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1. INTRODUCCION

L.a contaminacién quimica es quiza uno de los aspectos de
1a contaminacién ambiental que mayor difusién ha tenido durante la
época actual, sus causas fundamentales se encuentran en los
modelos econdmicos que han regido los procesos de
industrializacién y en las ciudades que se han convertido en
nacleos en los que se concentran las actividades productivas.

Dentro de estos contaminantes gquimicos se encuentran los
metales pesados entre los que destaca el plomo, cuyos efectos en
1a salud han sido estudiados en forma amplia debido a la
antigiedad de su utilizacidn, a la variedad de sus aplicaciones vy
a su gran toxicidad.

El plomo es un metal téxico para los organismos
vivientes, sin funciones fisiolégicas benéficas conocidas. En los
seres humanos produce efectos daNinos sobre los sistesas
hamatopoyético, hepatico, renal, reproductor, gastrointestinal vy
nervioso.

Aunque desde la antigiedad se han descrito este tipo de
alteraciones a causa del plomo, no ha sido sino hasta los altimos
afos que se han descrito en la literatura trabajos cuyo objetivo
ha sido la evaluacién de plomo comn un parAmetroc de exposicién a
este elemento, en los que se han manejado diversas técnicas para
su cuantificacien. '

Las técnicas mis utilizadas para cuantificar plomo en
muestras bioldgicas y ambientales son: la complejométrica con
ditizona, 1la wespectrofotometria de Absorcién Atémica Y la
electroquimica, entre otros.

La eleccién de una metodologia para la determinacion de
plomo en un laboratorio, depende de la dimponibilidad del equipo,



amero de musstras a analizar por dia, propsdésito del anklisis vy
expariancia de los analistas.

Existen diFerant-'s indicadores biolégicos para evaluar
la exposicién de una poblacién a plomo. De todos éstos el mas
importante desde el punto de vista clinico es la determinacién de
plomo en sangre. Para este fin la espectrofotometria de Absorcion
Atémica con 1lama s una técnica de eleccién, por ser altamente
wespeci fica, precisa y casi libre de interferencias.

En ésta técnica, por lo general, se conocen las
interferencias y es posible disminuirlas a través de diversos
métodos. Un método que ofrece amplias ventajas es la formacién de
quelatos organicos con plomo para su anialisis posterior por
Absorcién Atémica con llama.

Cuando se inicia el desarrollo de un. nuevo método
analitico se requiere de parametros que permitan la seleccion de
la técnica y método mas apropiados para el -analisis de un
compuesto determinado, asi como la seguridad y confiabilidad de
la misma. Una parte integral del desarrollo de un método analitico
es la validacién del mismo, que Qeneralmente incluye una
svaluacién de la sspecificidad, linearidad, exactitud y precisisén,
proporcionando una medida del comportamiento del métoda.

En el presente trabajo se desarroilé un método de
andlisis y su validacién para la determinacién de plomo en sangre
por espectrofotometria de Absorcién Atémica con llama. E1l metodo
consiste en la formacidn de un qQuelato con Pirrolidin
Ditiocarbamato de Amonio (APDC) y extraccién con disolvente
organico (Metil Isobutil Catona, MIBK), empleando la teécnica de
espectrofotometria de Absorcién Atomica con llama. E1 método
resulté ser exacto, preciso y lineal bajo las condiciones que
fueron establecidas.



I11. FUNDAMENTACION DEL TEMA
1. ANTECEDENTES

El envenenamiento por plomo no es una enfermedad moderna.
Sus sintomas fueron descritos ampliamente por los médicos griegos
y romanos. Al plomo como metal se le menciona desde que se conoce
la civilizacién euroasiatica. Existe evidencia arqueolégica de
que el metal ya era usado en el siglo XV AC. Fue usado por los
egipcios para hacer figuras de animales vy tumanas, amuletos.
monedas, para elaborar utensilios de cocina y pinturas para los

parpados.

Durante el desarollo del Imperio Romano, e! plomo
adquirié un papel muy importante en su tecnologia. Se le trata de
diferentes regiones como la actual Alemania, Gran Bretaffa y Espaffa
para ser utilizado en el recubrimiento de los acueductos, en la
fabricacién de las tuberias domésticas, algunos articulos de uso
doméstico hechos de bronce contenian plomo, que le daba un sabor
dulce a los alimentos, es obvio que estos usos dieron lugar a una
contaminacién considerable. Se ha planteado la hipstesis de que la
caida del Imperio Romano se debidé a intoxicacién saturninica de

tipo endémico.

Después de la caida del Imperio Romano, en el siglo V,
el uso de plomo disminuyd y pdr cerca de 600 afios se mantuvo a un
nivel bajo. Después del siglo IX empez6 a ser extraido nuevamente
de las minas Alemanas. La prictica de preservar el vino con plomo
y sus sales se extendié hasta que una 1ley en el siglo XV 1lo
prohibié. A pesar de esto su uso continus y se mencionan
frecuentemente colicos de tipo saturninico; Baker en el siglo
XVIII hace incluso una lista de procesos patolégicos de tipo
endémico y McCord habla de una alta incidencia de colicos
saturninicos en la América Colonial.u.2



Aunque los metales han sido desde siempre contaminantes
habituales del ambiente, su importancia como tales es reciente vy
deriva del creciente desarrollo industrial que ha provocado que,
con mayor frecuencia, eéstos sean causa de contaminacién

ambiental.m

Los metales mas comunes que ofrecen riesgos para la
salud son: plomo, mercurio, arsénico, berilio, cromo. cadmio,
antimonio y sus compuestos. Como regla general se puede decir que
los compuestos son mas téxicos que los propios metales excepto
en el caso de los humos y vapores.ce

La exposicidén crénica al plomo es un problema de
salud, De manera general las fuentes de exposicidn al plomo son:

OCUPACIONAL. El plomo y sus sales son usados en una
gran variedad de procesos. ia mayoria de las exposiciones
ocupacionales ocurren en la manufactura de municiones, latén,
bronce, tuberta, acumuladores, escudos de plomo, pigmentos,
y metales procesados.«

DOMESTICA. E1 agua para besber contaminada con plomo
contenida en la tuberia, la ingestién de alimentos que 1o
tontienen, las hier bas medicinales y la loza vidriada a bajas
temperaturas.os.o

AMBIENTAL. Los alquil-compuestos de nlomo san
adicionados al combustible para mejorar el octanaje en las
miquinas de combustién interna. Después de la combustién, estos
compuestos son oxidados y emitidos como una mezcla de sales de
plomo.@.

OTRO TIPQ DE EXPOSICIONES. Aunque los casos de
envenenamiento por balas de plomo son raramente reportados. éstos
pueden representar reacciones gue amenazan la vida. Algunas



municiones de plomo para disparo y balas calibre 22 pueden
pravocar una gran Area de disolucién y absorcicn de plomo.a

Se ha comprobado que los na fumadores tienen un 10%
menos de plomo en el organismo que los fumadores. Cada cigarro
puede contener de 2 a 12 ug de plomo. Gran parte de ésto se
elimina con la combustién, pero se inhala un 2%, lo que equivale a
una absorcién diaria de S ug de plaomo en el organismo fumando 20

cigarros al dia.o»

EXPOSICION RELACIONADA CON LA EDAD. En general la
poblacién infantil es la mds expuesta a los efectos adversos del
plomo, Entre otras causas esto se debe a que el sistema nervioso
de los nifios es inmaduro, mAs susceptible a un daffo irreversible,
cuyo resultado puede expresarse en desérdenes de la conducta,
dificultad para el aprendizaje. retraso mental y conducta

antisocial.

Por otro lado, la absorcion de plomo a traves del tracto
gastro-intestinal en los nifos es del S0% de lo ingerido, mientras
que en los adultos dicha absorcidn es sélo del S al  15%. 8i a
esto agregamos que los niNos son oropensos a chupar Jjuguetes vy
otros objetos, es facil ver que se trata de un grupo expuesto al
plomo de diversos origenes y especialmente susceptible a sus
efectos adversos. o, 1



2. TOXICOCINETICA
2.1. ABSORCION Y DISTRIRUCIGN

El plomo es absorbido por inhalacién, por ingestidény a
través de la piel. La via de ingreso, tamafio de particula y tipo
de compuesto de plomo (orginico & inorganico), determina la
concentraciédn y la posibilidad de distribucién del plomo hacia el
organismo. La absorcién de plomo depende de factores propios del
organismo, como la edad, estado fisiolégico e integridad de los
tejidos.

En la inhalacién de plomo ambiental, de acuerdo a un
modelo de dinamica pulmonar, un 35X del total de plomo inhalado se
deposita en las vias aéreas. Después de la deposicion del plomo en
la nasofaringe, traquea, bronguios y alvéolos, parte de las
particulas inhaladas asciende por accién de los cilios, pasa al
esodfago vy se absorbe parcialmente en el tracto gastrointestinal.
Las particulas restantes que llegan hasta los alvéolos, son
absorbidas y pasan a la sangre. La absorcién del plomo depositado
en las vias respiratorias terminales es rapida, extensiva vy
practicamente total y es un proceso independiente de la forma
Quimica de este metal. El dafo en la mucosa y en 1los alveolos
praducidos por el habito prolongado de fumar, facilita el paso de
plomo bacic la sangre. Se estima que una concentracién de 1§ yg/m'
de plomo en el aire inhalado determina una concentracidén de | a 2
#g/dl en la corriente sangul nea. Solo entre un 35 a 50% de glomo
que alcanza el tracto respiratorio inferior es absorbido y pasa al
torrente sangui neo,

La absorcién gastrointestinal en adultos representa
menos del 10% del plomo ingerido. La tasa de absorcién a nivel
intestinal es independiente de la forma quimica del compuesto de
plomo. En niNos, principalmente lactantes, la contribucién del
plomo ingerido al plomo sanguineo es mis elevada que en adultos,



llegando a ser la absorcisn del plomo ingerido del orden del S50%.
Estos porcentajes pueden incrementarse tanto en adultos como en
nifos debido a una dieta pobre en calcio, hierro o proteinas.

Se estima que la absorcién total diaria de plomo en la
pablacién no ocupacionalmente expuesta varia de 150 a 300 ug.
6410 un pequelo porcentaje de estas cantidades es inhalado por
aire y el restante es ingerido en los alimentos.

