las
diferentes determinaciones se considerd el ploma inicial
presente en las muestras. Estadisticamente los
raesultados demuestran que el método es lineal y exacto,
can esto se asegura gue la influencia de las variables
como son analista, reactivos equipo, no influyen en la

medicién de la absorbancia-
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El método analftico es reproducible por dos
anali stas y en distintos dias por un mismo analista, lo
cual garantiza que bajo diferentes condiciones de
anilisis, se aobtienen resultados confiables, aun cuando
no se pueda controlar variables tales como reactivos
enpleados, material utilizado, analista o dia de la

determinacién.
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el estudio de
validacién para el método de cuantificacién de plomo en
dientes demuestran que éste es especifico, lineal,
exacto, preciso ( repetible y reproducible).Por lo que
se concluye que el efecta de las variables fisicas,
quimicas e instrumentales sobre el método, no afectan la
capacidad del mismo para proporcionar resultados
confiables. Es decir aun cuando no se puedan controlar
variables tales como; reactivos empleados, material
utilizado,equipo analista o dia del andlisis se obtienen

resultados consistentes.

Por todo lo anterior el método puede ser
empleado con un alto grado de confiabilidad en el
laboratorio de Espectroscopfa de Absorcién Atdmica en la
FES =zaragoza Campus II, para cuantificar plomo en

dientes.
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X. PROPUESTAS Y~/O RECOMENDACIONES

los parémEtrus de validacién que no fueron
determinaron en este trabajo y que se proponen que se

realicen son los siguientes:

TULERA“CIA= La tolerancia de un método
analitico es el grado de reproducibilidad de los
resultados analiticos obtenidos por el analisis de la
misma muestra bajo modificaciones normales de operacién

tales como diferentes lotes de reactivos, provedores.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. Es la propiedad de
una muestra preparada para su cuantificacidén, de
conservar su integridad fisicoquimica y la concentracién
de la sustancia de interés después de almacenarse

durante un tiempo determinado antes de su lectura.
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XI . A N E X O

A. CALCULOS ESTADISTICOS

1. LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION.

DESVIACION ESTANDAR:

g
/2
T ix-x?
s =

Donde:

s = desviacién estandar.
x = cada una de las lecturas

individuales.

x|
[}

promedio de las lecturas.

n = namero de las lecturas.
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Con la desviacidn estandar se calcula el

limite de deteccidn y cuantificacién.

3sc 10sc
Lo

"

X1
xj

Donde:
c = Concentracién.
LD = limite de deteccidn.

LG = limite de cuantificacién.

2. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Los resultados se tabulan de acuerdo al

- siguiente formato:

CONCENTRAGION (X} PROPIEDAD MEDIDA (¥)
X, Ve Va2 Vin
X
2 Ya1 Y22°" "Yzn

X, Yer Yiz*" Vi
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t= namero de diluciones
n= namero de replicaciaones {(propiedad medida) de

* cada dilucién de la solucidn patrén.

NOTA:Para proceder a los siguientes calculos
es necesario que el namero de muestras por dilucién,

sean equivalentes.

Calculos preliminares para el toeficiente de

correlacién y de determinacidn:

+ Foeat
Zx = n (x’. L .. xl)

EY = Yoo g FerotY, HYy teeetYy, Foeetyyy Mgt
i +...+ym
2 _ H 2 2
EX" = n ( Xt L )

2 2 z 2 r 4
£y y:‘+ yfz+...+ Yopt Yot Yauteeot Yy teest v *

:xy = %, (y“-p y“+...+ y‘h) + *a (y=‘+ y=z+...+y2n)

Foaet
taeat x ly, vy Yo !
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Calculos finales para el coeficiente de
correlacidn y de determinacién.

172

[ nt (EZxy)—(Ex) Ey? ]z

r o= -
[nuzx’) - @o? ] [ nt y*) - En? ]
= tn?
CAlculos preliminares para el coeficiente de
variacisn .Calcular para cada punto de la linealidad

del sistema el siguiente factor:

propiedad medida (y)

conc. de la dilucién de la soluciéh patrsn (x)
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Yiu Yiz- “Yen
e N wasse
Fua o th X Fen *, =
Y Yez tn
Fus %, s %, Fin™ ®

Calcular la suma de Ffactores, la suma de

‘cuadrados de factores y la media de factor:

TF = F“+ Fn.z"' F‘n+...+F“+F"+Fm

2
Ftn

2 2 z 2 z 2
EF = F b Pt Fypteet F b Pt

N = namero de puntas dé la linealidad del sistema.

Calculos finales para el coeficiente de

variacién,



T arz

N (ZF%) - (=F)?