La cindtica de la distribucién y acumulacién de este
elemento en el Hombre se ha establecido a partir de datos de
autapsia. Se sabe que el plomo tiene una tendencia a acumularse en
los huesos, los cuales reflejan la exposicién crénica. La
concentracién de plomo en los huesos representa aproximadamente el
90% del contenido total corporal del metal, estimado entre 100 a
400 mg. Este porcentaje de depdsito es algo menor en niffos
debido al intenso recambio metabdlico del tejido éseoc en ellos,
actualmente se han descrito trabajos en 1los que sce seffala la
evaluacisén de plaomo en diente total.

Los tejidos blandos y la sangre, que después de un
tiempo establece un rapido equilibrio respecto al plomo,
refejan una exposicién reciente.

El mecanismo toxico del plomo esta dado por tres
modal i dades:

a) Campitiendo con los metales esenciales -especialmente calcio y
zinc- en sus sitios de insercidn,

b) Mediante su afinidad por los grupos sulfhidrilos (-SH) de las
proteinas y enzimas. lo que significa alteracion de la forma vy
funcion de ellas, originando alteraciones fisiolégicas en @l
arganismo.

¢} Alterando el transporte de iones esenciales.



€1 plomo traspasa facilmente la placenta Y su
concentracisn en la sangre del recién nacido es similar a la de la
madre. También traspasa la barrera cerebral, pero el cerebro no
acumula plomo de manera significativa.

El plamo inorganico se acumula en el organismo humano
preferentemente en los huesos, luego se encuentra especialmente en
higado, riffones y musculos estriados. Los compuestos organicos
tales como el tetrametilo y el tetraetilo de plomo, tienden a
acumularse en el higado.azam

2.2. ELIMINACION

La eliminacién del plomo ingerido se hace por las heces,
como reflejo de la pobre absorcion intestinal. En cambio, la
eliminacién de plomo absorbido por el organismo se hace
principalmente a través de la orina (75%4), por las secreciones
gastrointestinales (16%) y por cabello, ufMas y sudor (8%). EIl
plomo es también excretado a través de la leche materna, en una
concentracion similar & la del plasmay si bien los valores
frecuentes encontrados no sobrepasan los 12 ug/l de leche, se han
encontrado valores de hasta 115 ug/1l de leche.ae

La vida media del plomo en el organismo es larga vy
variable sequn los tejidosi se conocen valores de vida media del
plomo en la sangre de aproximadamente I a 4 semanas. en tejidos
blandos de 4 semanas y en huesos de 20-27 afos.am:



3. CLINICA

El plomo es inhibidor de numerasas enzimas y esto
constituye el fundamento de los efectos toxicos qQue se
reflejan en la clinica y laboratorio.

€l plomo es un agente téxico que se acumula
progresivamente en el organismo humano, . lo que condiciona que el
cuadro clinico de intoxicacién plumbica sea, en la mayoria de los

casos, de instalacisén lenta.

La clinica de las intoxicaciones por plomo es variable
segun la via de ingreso, cantidad absorbida, tiempo y tipo de
exposicién y caracteristicas propias del individuo expuesto.

El oplomo puede causar disfunciones del sistema
gastrointestinal (cédlicos de plomo), en el sistema hematopoyético
{anemia), en el sistema nervioso central (encefalopatia por
plomo), en @l sistema endocrino y otros sistemas.us.12,19

3.1. EFECTOS GENERALES

Se ha descrito una serie heterogénea de signos vy
sintomas generales e inespecificos para la intoxicacién por plomo,
tales como decaimiento, fatiga, dolores articulares, tos,
impotencia sexual, palidez y temblor.um

3.2. SISTENA HEMATOPDYETICOD
Uno de los mas importantes efectos del plomo en el

organismo humano es la alteracién de la biosintesis del grupo
hemo.



Esta alteracién se manifiesta con la aparicién en 1la
sangre y la orina de concentraciones anormales de sus precursores
y por una palidez acentuada (anemia). Es caracteristica la palidez
facial (fascies saturnina), especialmente peribucal.

De este modo, los eritrocitos constituyen el componente
critico de la accion téxica del plomo y son los primeros afectados
a dosis toxicas bajas.

La interferencia por el plomo se presenta en algunas
etapas enzimiticas de la biosintesis del hemo, en 1la utilizacion
del hierro y en la sintesis de globulina en los eritrocitos. La
inhibicisn de la enzima deshidratasa del acido delta
aminolevulinico (AAL-D), de la hemosintetasa y de la enzima
sintetasa provocan una alteracién en la producciéon de 1la
hemoglobina y una estimulacién de la eritropoyesis.

En el laboratorio la observacién de estos efectos puede
realizarse en orina y sangre. En e] suero sanguineo se observa un
aumento del contenido del 4cido S-aminolevulinico, aumento en la
concentracién de hierro y aumento en las porfirinas.

En los eritrocitos e observa aumento en la
concentracion de praotoporfirina IX, aumento en la concentracisn de
hierro no unido a la hemoglobina. disminuciéon de la hemoglobina,
disminucién en el numero de eritrocitos, disminucién de enzimas
relacionadas con la sintesis de la hemoglobina, presencia de
punteado bassfilo. siderocitos y reticulocitos as{ como
disminucién del tiempo de vida de las eritrocitos.

Clinicamente se observa anemia, que generalmente se
presenta como signo relativamente precoz de la intoxicacién por
plomo. Aparentemente los Niffos son mis propensos a desarrollar
ecta anemia que los adultos.aus,20,21,22,.2m
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3.3. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)

Laos efectos del plomp sobre el encéfalo estan mucho mas
relacionados con €l saturnismo infantil que con las intoxicaciones
en los adultos. Actualmente existe preocupacién por evaluar en los
nifos en detalle el daffo neuropsicolagico producido por
concentraciones bajas de plomo en el organismo. Factores del
orden genético, nutricional, econdmico, social y familiar
interfieren en la correcta interpretacién de los efectos
psicolégicos, conductuales y de apkendiiaje en niflos, causados pon
concentraciones de plomo en sangre tan bajas como 10 ug/di.

En la exposicién prolongada al plomo pueden observarse
efectos importantes sobre el SNC; causando un cuadro llamado
encefalopatia saturnina, cuyos sintomas y signos varian desde
cambios psicoldgicos o conductuales sutiles hasta alteraciones
neuroclégicas graves. Es importante tener presente que, una vez
efectuado el tratamiento guelante de una intoxicacién con sindrome
neurolégico, no siempre es reversible. Los nifflos con encefalopatia
plumbica habitualmente quedan con secuelas.czezm

3.4. SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

£l plomo groduce efectos adversos en el sistema nervioso

periférico, tanto en la estructura como en la actividad
colinérgica del nervio. El1 hecho mAs caracteristico a este
nivel es el dafo de los nervios motores, auc se expresa

clinicamente con la pardlisis saturnina, cuya manifestacion
principal es la debilidad de los musculos extensores, en especial
los mds utilizados por el individuo (falta de fuerza en las
manos), comienza a detectarse a partir de una concentracién de
plomo en sangre de 30 ug/100 ml. Se han descrito también otros
sl ntomas, como hiperestesia, analgesia, dolares musculares,
calambres,anestesia de zonas afectadas.ezm
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2.5 SISTEMA URINARIOC

Se ha observado lesién tubular renal caracterizada por
aminoaciduria generalizada, hipofosfatemia con hiperfosfaturia
relativa y glucosuria. En estudios hechos en trabajadores con
larga exposicidén al plomo se encontré fibrosis peritubular e
intersticial difusa en algunos de ellos. Se ha descrito que
exposiciones prolongadas que originen una concentracién habitual
de plomo en la sangre superior a 70 ug/100 ml puede provocar
nefropatia irreversible.as

3.6. SISTENA GASTROINTESTINAL

El sintoma mas caracteristico del saturnismo en este
sistema es el cédlico. El célico se produce inclusc en exposiciones
a concentraciones bajas de plomo. En la mayoria de los casos suele
aparecer junto con los otros sintomas y signos de la intoxicacién.

Otras manifestaciones son peérdida de apetito,
constipacién, diarrea, nauseas, vomitos, sabor metialico en la
boca, dolor abdominal e ictericia. La aparicidn de una 1inea en
las enclas, de aproximadamente | mm de espesor y de color
gris-azulado llamada “Ribete de Burton", fue por mucho tiempo
considerado como signo de importancia, para el diagndstico de la.
intoxicacién. Actualmente su importancia es relativa por 1la
frecuente confusién con la hiperpigmentacion melanica de las
encias en la raza negra y con el depsdsito de residuos por mala
higiene bucal.aesa»

3.7. SISTEMA CARDIBVASCULAR
De los efectos en este sistema wcnciados a la exposicién
al plomo. la hipertensison arterial es el que ha recibido mayor

atencién. Estudios recientes han aportado evidencias consistentes
respecto a que la presion arterial elevada se encuentra asociada a
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altos niveles de plomo en el organismo humano de adultos. No
obstante, a la fecha, parece que la contribucién del plomo al
fenameno general de la hipertensiéon arterial serfa menor en
comparaciédn con otros factores hipertenségenos tradicionalmente

reconocidos. e,z
3.8. SISTEMA REPRODUCTOR

Se han descrito en la mujer efectos como abortos.
disfuncién ovulatoria, mortinatos, partos prematuros y esterilidad
y en el hombre, astenospermia, hipospermia y teratospermia, aunque
en estos casos no se tienen datos concluyentes sobre el efecto del

plomo.so,s1
3.9. SISTEMA ENDOCRING

Hay evidencias de que el saturnismo puede determinar
deterioro de las funciones de la tiroides y de las suprarrenales,
aunque faltan estudios concluyentes a este respecto.so.sn

3.10. ARTICULACIONES

Las artralgias que se llegan a presentar en ‘la
intoxicacién con plomo se deben a una gota secundaria, a la
interferencia del plomo en la enzima aminohidrolasa de guanina lo
que eleva las concentraciones de ésta en el organismo,
cristalizandose y depositAndose en las articulaciones.am

3.11. CARCINOGENICIDAD Y YTERATOGENICIDAD
Ciertos estudios han descrito aberraciones cromosdmicas
en linfocitos circulantes en poblaciones humanas expuestas al

plomo, con niveles sangufneos del metal tan bajos como
10 ng/100 ml de sangre,am2
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3.12. DESARRUOLLO Y CRECIMIENTC

Se han descrito efectos tales como reduccién del periodo
gestacional, bajo peso al nacer, mortinatos, alteraciones del
desarrollo neuroconductual, retardo en el crecimiento y menor

estatura. e3¢5
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4. DETERMINACIONES DE LABORATORIO

Existen diferentes pruebas de laboratorio para medir el
grado de exposicién al plomo. Estas pruebas se pueden dividir en

dos grupos:

1. Meéetodos Directos. Se basan en la medicién del metal en tejidos
y liguidos corporales (hueso, sangre, orina, etc.)

2. Métodos Indirectos. Miden elevaciones de metabolitos

producidos por la accién de plomo presente en el organismo.

Entre los métodos directos el nivel de concentracién de
plomo en sangre es la medida mAs usual para evaluar una
exposicién, crénica o aguda. En general la determinacién de plomo
en sangre, es aceptado como el método mas confiable de la
absorcién excesiva y reciente de plomo. Para este fin la
espectroscopia de absorcién atémica es la técnica de eleccién por

sus caracteristicas de precisién y reproducibilidad.zoss
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5. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

La espectrofotometria de absorcién atamica con llama es
una técnica de analisis cuantitativo. Es util para determinar
trazas de 64 elementos, Es  una técnica muy sensible Yy puede
cuantificar los elementos en concentraciones del orden de ppm
(mg/1, pg/ml): es altamente especifica, precisa y casi 1libre de
interferencias.

La espectrofotometria de Absorcion Atémica es una
técnica que estudia la absorcién de la energia radiante por
atomos. En el proceso de absorcién, el atomo estad constituido por
un nucleo rodeado por electrones. Cada elemento tiene un numero
especi fico de electrones que estd directamente relacionado con su
nicleo y que conjuntamente con é1, da una estructura orbital, 1la
cual es dunica para cada elemento. Los electrones ocupan posiciaones
orbitales en una forma predecible y ordenada. La configuracién mas
astable y de mas bajo contenido energético es conocida como
estado basal.

6i a un Atomo se le aplica energi a de una magnitud
apropiada, ésta sera absorbida por €1 e inducira que el electrén
exterior sea promovido a un orbital menos estable o ‘“estado
excitado”. Como este estado es inestable, el atomo inmediatamente
retornara a su configuracién basal. E1 electrén por lo tanto
regresara a su orbital inicial estable y emitira energia radiante
equivalente a la cantidad de energia inicialmente absorbida en
el proceso de excitacién. Puesto que la energia de radiacion en la
regidn ultravioleta-visible origina interacciones a nivel
electrénico, no se involucran cambios a nivel wvibracional o
rotacional de los atomos. Como resultado el espectro de absorcién
atémica consiste en lineas discretas de absorcién muy finas.
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El objetivo principal de 1la espectrofotometria de
absorcién atémica por 1lama es determinar la cantidad de un
slemento en una muestra mediante su absorcién dentro de una llama.
Para fines cuantitativos es necesario convertir este dato en la
concentracién del elemento que se va a determinar. El grado de
absorcién depende de la concentracidn de los Atomos. La relacién
entre la absorcién de la radiacidn y la concentracion del analito
esta dada por la ley de Lambert y Beer, que implica la relacién
directa entre la cantidad de energia absorbida y el numero de
especies absorbentes. La energia absorbida, tiene asociada una
longitud de onda caracteristica para cada elementa. La relacién
mas empleada para la ley de Lambert y Beer esta dada por la

ecuacion:

A = abc
Donde: = absorbancia
coeficiente de absorcion

= longitud de la celda
= concentracion de las especies absorbentes

n oo >
n

De una manera simple nos relaciona directamente la
abgorbancia medida en el instrumento con la concentracién de las
especies absorbentes para una serie de condiciones constantes en
la manipulacién de las muestras y en el eguipo. La aplicacisén
practica de esta relacién consiste en determinar la absorbancia de
una serie de soluciones patroﬁ de concentracién conocida (curva de
calibracién), para construir una grafica que relacione estas dos
variables e interpolar el valor de absorbancia de una muestra de
concentracién desconocida para obtener su valaor,sz.m
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Los espectrofotémetros de absorcién atémica que emplean

llama estan constituidos por tres componentes bisicos:

FUENTE DE CELDA DE SISTEMA OPTICO
LUz MUESTRA Y ELECTRONICO

En absorcién atémica, estas Aareas funcionales son
implementadas por los componentes ilustrados en la Fig 1. Se
requiere de una fuente de luz la cual emita las lineas atdmicas
caracteristicas del elemento que va a ser analizado. Una de las
fuentes mas ampliamente empleada es la lampara de catodo hueco.
Estas lamparas son disefiadas para emitir el espectro atémico de un
elemento, de esta forma se utiliza una lampara wespecifica para
cada elemento a determinar.

t
FUENTE DE LUZ CELDA DE

MUESTRA

[}
REGISTRADOR |
'

FIA 1, ESPECTROFOTOMETRO DE ABSORCION ATOMICA

5.1. FUENTES DE LUZ

La lampara de catodo hueco (HCL) es una fuente de
energia discreta, Fig. 2.

El catodo de la lampara es un cilindro hueco construido
del elemento que se va a determinar. El anodo y el catodo se
encuentran en un cilindro de vidrio sellado y lleno de nesn

o argén.
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ANODD\ VENTANA

r=9

EATODD</’7 OAS DE RELLENO

FI0 2. LAMPARA DK CATODO HUECO

Cuando se aplica un potencial eléctrico entre el anodo y
el catodo, algunos de los Atomos del gas de relleno se ionizan.
Los iones cargados positivamente se aceleran a través del campo
eléctrico y colisionan con el catodo cargado negativamente,
desalojando atomos metalicos individuales del mismo en un proceso
1lamado desalojo. Los stomos de metal desalojados son entonces
excitados para la emisidn, por los impactos subsecuentes que
tienen con mis iones del gas de relleno.

5.2, SISTEMAS DE ATOMIZACION

En el espectrofotémetro de absorcién atomica el
proceso de atomizacién debe generar en el paso éptico Atomos
en estado fundamental. La técnica mhs ampliamente utilizada es la
aspiracion directa de la solucién de la muestra en una llama, ahf
el disolvente se evapora, quedando un residuo sélido, que se
descompone en atomos libres dentro de la llama. Estos atomos
libres se oxidan formando 6xidos del metal o alguna otra farma
quimica mks estable de la molécula en la parte superior de la
1lama.
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Como parte del sistema de atomizacidn se encuentran:

1. €1 Nebulizador que tiene como funcién aspirar la solucién de
la muestra a través de un capilar, utilizando un gas de soporte
{(oxidante) para efectuar la aspiracién,

2. Quemador. En el quemador los gases combustibles y oxidantes se
mezclan y queman en la parte superior del quemador. La solucién
con muestra en la corriente de gas de soporte (oxidante), se
absarbe bacia 1la llama, en donde las moléculas son
transformadas en atomos.

3. Celda. Dentro de la ilama se lleva a cabo el evento de
transformar el elementoc a cuantificar en 4tomos en el estado
basal y efectuar el proceso de absorcién atémica. La celda de
la muestra la constituye la llama.

Para obtener la maxima sensibilidad analitica se debe
seleccionar la llama adecuada. Las mis empleadas sons

Oxido nitroso-Acetileno: se utiliza para determinar elementos que
forman compuestos refractarios.

Aire-Acetileno: se utiliza para determinar la mayoria de los
elementos.a?.me
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6. ELIMINACION DE INTERFERENCIAS Y CONCENTRACION

Los métodos gquimicos para la evaluacidén de metales en
donde se ha eliminado alguna interferencia o se ha hecho una
concentracién del elemento son varios, entre ellos se encuentran:

b.1. EVAPORACION

Es un procedimiento muy usado, es simple pero lento, en
donde el tratamiento gquimico es minimo, raramente acasiona
problemas de volatilidad de componentes o pérdida por adsorcién ed

las paredes del recipiente.
b.2. LOFRECIPITACION

Este método es poco usado, por ser un procedimiento
largo y laborioso, con alto riesgo de contaminacién y pérdidas.

6.3. INTERCAMBIO IONICG

Este método no es empleado con frecuencia aun cuando su
potencial es bueno, pues presenta ventajas como: manejo minimo
de la muestra, posibilidad de altos factores de concentracidén. Las
principales desventajas son que algunos elementos no se adsorben
sobre las resinas y que otros no se eluyen completamente. El
método es mucho mas lento que la quelacién, pero mas rapido que la
evaporacién,

6.4. GUELACION-EXTRACCION

Es un método muy comun en el caso de elementos presentes
a baja concentracién, tiene la ventaja de ser espect fico,
cuando se utiliza disolvente organico en Absorcién Atémica se
aumenta la eficiencia de la nebulizacién y como consecuencia la
eficiencia de las determinaciones, la sensibilidad analitica se
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aumenta de 2 a 3 veces comparado contra un medio acuoso. La
extraccion es rapida y se logran factores de concentracién de 20X
a 50X, varios elementos se pueden extraer juntos eliminando la
matriz.

En el analisis cuantitativo de metales traza por
espectrofotometria de absorcion atémica es ampliamente usado el
método de transferencia cuantitativa de un idn metalico a una fase
arganica mediante la formacién de guelatos. La naturaleza de estos
guelatos es principalmente organica por lo que son mas solubles en
disolventes organicos que en la fase acuosa. El metal se extrae
desde la muestra acuosa al agregar una solucién acuosa del
reactivo quelante y extraer con disolvente organico el compleijo
metilico formado. La fase organica es empleada para el analisis
por Absorcién Atémica.

Dentro de los agentes quelantes mias comunes empleados en
Absorcisn Atémica se tienen:

Difeniltiocarbazona (Ditizona)

i
@b

Cupferron

Dietilditiocarbamato de Dietil Amonio (DDDC)

T - .
(C Hg) N-C-5 NH,(CH? 5
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Dietilditiocarbamato de Sodio (DDC)

T - -
(C M) N-C-8~ "Na

Pirrolidin Ditiocarbamato de Amonio (APDC)

L/

N
i

ﬁ—s‘ *Na
s

Los complejos formados por un ién o 4tomo metdlico vy
ligantos polidentados se conocen como "Quelatos” (del griego
pinza). Para la formacién del quelato de plomo con APDC se
establece la siguiente reaccion:

s .. ]
] U n , \

zl R A= [ -G UPb) N l
= / “g?