DE =
NCN=-1) J
DE
CV & cm x 100
2
PENDIENTE:
nt (Exy) ~ (Ex)(Zy)
a=
nt (£x) - (zx)?
ORDENADA:
Zy — m (Ex)
b =
nt
CRITERIO:

LV<6=1.5%
Fr>6=0.99 , r*>&=0.98

m s 1.0 , bx 0.0



3. PRECISION DEL SISTEMA.
Tabular las resultados:

Yy 2 Yp o Y,

2 oYy

Calculos preliminares:
Ty =y, +y, vy, teeoty

Zy2=l yt + y: + y: +aout y:

Zy

N (v - Ed? ] 2

N(N-1)

7
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Calculos finales para el coeficiente de

variéci&n: '
DE.
CV = — x 100
y
CRITERIQ:

formato:

CV<KCe=1.5%

4. LINEALIDAD DEL METODO.

Tabular los resultados en base al

siguiente

CANTIDAD CANT IDAD
ADICTONADA RECUPERADA
3 33
Kya?¥ggrrmmo¥yy YegrYezr 2 Yqn
X, _yevagX wee
Y242 %220 *Tan Yau*Ya2? *Yan

Ky o ¥ ogeeaak,

ta n

YearYizre o2 ¥y,




ESTH TESIS ND DERE
AR0T LA BBUOTECE s

i

t = nimero de cantidades adicionadas
n = npamerc de repeticiones (cantidad recuperada) par

cantidad adicionada.

Para proceder a los siguientes cAlculos es
necesario gue el namero de cantidades recuperadas de

cada cantidad adicionada, sean equivalentes.
Cilculos preliminares:

+ oot + - +oaot Faout -
Tx = (t)(x“ L Xt XX et X, chx,

22 1

b —
K og¥ees x‘“)

AR APRR APALEE A PR PR FPALLIA AR (The
oty

yI.S

z L2 A 2 2 2 z 2
= x -+ + - + + -+ + + +
Ex (t)(x‘l Kogheee® X X F Xy Frent K et

2_ 2 2 2 2 z 2 2
Ey'= v Hep et Yt Va t Yo teert Yo tee et Y

2 -3
yta+"'+ Yin



Exy = + L + + «ea
4 LT PPRELIPE PPRCLELL IS SR L TPE AR L e ANt *

Heeot * oo+
anYzn Y M Y *tnYtn

Calculos finales:

PENDIENTE:

nt {Zxy) — (Ex) (Ey)

- =
nt (&) - @0*
ORDENADA:
Zy - m (Ex)
=
nt
2
[ nt. (Exy) ~- (Ex) (Ey)]
ri= -

[ nt (2x?) - =0? } [nt =y - (Zy)z]

80
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r=[]

Calcular el porciento recuperado (R) para.
cada cantidad recuperada, con la siguiente ecuacidn:
‘R=(y / x) 100

Tabular los resultados:

R‘, R,y R.,...,Rn

Cilculos preliminaress

ER = Rt + Rz + R' +eaot Rn

z 2 z z
IR® = R} + R} * R +...-0-R:

R = (ER) / N

N (ER%) - =R *
DE =

N (N-1)



Coeficiente de variacién:

CV=(DE/ =) 100

CRITERIO:

m &, bx, r*>6=0.98

= 97 = 103 %, CV < &6 =3 %

Contraste de hipdtesis para la pendiente.

Ho z = = 1.0

Ha z & =1.0

Estad( grafo de contraste:

tm-m>) 8 (n-1n*"
t = o X
cal ~

Sy/x
Error tipico:
1/2

(£y?) = bEy) - mi{Zxy)

Sy/x =

n

82
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v /%

Ha

tt:al

T

Error tipico modificado:

/2

(Sylx)

Contraste de hipstesis para la ordenada:

b = 0.0

b = 0.0

Estadigrafo de contraste:

beat = B
~ £x? Yz
yin —
n Z{x. -~ »n)
*
CRITERID:
3 <t <t . Se acepta Ho.

83
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Intervalo de confianza:
a) INTERCEPTO:

/2

i+
b

b) PENDIENTE:

~
+ Sy/x
m=~ t
arz s (n- 172
x
5. PRECISION (REPETIBILIDAD).

Tabular las resultadas del porciento

recuperadas

Ry R,y Roy-ueR,

€4alculos preliminares:

R =R, R, R ,.--R,
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B 2 2 2 z
R = Ris R, Ry,...RE

Desviacién estandar:

N (ZR*> ~ (=rR)* 72

N(N-1)

Cilculos finales: Coeficiente de variacion.