Los disolventes organicos mis apropiados en Absorcisn
Atémica son ésteres alifaticos de C-6 o C-7, cetonas y alcanos de
C-10, los disolventes como metanol, etanol, actetona, dietil éter y
alcanos inferiores no son recomendables porque tieden a evaporarse
en el nebulizador dando resultados erréneos. Los disolventes mas
empleados son: Acetonitrilo, Metil Isobutil Cetona, Metil-n-amil
Cetona, Isobutil Acetato, Xileno y cetonas de C~6 ¢ C-7. oam

Aunque la espectrofotométria de Absorcion Atémica es
altamente especifica, precisa y exacta es necesario asegurarse que
el método analitico a desarrollar praporcione resultados
confiables, lo cual sd¢lo se puede garantizar con la validacion del
mismo.4o.¢1.42.43,40)
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7. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Una parte integral del desarrollo de un método analitico
®s la validacion del mismo, es decir, el método dgbe probarse para
determinar su efectividad. La validacién generalmente incluye una
evaluacisn de la precisidn, linealidad, exactitud y especificidad,
y proporciona una medida del comportamiento del método.ws

La validacion del método puede definirse como aquella
actividad debidamente documentada que permite demostrar que un
método analitico cumple con su abjetivo.wue

El proceso de validacién de un método en particular ests
basado en principios cientificos adecuados y ha sido optimizado
para propésitos practicos de medicidn.s

7.1. DEFINICIONES
7.1.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

La linealidad de un sistema o método analitico es su
habilidad para asegurar que los resultados analiticos, los cuales
pusden ser obtenidos directamente -] por medio de una
transformacién matematica bien definida, son proporcionales a la
concentracién de la sustancia dentro de un intervalo determinado.

La determinacién del analito en una muestra invoelucra
en casi todos los métodos, el empleo de un sistema de medicisén., El
sistema generalmente se basa en determinar la respuesta analftica
ya sea fisica, guimica o biolsdgica del analito; como por ejemplo
los sistemas volumétricos que determinan el volumen consumido por
®] analito, los sistemas espectraofotométricos que determinan la
luz absorbida por el analito, entre otros.
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Este parametro es caracterizado al estudiar la relacion
concentracién vs respuesta amalftica en un intervalo apropiado de
concentracién "UNICAMENTE DEL ANALITO", sin incluir 1los otros

companentes de la muestra.

El modela estadistico que puede ser empleado para
describir ésta situacion experimental se muestra a continuacidns

Y = MX + B + Ea
Donde:
= Respuesta analitica o un v'netAMEtro de ésta
= La caoncentracion del analito
= Representa el cambio de Y con respecto a X

WX X <

= Respuesta de Y cuando se tiene ausencia en X

Ea= Error aleatorio del sistema.

En éste se asume que la relacisn entre "X" y “y* es
lineal, 1o que en una gran variedad de métodos analiticos que
empleen uno a mas valores de X (estandar) es esencial para la
determinacion cuantitativa del analito en una muestra. La
exactitud de la respuesta analftica depénde de esta suposicion, ya
que el error aleatorio del sistema unicamente debe ser transmitido

a la respuossta.

Para el diseffo del estudio del parametro se sugiere
tomar en cuenta los siguientes lineamientos:

- La informacién del método analitico, que identifica el sistema
de medicién que se emplea.

~ Unicamente trabajar con el analito.

- Determinar la concentracién nominal del analito al cual se le
aplica el sistema de medicidn, cuyo valor representa el 100%.

— Fijar como minimo tres valores de concentracién incluyendo el
100%.
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— Es preferible generar concentraciones por dilucién, que por
pesadas independientes.

-~ Cada concentracién debe ser generada como minimo por
triplicado.«en

7-1.2. LINEALIDAD DEL METODO

Un método exacto es aquel que mide sin error la
cantidad de analito presente en una muestra. No solamente el
método debe medir sin error al analito a una cantidad constante,
sino también a una cantidad variable; es decir, si la muestra
contiene X cantidad de analito, el método debe medir Y cantidad de
analito, donde Y=X.

Se sugiere tomar en cuenta los siguientes lineamientos
en el disefo experimental:

-~ Generar el placebo analitico asociado al analito.

-~ Determinar la cantidad nominal del analito que esta presente en
la muestra segun el método. Esta cantidad representa el 100%.

~ Determinar la cantidad nominal del placebo analitico.

-~ Fijar como minimo tres valores de cantidad de analito incluyendo
el 100%.

-~ Preparar placebos analiticos independientes, adicionados de los
niveles del analito elegidos.

- Cada nivel relativo del analito en e] placebo analitico
adicionado, como minimo debe ser generada por triplicado.

E1 analista debe registrar la cantidad de analito
adicionado a cada placebu. Ya aplicado el método, el analista debe
registrar el ensayo en términos de cantidad del analito. Ya que el
analista conoce la cantidad que adiciona al placebo (X) y la
cantidad del analito al aplicar el! método (Y), se procede a
efectuar el analisis de la informacidn.ws

24



7.1.3. EXACTITUD

En una gran variedad de métodos analiticos, se tiene
como propésito determinar cuantitativamente un analito presente
en una muestra. Una caracterfistica importante del metodo es la

exactitud en la medicidn. o

La exactitud de un método analitico es la concordancia
entre un valor obtenido experimentalmente vy el valor de
referencia. Se expresa como el porcientp de recobro obtenido del
analisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidaded

conocidas de la sustancia.ws

La exactitud mide la concordancia entre el contenido del
analito obtenido al aplicar el método a la muestra y su valor
verdadero en la muestra. Se puede establecer que un método
analitico es un procedimiento operativo sistematico, que emplea en
la mayoria de los casos técnicas de andlisis instrumental, con el
objeto de medir correctamente a un analito en una muestra. B8i el
método mide de manera correcta al analito, se dice que &1 método
es exacto. Una gran cantidad de métaodos analiticos emplea una
respuesta analitica o wvariable indicadora del contenido del
analito en la muestra; esta respuesta es influenciada por una
serie de factores intrinsecos del método, por lo que se espera gue
estos factores gobiernen su exactitud.

Entre aquellos factores intrinsecos que pueden causar
inexactititud del método se tienen:

~ Factores instrumentales.

~ Factores de método (Asociados principalmente a aspectos de
disefflo del método, como extracciones no cuantitativas,
indicadores no adecuados, temperaturas inadecuadas, etc.)

- Factores operativos.
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Este anilisis debe efectuarse bajo las mismas
condiciones de operacién, debe ser interpretado por un mismo
analista. El analista debe registrar la cantidad de analito
adicionado a cada placebo. Ya aplicado el método se debe registrar
en términos de cantidad del analito, sin considerar 1la cantidad
del placeba.

Ya que se conoce la cantidad de placebo cargado (CA) y
la cantidad recuperada (CR), se procede a calcular el
porcentaje recuperado en el placebo (YY) con la siguiente
formulazeo

Y m——r— 100

Ca

7.1.4. PRECISION

La precisién de un método analitico es el grado de
concordancia entre resultados anali t icos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferantes muestreos de
una muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en
términos de Desviacion Estindar o de Coeficiente de Variacion.

La precisién es una medida del grado de reproducibilidad
y/0 repetibilidad del método analitico bajo las condiciones
normales de operacién.

a) Repetibilidad. Es la precisién de un método analftico expresado
como la concordancia obtenida entre determinaciones independientes
realizadas bajo las mismas condiciones (analista, tiempo, aparato,
laboratorio, etc.).
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b) Reproducibilidad. Es la precisién de un método analitico
expresada como la concordancia entre determinaciones
independientes realizadas bajo condiciones diferentes (diferentes
analistas, en diferentes dias, en el mismo y/o diferentes

laboratoriaos, utilizando el mismo y/o diferentes equipos) .«

Un concepto importante en ambas definiciones es “MEDIDA
DE CONCORDANCIA RELATIVA*; lo que da a entender que la precisién
tiene caracter relativo y por lo tanto es necesario como minimo
dos mediciones, ya que con una sola medicidn no es posible

establecer precisison.

Un método analftico debe reunir atributos deseables
tanto de repetibilidad como de reproducibilidad y al no ser
adecuada una de ellas, da lugar a un método con una incertidumbre
no aceptable, 1o que dificulta la toma de decisiones en relacién

al material analizado.

Dada la caracteristica relativa de la precisidén, es
necesario establecer un limite para la variacidn permitida ya sea
como reproducibilidad o como repetibilidad, ademds de obtener un
estimado correcto de esa variacisn., E1 procedimiento que cumple
con el propdsito anterior, se le denomina estudio de
precision.so '

7.1.5. LIMITE DE DETECCION

El 1limite de deteccién se define como la @l nima
concentracion de un analito que puede ser detectada analiticamente
pero no necesariamente cuantificada.ws

Esta definicion incorpora consideraciones tanto del
tamafio de la sefMal como del ruido de la linea base. De ésta
manera, obtener una indicacién de la mas baja concentracién del
elemento que puede ser medida. Se define el 1limite de deteccion
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como la concentracién que haga el cociente seffal-ruido igual a 3.

El limite de deteccién describe la seffal-ruido para el
instrumento. Este término es de gran importancia analitica ya que
describe la capacidad del instrumento y suministra una forma de
estimar el valor minimo de deteccidén.asn

El 1limite de deteccién de un analito dado es
frecuentemente una de las mas importantes decisiones en un
andlisis de nivel de concentracién bajo.

Sea 5t el valor total medido para la muestra, Sb el valor del
blanco y o la desviacién estandar medida. Puede ser demostrado
que distribuciones normales §t-5b > 0 tienen un alto nivel de
confiabilidad cercano al 99% cuando la diferencia St-8b > 3o0. EIl
valor recomendable del lfimite de deteccidn es 3¢ y el valor para
8b debe aproximarse a cero.:.s2

7.1.6. LIMITE DE CUANTIFICACION

Es la menor concentracién de una sustancia en una
muestra que puede ser determinada con precisién y exactitud
aceptables bajo las condiciones de operacion establecidas.es

La certeza en la cuantificacién del analito e
incrementa en tanto que la seffal del analito rebasa la sefal del
limite de deteccidn.

El valor recomendable para el limite de cuantificacison
@s de 100, con una incertidumbre del! 30% en el valor medido
(100330) con una certeza del 99%.

El limite de cuantificacion es util para definir el

limite mas bajo de rango util para el meétodo seleccionado. Este
valor proporciona el limite de la linearidad, es decir, en donde
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como la concentracién que haga el cociente seffal-ruido igual a 3.

El limite de deteccién describe la seffal-ruido para el
instrumento, Este término es de gran importancia analfitica ya que
describe la capacidad del instrumento y suministra una forma de
estimar el valor minimo de deteccién.asn

El limite de deteccion de un analito dado es
frecuentemente una de las mis importantes decisiones en un
analisis de nivel de concentracién bajo.

Sea St el valor total medido para la muestra, Sb el valor del
blanco y o la desviacién estiandar medida. Puede ser demostrado
que distribuciones normales St-Sb > 0 tienen un alto nivel de
confiabilidad cercano al 99% cuando la diferencia §t-Gb > 3¢. EIl
valor recomendable del limite de deteccion es 3¢ y el wvalor para
8b debe aproximarse a cero.i,s2

7.1.6. LIMITE DE CUANTIFICACION

Es la menor concentracién de una sustancia en una
muestra que puede ser determinada con precisién y exactitud
aceptables bajo las condiciones de operacién establecidas.w®

La certeza en 1la cuantificacisn del analito e
incrementa en tanto que la seffal del analito rebasa la sefNal del
limite de deteccisn.

El valor recomendable para el limite de cuantificacién
@s de 100, con una incertidumbre del 30%Z en el valor medido
(1001300 con una certeza del 99%.

El limite de cuantificacién es uatil para definir el

limite mis bajo de rango util para el método seleccionado. Este
valor proporciona el limite de la linearidad, es decir, en donde
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la concentracién del analito deja de ser proporcional a la

respuesta medida.

Debe enfatizarse que el limite de cuantificacién y de
deteccidn no son constantes intrinsecas en la metodologia. Valores
del limite de deteccidn publicados pueden ser considerados sélo
como tipicos o comunes. Cada laboratorio debe evaluar su propia
precision y estimar sus propios valores de limite de
cuantificacion y deteccidn.woass.se

7.1.7. PERFIL DE LLAMA

Se conoce como perfil de llama a la curva que se obtiene
al graficar los valores de absorbancia (de upa dilucién), en
funcién de la altura a la que se encuentra el quemador. El perfil
de llama varifa dependiendo del elemento de que se trate, del
disolvente en el que se encuentre y de los gases empleados.
7.1.8. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Es la propiedad de una muestra, preparada para su
cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica vy de la
concentracién de la sustancia en interés, después de almacenarse
durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.ws
7.2, DETERMINACIONES

7.2.1. PERFIL DE LLAMA

Se prepara una disolucidn de concentracién conocida del
elemento que se va a analizar en el disolvente de extraccion.

Se procede_ a varjar la altura del quemador y se
obtienen las lecturas de absorbancia.
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7.2.2. LIMITE DE CUANTIFICACION Y DETECCION

Para efectuar la determinacion del limite de deteccion
(LD) se preparan cuatro disoluciones, dos con una conceritracisn
del triple de lo seffalado en el manual de equipo como limite de
deteccion y otras dos del quintuple. Se toman 20 lecturas de
cada una de las cuatro disoluciones,

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

7.2.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA
Se determina construyendo una curva de calibracién
(concentracion vs respuesta medida) utilizando cuando menas

S diluciones preparadas a partir de una misma solucién patrén
y haciendo anAdlisis cuando menos por duplicado de cada dilucién.

CRITERID DE ACEPTACION: CV < 6 = 1.5%
r>é =0.99
r* >6 =0.98
7.2.4. PRECISION DEL. SISTEMA
Se determina por aniligsis sextuplicado de una misma
solucién estandar correspondiente al 100%Z establecido en la

linelidad del sistema.

CRITERIO DE ACEPTACION: CV < & = 1.5%
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7.2.5. LINEALIDAD DEL METGDO

Se determina a partir de placebos adicionados de cuando
menos tres diferentes cantidades de la sustancia de interés
(placebos cargados), cada uno de manera independiente, haciendo

los andlisis por triplicado.

Las concentraciones de los placebos cargados deben ser
las adecuadas para que, wutilizando el método propuesto, las
concentraciones de las soluciones a analizar estén dentro del,
1ntervnlr:| de la linealidad del sistema, incluyendo la

correspondiente al 100%.

La amplitud del estudio dependerA del uso y aplicaciones
del método y debera llevarse a cabo por un mismo analista en las

mismas condiciones de operacisén.

CRITERID DE ACEPTACION: m = 1
b=0
r* = 0,98
CV< &= 3%
Recobro 97-100%

7-2.4. EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100%

Se determina de cuando menos 6 placebos cargados de
manera independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de
interés para obtener la concentracién del 100%Z utilizando el
método propuesto. Haciendo el anilisis en las mismas condiciones
de operacién y por el mismo analista,

CRITERIO DE ACEPTACION: El porciento recuperado y el CV
deberan estar de acuerdo con el criterio de la linealidad del
método.
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7.2.7. PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)

Se determina de una muestra homogénea del producto,
cercana al 100% de 1la concentracién teérica, analizada cuando
menos por dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado.

CRITERIO DE ACEPTACION: CV = 3%
7.2.8. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Se determina mediante la comparacién de los resultados
de los andlisis iniciales de tres muestras con los obtenidos de
las mismas muestras depués de permanecer por un tiempo determinado
en diferentes condiciones.

Almacenar las muestras analizadas bajos distintas
condiciones (por ejemplo: temperatura ambiente, refrigeracion,
protegidas de la luz, etc.), durante un tiempo preestablecido por
®#]l analista dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la
sustancia. Reanalizarlas bajo las mismas condiciones de operacién,
utilizando una solucién de referencia recientemente preparada,
para cada tiempo, de acuerdo a 1o establecido en el metodo
analitico. La determinaciéon debe ser efectuada por un mismo
analista.w»

CRITERIO DE ACEPTACION: IC ¥ 3%



IITI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con el paso de los afos se ha abservado que el nivel
de algunos metales en sangre ha ido aumentando paulatinamente. Tal
@s el caso del plomo, el cual se puede encontrar en
concentraciones relativamente altas.

El plomo es un metal téxico para los organismos
vivientes, sin funciones fisioldgicas benéficas conocidas. En los
seres humanos produce efectos dafinos sobre los sistemas
hematopoyético, hepatico, renal, reproductor, gastrointestinal vy
el sistema nervioso central en desarrolla.

Aunque desde la antigUedad se han registrado este tipo
de alteraciones a causa del ploma, no ha sido sino hasta en
fechas recientes que se ha descrito y discutido el problema de
salud ambiental de las poblaciones que estan expuestas de manera
cantinua.

La poblacion del Valle de México esta expuesta
créonicamente a ciertas concentraciones de plomo presentes en su
dieta diaria, en el aire que se respira, en el polvo y en varias
fuentes mas.

Existen diferentes pruebas de laboratorio para evaluar
plomo, de todas ellas la mis importante desde el punto
de vista clinico son las determinaciones de plomo en sangre. E1
plomo sanguineo ha sido considerado como (ndice de primera
eleccién para diagnosticar intoxicacién o absorcién del metal vy,
aungue actualmente se cuestiona esta primacfa, de ninguna manera
puede negarse su utilidad. Para este fin la espectrofotometria de
Absorcién Atémica es una técnica de eleccién por sus
caracteristicas de precisién, reproducibilidad y bajos limites de
deteccién, ademas de ser ampliamente especifica.
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En el presente trabajo se desarrolla un método
analt tico para la evaluacién de plomo en sangre, empleando la
técnica de espectrofotometria de Absorcién Atémica con  1llama,
caon el método de quelacién de plomo con pirrolidin ditiocarbamato
de amonio (APDC) y extraccison del quelato de plomo con metil
isobutil cetona (MIBK) para su posterjor andlisis. Aunque esta
técnica es altamente especf{fica, precisa y exacta es necesario
asegurarse de que el método analitico desarrollado para la
determinpacién de plomo en sangre praporcione resultados
confiables, lo cual sélo se puede garantizar con la validacién del

mismo.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar y validar un método analitico para la
evaluacién de plomo en sangre, formando un quelato con pirrolidin
ditiocarbamato de amonio (APDC) y extraccién con metil isobutil
cetona (MIBK), para su anidlisis posterior por espectrofotometria
de Absorcién Atémica con llama.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

% Desarrollar un método analitico para determinar plomo
en sangre.

% Determinar los tiempos de agitacién oéptimos para - la
extraccisn del quelato con disolvente organico.

& Establecer el perfil de llama.

% Establecer la linealidad y precisién del sistema.
Establecer la linealidad, exactitud, precisisén

(repetibilidad y reproducibilidad) y especificidad

del metodo.

Establecer el limite de deteccidn, limite de

cuantificacion y estabilidad de la muestra.

-
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V. HIPOTESBIS

Dado que el plomo entra en el torrente sanguinec a
travées del tracto gastrointestinal y respiratorio, es posible
cuantificar la cantidad del metal presente en la sangre, mediante
la formacién de un quelato con pirrolidin ditiocarbamato de
amonio (APDC) y posterior extraccién con metil isobutil cetona
(MIBK) para evaluarlo por espectrofotometria de Absorcién Atémica

con llama.

Para confirmar la veracidad de los resultados es

necesario validar el método analftico.
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VI. MATERIAL Y METODO

1. MATERIAL

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

2. Matraces aforados de 25, 50 y 100 ml. Pyrex.
3. Pipetas volumétricas de 1, 2, 3 y S ml. Pyrex.
4. Pipetas Pasteur.

5. Tubos para centrifuga de 15 ml. Pyrex.

&. Tubos de ensayo de 10 ml. Pyrex.

7. Espatula

8. Perilla

9. Gradilla

10, Piseta.

2. INSTRUMENTOS

1. Balanza Analitica. AINSWORTH. MODEL 100A.
2. Centrifuga. BECKMAN. MODEL TJ-4.
3. Espectrofotometro de Absorcidn Atdmica. PYE UNICAM SP-192,

3. REACTIVOS

t. Pirrolidin ditiocarbamatao de amonio (APDC). Aldrich.
2. Metil isobutil cetona (MIBK). J. T. BAKER

3. Tritén X-100

4. Estandar de plomo. TRITISOL MERCK

S. Acido nitrico. J. 7. BAKER

6. Agua desionizada

7. Aire comprimido (Presién de 2.8 Kg/cm)

8. Acetileno (Presion 0.8 Kg/cm)
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4. METODO GENERAL

Adicionar 3 ml de sangre en un tubo para centrifuga,
inmediatamente después agregar 1 ml de Tritén X-100, § ml de
pirrolidin ditiocarbamato de amonio (APDC), 3 ml de metil isobutil
cetona (MIBK). E!l tubo es sellado y agitados se centrifuga.
6e separa la fase organica y se somete a andlisis por
espectrofotometria de Absorcidn Atémica con llama.