CV = (DE/ R ) 100

6. PRECISION (REPRODUCIBILIDAD).

El siguiente procedimiento Gnicamente es
aplicable cuando se utilicen dos dias, dos analistas vy

tres determinaciones.
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Tabular los resultados en base al siguiente
ANALISTA
N 2
Yess ¥4
D 1 x
Yarz 212
1 Yesa X249
A
Y
. yu; LI,
Yl’, 222
128 xIII.

Cilculos preliminares:

Zy = Yeas* Yiaa® Yeso® Yizd* oot Vam

¥ =y

+
441

2 2
Yisa® Yegat YizaTreet VYou
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1z

. . 2
N (Ey®) - (Ey...)

DE =
NCN-=-1)

N = rvélmzrn total de determinaciones ( en este caso

especifico N = 12 )
CAlculos finales: Coeficiente de variacidn.
Cv= (DE /vy ) 100

CRITERIO:,

CY <6 =3 %

Una prueba estadistica adicional para 1la
prueba de precisisn especi ficamente de la

reproducibilidad es la siguiente:

Calcular 1la suma de las combinaciones

analista-dfa (y,l'i y:
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24. = qu + yzu + Ym

22, = let * yzzz + y:z:

Calcular la suma para cada analista (y )3

..

yl.. = ylll * yll: * ytl‘l * Ytll * ylll * le’
Y’.. = yztl * Y:!l * yl‘l + yzzs + Yz:z + Ym

Calcular 1la suma total (y )z

* Yl.‘

Calcular la suma del cudrado de cada analista
en cada dia 2
2 2 2 2
1+ (yﬂ_') + (y“_) + (Yzz.""

z
Yy = W,

Calcular las sumas del cuadrado de cada

analista en los dos di ast

Gy, = ty, e oy, oL

i..
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Calcular 1a suma de cada dato elevado al

cuadrados

zu: e 2 2
yljk - (ytsx) * ‘thz’ + (Yll

)3

(v 2,z+ (ylzl

22

Calcular la suma de cuadrados
(SCa), efecto del factor analista, con
formula:
™ Y.
SCa = -
dr adr

Calcular la suma de cuadradas del

analista (SCd), con la siguiente formulas

2 2
EYL 5. v,

SCd = -
r dr

')=+...+ ly

2
lzl’

+

del analista

la siguiente

dia y el

Calcular la suma de cuadrados del errvor (GCe)

con la siquiente formulas
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Con los datos anteriores construir la tabla
de Anidlisis de Varianza (ANADEVA):
FUENTE aRApCs SUKA MEDIA
DE DE DE DE Feal Fo. o8
VARIACION |LIRERTAD |CUADRADOS | CUADRADOR ea ¢
8Ca MCa gla
ANALISTAlgl=a~t &Ca MeCa; ra r ia
o * gta Mcd g
scd Mcd gld
DI A gLgtd-1> sad Med= rd F
(o ta? gld Meeo gle
SCe
ERROR gl:(r-l) sce MCesmmiam} TTTTTE| T
tady
t.) gle
CRITERID:

Si Fa < Fgla,gld;0.05 .El método analitico es
reproducible por los
analistas.

Si Fa »/Fgla,gld;0.05 . El1 método analitico no es
reproducible por los
analistas.

Si Ffd < Fgld,gle;0.05 . El método analitico es
reproducible en distintos

dias por un mismo analista.
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6i Fd >/ Fgld,qle;0.05. €1 método analLttico no es
reproducible en distintos

dias por un mismo analista.

7. EXACTITUD AL 100 X.

Tabular los resultados del porciento

recuperado (R), en base al siguiente formato.

R’, R:' R’, aens RN

Calculos preliminares:

ER= R 4 R, R, s.een Ry

§ e 7

2 2 42
N (ZR") - (ZR)
DE =

N (N - 1)
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CAlculos finales: Coeficiente de variacidn.

Cv = (DE /7 R 100

ERITERIO:

R=97 -103%, GV <& =31%

Contraste de hipétesiss

Estadigrafo de contraste:

T - 100

cole

__DE
[ N ]1/2

Intervalo de confianza para la media:

DE

- &
IC=mn —t {g.L,n20.08) v
r L'lﬁ’j

CRITERIO:

tcal < & = tigin-z0.0m



cv
1c

T <

gl
MC

sC

fl

B. GLOSARIO

ordenada

coeficiente de correlacidén
coeficiente de determinacién
coeficiente de variacién
intervalo de confianza
pendiente

mamero de replicaciones

namero de diluciones o©o numero
adicionadas

media aritmética.

mamera total de determinaciones
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