TABLA 1, CONDICICNES PARA LA DETERWINACION DE PLOMO EN SANGRE

ELEMENTO PLOMO

LONG. DE ONDA 217 nm

GASES AIRE/ACETILENO

SISTEMA NEBULIZADOR - QUEMADOR
FLUJO LAMINAR

4.1. PERFIL DE LLAMA

De una solucién de 20 ug/dl se tomaron alicuotas de
5.0 ml y se realizé el metodo general para la formacién del
quelato. Las lecturas de absorbancia se efectuaron a diferentes
alturas del quemador (4, 6, 8, 10, 12, 14, 1&, 18 y 20 nm).

4.2. TIEMPO DE AGITACION

Se preparé una solucion de 20 ug/dl de Pb &n agua. De
esta solucidén se tomaron alicuotas de S.0 ml y se colocaron en
tubos de centri{fuga: se adiciond pirrolidin ditiocarbamato de
amonio y se agité por 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 minutos. E1
quelato se extrajo con metil isobutil cetona y se analizé mediante
Absorcisn Atemica. €1 analisis de cada una de las muestras se hizo
por duplicado para obtener los datos de absorbancia.
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4 4.3. LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Se prepararon dos soluciones por duplicado de 0.1 vy
0.2 ppm. Se tomaron alicuotas de 5.0 ml de estas soluciones y se
les realizé el procedimiento general para cada una de las
concentraciones con el objeto de determinar el limite de
deteccién y cuantificacion.

4.4. LINEALIDAD DEl SISTEMA

Se determind construyendo una curva de calibracion
(concentracion vs respuesta medida) utilizando las
siguientes concentraciones: S5, 10, 20, 30, 40 y 50 ug/dl de plomo.
De estas soluciones se tomaron alicuotas de 5.0 ml y se les
realizé e] método general para la formacidn del quelato. El
andlisis de cada dilucién se hizo por duplicado.

4.5. PRECISION DEL SISTENA

Se determind por andlisis sextuplicedo de una wisma
solucidn de 20 ug/dl, se tomaron alicuotas de 5.0 ml y se les
relizé el método general para la formacién del quelato de plomo
con pirrolidin ditiocarbamato de amonio.

4.6. LINEALIDAD DEL. METODO
Se determind a parti'r de cantidades adicionadas de plomo
a muestras de sangre total correspondientes al S0, 100 y 150%

(tomando como 100% la concentracion de 20 ug/dl), cada una de
manera independiente, haciendo los aniAlisis por triplicado.
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4.7. EXACTITUD Y REPE*'IB!LJDAD AL 1007

Se determind a partir de 6 wmuestras de sangre,
adicionando de manera independiente 20 ug/dl de plomo
(correspondiente al 100%), utilizando el método general para la
obtencién del quelato de plomo con pirrolidin ditiocarbamato de
amonio. €1 anilisis se hizo bajo las mismas condiciones de
operacién y por el mismo analista.

4.8. PRECISION (REPRODUCIRILIDAD)

Se determind a partir de una muestra homogénea de sangre
adicionando una concentracién de plomo al 1007 (20 wumg/dl), se
realizé el método general para la quelacién-extraccion, se apalizé
por dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado.

4.9. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Se determind mediante la comparacién de los andlisis
iniciales de tres muestras de sangre a las que se les adiciond
una concentracién de plomo del 100% (20 ug/dl), se realizé el
método general para el proceso de quelacidn-extraccion, se
obtuvieron las absorbancias de las mismas muestras después de
permanecer 24 y 48 horas a 4°C y a temp & ratura ambiente. EI1
andlisis se realizé por el mismo analista.

4.10. ESPECIFIDAD

Este parametro no se determint, debido a gque la teécnica
de absorcion atémica con llama es altamente especifica, ya que el
Unico elemento que es leido a una longitud de onda de 217 nm es el
plomo. Esto se debe a que la fuente de radiacién es una lampara de
catodo hueco para plomo y dicha Fuente s4lo emite las 1fneas
espectrales propias para éste elemento, lo que hace que la técnica
sea especifica. w7,
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VII. RESULTADOS

1., PERFIL DE LLAMA

TADLA 2. VALORES DE LA ABSORBAMCIA A LAS DIFERENTES ALTURAS DEL QUEMADOR.

ALTURA (mm) ABSORBANCIA
4.0 0.008
6.0 0.007
8.0 0.010

10.0 0.010
12.0 0.010
14.0 0.010
16.0 0.008
18.0 0.008
20.0 0.006

Segun los resultados obtenidos la altura éptima del
quemador para realizar lecturas de Plomo en sangre utilizando el
sistema APDC-MIBK es de 8.0 a 14.0 mm para el instrumento
empleado.

Se establece una altura de 10 mm para todas las lecturas
de absorbancia.
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2. TIEMPO DE AGITACION

TABLA 3. LECTURAS OF ABSORBANCIA A DIFERENTES TIEMPOS DE AGITACION,

TIEMPO (min) ABSORBANCIA ABSORBANCIA
0.5 0.010 0.010
1.0 0.01¢ 0.010
-1.8 0.009 0.009
2.0 0.008 0.008
2.5 0.009 0.008
3.0 0.007 0.008

Segun los resultados obtenidos el tiempa de agitacidn
éptimo para la formacién del quelato APDC~Pb y su posterior
extraccion con MIBK es de 0.5 a 1 minuto.

Se establece un tiempo de agitacidén para el método
general de un minuto.
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3. LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

TABLA 4, ADSORBANCIAS DE DOS SOLUCIOMES DE PLOMD A 0.01 pos,

MUESTRA ABSORBANCIA ABSORBANCIA
{] 0.01 ppm {} 0.01 ppm
1 0.002 0.004
2 0.002 0.005
3 0.002 0.004
4 0.002 0.004
5 0.002 : 0.004
6 0.002 0.004
7 0.004 "~ 0.005
8 0.002 . 0.003
9 0.004 0.004
10 0.002 0.005
11 0.002 0.003
12 0.002 0.004
13 0.002 0.005
14 0.002 0.003
15 0.002 0.004
16 0.002 0.005
17 0.003 0.005
18 0.003 0.004
19 0.003 0.005
20 0.003 0,003
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TABLA 3, ABGORMACTA O DOS SOLUCTONES OF PLOMO A 0,02 pow.

MUESTRA ABSORBANCIA ABSORBANCIA
{) 0.02 ppm {] 0.02 ppm
1 0.004 0.008
2 0.004 0.000
3 0.004 0.010
4 0,005 0.009
S 0.005 0.010
6 0.004 0.009
7 0.004 0.008
8 0.005 0.009
9 0.004 0.009
10 0.004 0.010
11 0.005 0.011
12 0.005 0.009
13 0.004 0.011
14 0.005 0.011
15 0.005 0.010
16 0.005 0,009
17 0.005 0.011
18 0.004 0.010
19 0.006 0.011
20 0.005 0.011
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Concentracién = 0.01 ppm

X = 2.4 x 107" X = 4,2 x 107

5 = 0,0104613 8 = 0.0183073
LD = 0.13076& ug/dl LD = 0.1307 ug/dl
LO = 0.435887 ug/dl L0 = 0.435888 ug/dl

Concentracién = 0.02 ppm

X = 4,6 x 107" X = 9.73 x 107"
S = 0.0200050 S = 0.0424992
LD = 0.2408695 pg/dl LD = 0.261533% ug/dl
LO = 0,B695652 ug/dl LG = 0.8717789 ug/dl
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4. LINEALIDAD DEL SISTEMA

TABA &, LINEALIDAD DEL SISTENA PARA PLONO ENPLEANDO EL SISTEWA APOC-NINK,

CONCENTRACION (uMg/dl) ABSORBANCIA ABSORBANCIA
S 0.006 0.006

10 0.012 0.012
20 0.024 0.024
30 0.036 0.036
40 0.047 0.046
50 0.060 0.060 -

Zx = 310

Ly = 0.369

=x* = 11050

£
z

COEFICIENTE DE CORRELACION:

r o=

r

COEFICIENTE DE DETERMINACION:

y? = 0.015629
Xy = 13.40

L(6) (2)(13.14) - (310)(0.369)1*

£¢6)(2) (11050) - (310) 17[(4) (2) (0,015629) - (0.369) 3*

= 0.999573

r° = 0.9991462
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DESVIACION ESTANDAR: »
(12) (1.7103125 x 10™%) - (0.01932m)*

DE =
12 (12 - 1)

DE = 1.S539539 x 107

COEFICIENTE DE VARIACION:

1.5539539 x 10™°
V= = ¥ 100
1.19375 x 10

CV = 1.3017415 %

PENDIENTE:
(6)(2)(13.14) - (310) (0.3469)

(6) (2) (11050) — (31002
m = 0.001186027

ORDENADA:
(0.36%9) ~- (0.0118) (310} .

(6) (2)

b = 0.00016464

o1



CRITERIO DE ACEPTACION:
CV<oe=1.57%

r>6=0.99
r* >6 = 0.98

El sistema es lineal ya que:
CV = 1.3 %
r o= 0.99 %
r* = 0.99 %

El sistema cumple con los criterios para linealidad; por
lo tanto, el sistema es lineal.
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5. PRECISION DEL SISTEMA

TABLA 7, ADSORDANCIAS OBTENIDAS O SEIS WUESTRAS DE UNA SOLUCION ESTANDAR DE PLOND AL 100X,

CONCENTRACION (ug/dl) ABSORBANCIA
20 0.030
20 0.030
20 0.028
20 0.030
20 0.030
20 0.030
Ly = 0.179

£y® = 5.341 x 107°
y = 0.0298333

*

DEBVIACION ESTANDAR.
12
(6) (5.341 x 10°") - (0.179)%

DE =
6 (6 -1

DE = 4.0824829 x 107*

COEFICIENTE DE VARIACION.
4.0824829 x 10°*

CV = x 100

0.0298333

CV = 1.36844316 %
CRITERIO DE ACEPTACION.
CV <& = 1.5%

El sistema es preciso ya que cumple con el criterip de aceptacidén,
ya que el CV obtenido es de 1.36 %.
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6. LINEALIDAD DEL METODO

TADLA 8, LINEALIDAD OEL METO00, CANTIDAOES RECUPERADAS O PLOND EN SANGRE TOTAL,

CANT. ADICIONADA CANT. RECUPERADA % RECOBRO
(pgrdl) (#gsdl)

10 9.71 97.12
10 10.00 100.00
10 10.00 100.00
20 20.00" 100.00
20 20.00 100.00
20 20.00 100.00
30 29.28 97.62
30 30.00 100.00
30 30.00 100.00

£x = 180

Sy = 178.99

£ = 4200

£y* = 4151.60
Ixy = 4175.5

PENDIENTES

(3) (3) t4175.5) - (1B80).- (179.99)

(9) (4200) - (18002

™ = 0,9928332
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ORDENADA AL ORIGEN:

(178.99) - (0,.9928333) (180)

b =
?

b = 0.0877

COEFICIENTE DE DETERMINACION:

[ (9) (4175.5) — (180) (178.99) 12

[ (9) (4200) - (180)% 3 [ (9) (4151.6025) ~ _(179.99)21_

r¥= 0.9992256

r = 0.999612725
ER = 894.74

=R% 88961.959
R = 99.415556

DESVIACION ESTANDAR: W
2 2
(9) (BB961.959) - (B94.74)

DE =
9 (-1

DE = 1.1&664381

COEFICIENTE DE VARIACION:

1.1664381

Cv =
. 99.415586

CV = 1.17322953 %
CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE:

Ho : m =1
Ha:m*l
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ERROR TIPICO:
172

(4151.6025) - C(0.0B77) (178.991) - (0.9926833) A(4175.5)]

Y/N -

S, . = 0.4910
yox 12

?

w3
]

(0.4910)
v % 9 -2 :

0
L}

v % 0.5566958

€0.9928332 ~ 1) (8.6015199) ()2 .

Teal =
0.5546958

Teal = =~0,.31322041

T

e = 2.602 T

P -2.602

a

«2.602 < -0,3132 < 2.602. Por lo tanto se acepta Ho. La pendiente
es igual a t.

CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA LA ORDENADA:
Ho s b=0
Ha t b $ 0

ESTADIGRAFD DE PRUEBA:
0.0877 - ©
0.55669586 [ 4200 ]"‘

9 (0.17*

Teal =

Teal = 1.2397302 x 107"

- 2.602 < 1.2397302 x 107" < 2.602 Por lo tanto se acepta
Ho. La ordenada es igual a cera.
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CRITERIO DE ACEFTACION:
m=1

b =0

r*= 0.98

CV < 6 = 3%

Recobro 97-100%

Ya ques

m = 0,9928

b = 0,087

r¥= 0.999

Cv= t.17%

Recobrao 97.12-100%

El método cumple con los criterios para linealidad, par
lo tanto, el método es lineal.

INTERVALO DE CONFIANZA:
a) PENDIENTE

. 0.556695
0.99283 - (2.602) T T
8.66 (9 - 1}
IC = ( 0.93371 a 1.05195 )
b) ORDENADA

0.0877 I (2.602) (0.2003989)

IC = ( 0.4337379 a 0.6091379 )

S8



Y1

LINEALIDAD DEL METODO

CANTIDAD RECUPERADA (xg/dl)

40
30
o | 20 :
o ‘ R . ’
0 0 20

CANTIDAD ADICIONADA {ug/dl)

SISTEMA APDC-MIBK
—— PLOMO

FI1G. 6. LINEALIDAD DEL METODO PARA Pb

. EN SANGRE
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7. EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100%

TABLA 9. PORCIENTD D RECODRO DE PLOWO EM SAMGRE DE CANTIDADES ADICIONADAS,

CANT. ADICIONADA CANT. RECUPERADA % RECOBRO
(pug/dl) (Wa/dl)
20 20.00 100.00
20 20.00 100.00
20 20.00 100.00
20 20.00 100.00
20 19.53 97.67
20 20.00 100.00
IR = §97.67
£R®*= 59539.429
R = 99.61
DESVIACION ESTANDAR: o
6 (59539.429) ~ (597.67)°

DE =

& (6 - 1)

DE = 0.9512185

COEFICIENTE DE VARIACION:

0.9512185
cv =
99.61

CV = 0.9549427 %

x 100
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CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA EXACTITUD:
Ho 1t u=0
Ha : u ;‘ (o]
99.61 - 100

teal =
0.9512185

(e)**
tecal = ~1.0042919

INTERVALO DE CONFIANZA:

T tab (¢, o.9m = 2,0150

0.9512185
¢ 6 (472

+

IC = 99.61 - (2.0150)

IC = ( 98.8245 a 100.3%55 )

CONTRASTE DE HIPOTESIS PARA REPETIBILIDAD:

Hot o* < ¢ = 2

Ha: o* > 2

DE = 0.9512185

2 ¢ 5) ¢ 0.9512185 )
¥ =

2

2 = 2.2780

2
Xiab. 0.93 = 11.070

2
Xiab 0.003 = 1,145
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CRITERIO DE ACEPTACION

Se acepta Ho, ya que tcal < ttab. - Por iu tanto, el
método es exacto, es decir, existe una concordancia de los
resultados obtenidos en el anilisis experimental con respecto al
valar de referencia.

e Xaur
método es repetible por un mismo analista, entre determinaciones

Se acepta Ho ya que x Por 1o tanto el
independientes.

Ya que CV < 3, y R= 99. 41 el metodo es exacto y
repetible. .
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8. PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)

TADLA 10, PORCENTAJE DE RECOMRO D€ PLONO OBTENIDO POR DOS ANALISTAS
EN DS DIA9 DIFERENTES,

DIA ANALISTA 1 ANALISTA 2
1 100.00 100.00
1 100.00 100.00
1 100.00 100.00
2 100.00 100.00
2 97.67 100.00
2 100.00 100.00

Ly = 1197.47
Iy'= 119539.43
¥ = 99.80

DESVIACION ESTANDAR:

12 (119539

/2
.43) - (1197.677

DE =

12 (12 - 1)

DE = 0.672613

COEFICIENTE DE VARIACION:

0.672613

CV =« ————— x 100

99.80
CV = 0.6740354 %
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TARLA §1, ANALISIS DE VARIANIA (ANADEVA)

FUENTE DE |GRADOS DE | SUMA DE  |MEDIA DE Fcal |Fo.08
VARIACION [LIBERTAD CUADRADOS | CUADRADOS
ANALISTA [gla = 1 SCa = MCa = Fa = |18.5
{a) 0.4526 0.4526 1.0
DIA (d) gld = 2 SCd = MCd ~ Fd = |4.41
0.905 0.4525 1.0
ERROR (e) |gle = 8 SCe = MCe =
3.62 0.4525
Yis = 300.. Yoo = 297.67
Y2 = 300 Yaa = 300
Vi = 597,67
Y2 = 600
£EXi = 338607.43
v = 717209.43
IrEviijk = 119539.43
SCa = 0.4526
SCd = 0.905
SCe = 3.62
Fa < Fo.oo0s El método analitico @s reproducible por

analistas.
Fd < Fo.oos E] método analitico es reproducible en distintos
por un mismo analista.
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9. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

TADA 12, PORCIENTO DE RECOMO DE PLOND, EN SANGRE TOTAL, DE CANTIDADES
ADICIONADAS, A TEWPERATURA AMBIENTE EN DIFERENTES DIAS.

INICIAL | TA/24 HRS. | TA/48 HRS.

100.09 0.0 0.0

100.00 59.09 0.0

99.62 58.09 0.0
Yo = 102.90 So0%= 28.74
Yi = 39,03 Si¥= 0.59405
Ya =0 S2%= o

VARIANZAS PONDERADAS:
2 (28.74) + 2 (0.594)

[ = 9,7780
(2) 2+ 1)
. 2 128.74) + 2 (0)
Spr'= = 9,58
(2) (2 + 1)

INTERVALO DE CONFIANZA3

Para TA/24 Hrs
IC = (39.03 ~ 102.90) ¥ 2,86 [(9.7780) (2/3)31*"2

IC = ¢ -71.17 a -%6.34 )

La muestra no es estable a condiciones ambientales
24 Hrs, ya que en el IC no se incluye el valor cero.
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Para TA/48 Hrs
IC = 0 ~ 102.90 % 286 C(9.58) (2/3) 1"
IC= ( -110.12 a -95.47 )

La muestra no es estable. a condiciones ambientales por
48 Hrs ya que en el IC no se incluye el valor cero.
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TABLA 13, PORCIENTO DE RECOBRO EN PLOMO, EN SANGRE TOTAL, DE
CANTIDADES ADICIONADAS A 4°C, EN DIFERENTES DIAS.

INICIAL 4°C/24 HRS. | 4° C/48 HRS.
100.00 90.80 104.54
100.00 90.90 90.90
100.12 90.80 90.90
Y = 100.04 So® = 0.0048
Yi=  90.83 8% = 0.0033
Y= 95.44 822 = 62.016

VARIANZAS PONDERADAS:

. 2 (0.0048) + 2 (0.0033)
Se” = = 0.0027
3

2 2 (0,0048) + 2 (462.016)
Sr2” = = 20.47
[

INTERVALO DE CONFIANZA:
Para refrigeracién/24 Hrs

I = ¢ 90.83 - 100.04 ) % 2.86 [(0.0027) (2/3)12
IC = (-9.33 a ~9.088)

La muestra no es estable en condiciones de refrigeracisn
por 24 Hrs, ya que en el IC no se incluye el valor de cero.
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Para refrigeracion/48 Hrs
IC = ( 95.44 - 100.04 )*- 2.86 [(20.47) (3/21*7*
IC = ( 20.52 a 11. 32 )

La muestra no es estaﬁle en condiciones de refrigeracién por
48 Hrs ya que en el IC no se incluye el valor cero.

FACTOR I

Para TA/24 Hrs

Q
Is = ¥ 100 = 0 %
109.09
59.09
Iz ® ————— x 100 = 59.09 %
100
58.00
Iy = x 100 = 58.22 %
99. 62
- 0 + 59.09 + 58,22
I = = 39.10 %

3

La muestra no es estable a condiciones ambientales por
24 Hrs, ya que ] valor de la media para el factor 1 no se
encuentra entre 97-103 %. '
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Para TA/48 Hrs

le = ——— x 100 = O %
109.09
0

Is = % 100 = 0 %
100 . g
o S

1o = %X 100 = 0 %
100 -

- 0+0+0

1= =0 %

3

La muestra no es estable
de
encuentra entre 97-103 %.

48 Hrs ya que el valor

Para 4°C/24 Hrs

tr = —2:8% 100 = 90.80 %

100

90.90
lea = ——— x
100

100 = 90.90 %

90.80

Is = x 100 = 90.69 %

100.12

90.80 + 20.90 + 90.69

la media para

a condiciones

el factor I no

-l
»

3

La muestra no es estable

= 90.79 %

a 4°C por 24 Hrs, ya que

ambientales por

el

valor de la media para el factor 1 no se encuentra entre 97-103 %.

69



Para 4°C /48 Hrs

104.54
Jto = —————— x 100 = 104.54 %
100 . i
90.90 o
Iu = x 100 = 90.90%
100 . :
90.90 o
1z = ———— x 100 = 90.79 % -
100,12

104.54 + 90.90 + 90.79

-
1

= 95.45% %
3

La muestra no es.estable a 4°¢c por 48 Hrs ya que el
valor de la media para el factor I no se encuentra entre 97-103 %.
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

Antes de iniciar la validacién del método se llevaron a
cabo diferentes pruebas con solucién estandar, con objeto de dejar
establecido el método para la determinacién de plomo en sangre.
Se determind el perfil de llama, ya que éste varia dependiendo del
elemento de que se trate, del disolvente en el que se encuentre vy
de los gases que se usan para la llama en Absorcién Atémica. El
objetivo principal de conocer este parametro es el de encontrar la
maxima poblacién de Atomos del elemeto de interés dentro de 1la
llama; encontrandose que una altura adecuada para el quemado;
puede ser aquella comprendida entre 8 y 10 mm.

Se determind el tiempo de agitacisn de donde se concluye
que de 0.5 a 1 minuto de agitacion, el complejo se ha formado, si
s2 aumenta el tiempo hasta tres minutos éste es estable; es
conocido en este tipo de procedimientos, que agitaciones bruscas y
prolongadas destruyen el complejo farmado.

Se conoce gque los limites de deteccion y
cuantificacién en disolvente orgadnico son aun mas bajos que los
obtenidos con soluciones acuosas debido a que la nebulizacidén es
mucho mas efectiva trayendo como consecuencia un mayor nimero de
Atomos que llegan a la llama; en el presente trabajo se obtuvo un
limite de deteccién de 0.1307 ug/dl y un limite de cuantificacisén
de 0.4358 ug/dl.

Los resultados obtenidos muestran que el sistema resulte
ser lineal a las concentraciones utilizadas. El sistema también
resultéd ser preciso ya que se obtuvo un coeficiente de variacién
menor a 1.5 % (1.36%).

Dado que el sistema resulté ser lineal y preciso se

procedid a la validacién del método. Estadisticamente los
resultados demuestran que el método es lineal y exacto, es decir,
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la respuesta es proporcional a la concentracién de plomo en la

muestra.

El método analitico es reproducible por dos analistas vy
por un mismo analista en distintos dias, lo cuwal garantiza que
bajo diferentes condiciones de analisis, se obtienen resultados

confiables.

La muestra no es estable a condiciones ambientales por
24 y 48 horas, asi como, tampoco es estable a 4°c por 24 horas y
48 horas, por lo que se sugiere leer las muestras inmediatamente

después de su preparacién.
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10.

11.

IX. CONCLUSIONES
La altura del quemador Sptima en @l perfil de 1lama para el
instrumento de Absorcién Atdmica empleado en este trabajo se
encuentra entre 8 y 14 mm.
El tiempo de agitacidén establecido determina que con 0.5-1
minuto de agitacion se garantiza la formacién del quelato y por
lo tanto la eficiencia de la extraccion.
El limite de deteccion obtenido para este método tiene un valor
de 0.1307 ug/dl y el limite de cuantificacién tiene un valor de
0.5348 ug/dl.

El sistema es lineal en un rango de S5 a S0 ug/dl.

El sistema es preciso ya que el coeficiente de variacién es de
1.36%.

El método es lineal en el rango de concentracién requerido para
los niveles de plomo en sangre total.

El método es exacto para los niveles de plomo presentes en

sangre total.
El s¢todo es preciso y reproducible por dos analistas.

El método es preciso y reproducible por un mismo analista en
dos distintos dias.

La muestra analftica no es estable a condiciones ambientales
par 24 y 48 horas.

L.a muestra analitica no es estable a 4°C por 24 y 48 horas.
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Por todo lo anterior, el método puede ser empleado con
un alto grado de confiabilidad en cualquier laboratorio de
- aspectrofotometria de Absorcién Atédmica, para la wevaluacién de
plomo en sangre.

74



X. ANEXO
1. CALCULOS ESTADISTICOS
1.1. LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

DESVIACION ESTANDAR:

172

: £ (x - %
s = n -1
Donde:
8 = Desviacion Estandar -
¥ = Cada una de las lecturas individuales
X = Promedio de las lecturas . i
n = Numerc de las lecturas
3sc . 10sc
LD = —— L@ = ———
X x
Donder

s = Desviacién estandar

c = Concentracién

LD = Limite de deteccién

LG = Limite de cuantificacién
1.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para proceder a los siguientes calculos es necesario que
el namero de muestras por dilucion sean equivalentes.

Ix = nix_+ X +ooetX)
1 2 t

+ . con e ase
R P A T A R AN E T Wttt

75



£:*

-fvn‘(x:{" x: + .v.‘f. x:) :

: C&lc‘:ulds' prgliminaren para el coeficiente de variacisn.

Calcular para cada punto de la linealidad del sistema el siguiente

factor: -

Propiedad medida (y)

Foa

Concentracién de la dilucién de la solucidn patrén (x)

Y“

FII K‘ IFI

Y“

Calcular la suma de factores,
factores y la media de factor:

IF o= Pt Fat Fm*"'* Fut Fa* Fi,

vlh
F = cee
an %,
Yin
W =X

la suma de cuadrados

de



N = nitmero de puntos de la linealidad del
sistema.
Calculos finales para el coeficiente de variacién.

/2
N (=F%) - (=m)?
DE = NN D
DE
Vv =ms —— % 100
. nt (Exy) = (Ex) (Ty)

nt (£x%) = (£x)?

Zy = m (Tx)

b= nt

CRITERIO:
CV <6 = 1.5%
r>6 =0.99
r? >0 =0.98
m=1.0
b = 0.0

1.3, PRECISION DEL SISTEMA

Calculos preliminares:
Ly = Yyt Yy t Y, teety

R P L Ry

Zy
Y= N
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2 2 1z
N (Zy") ~ (Zy)

N (N - 1)

DE =
€alculos finales para el coeficiente de variaciéns
DE
CY = ——— x 100
Yy
CRITERIO: CV < &6 = 1,5%
1.4. LINEALIDAD DEI. METODO
t = namero de cantidades adicionadas
n = nimerc de repeticiones (cantidad recuperada) por cantidad
adicionada.

Para proceder a los siguientes cAlculos es necesarioc que
el mimero de cantidades recuperadas de cada cantidad adicionada,
sean equivalentes.

Calculos preliminares:
Ex = (t) (x“nnh..+xm+xn+xu+. setx Hun .ox“ﬂc“h..ﬂcm)
fy = yu+yn+...+y‘n+y"4~y"+...Ovlno.. .Oyud‘y“#...#y"'

2 _ 2, 2 z .22 2 2,2 2
Ix ) (x“+xu+. . .+xm0xn+x“f. . .tx“ﬂ . .m"fxu*. . .txln),
2 2, 2 2, 2 x * T TR

Zy" = ynﬁy“+...+ymfy“+ yu"“*Yan*'"‘yu‘ynf“'fym‘ .

= + Fooat + + L +* B
IRY = % Ve Yt *ent¥2a 2 g ¥ 2pVaa b o X Yante s o X

*1Yu
e Ya oW WY
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Calculos finales:

PENDIENTE

nt (Exy) -~ (Zx) (Zy)

nt (£x%) - (@n?

ORDENADA

Zy - m (ZTx)
b= -
nt
. [ nt (Exy) - (Ex)-(Sy) 2%
Fle

ot (&) — (=0 10 nt () - (g?2
r e L1472

Calcular el porciento recuperado (R) para cada
cantidad recuperada, con la siguiente ecuaciém:

R= ( y/x ) 100
Tabular los resultados:

R Ry R

s ey Rn

Calculos preliminares:
IR = R""R.‘PR."'--."'RH
=R%= REeRT+RZ+. . +R!
1 2 9 n

R=(R) /N

172
N (£R®) - (ER)?

DE =
N (N - 1)

ESTA TESIS MO DEBE
SAUR BE LA GisiidTEC
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Coeficiente de variacién:

CV = (DE / R ) 100

CRITERIO:
mE 1
bz; [+
r?> 6 = 0.98
R = 97 - 103%
CV < &= 3%

Estadigrafo de contraste para la pendiente:
(m—no) SK‘(n— 1)

t =
cal ~
Sy/x
w2
(zy*) - b(Sy) - m(Exy)
g = - - -
y7n . N
Error tipico modificado:
Py w2
INC
8 - ¢ Bv”)
e N-2
Estadigrafo de contraste para la ordenada:
bcal - b°
£, =
<cal z,?

-
Sy x -
[N Eex - x)'] sz
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CRITERIO:

8i t—a/z < t“l < ta/z . Se acepta H°
ORDENADA
2 a2
. N X

b - tc::/z Sy/x —a

N z(x‘ - %)
PENDIENTE

~
ntt Sy/x

alz Bx (N - 1872

1.5. PRECISION (REPETIRILIDAD).
Tabular los resultados del porciento recuperado: .
R Ry RyeeeR
Calculos prelin;inares:
ZR = R+ R+ R +...4R
k3 2 3 n
2 2
ER = R+ Ri +R 4t R:
SR .

R= -
N
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DESVIACION ESTANDAR

2 w2
N (=R?) - (zR)?

DE =
N (N - 1)

COEFICIENTE DE VARIACION

CV = (DE 7/ R) 100
1.6. PRECISION (REPRODUCIRILIDAD).

El siguiente procedimiento wanicamente es aplicable
cuando se utilicen dos dias, dos analistas y tres determinaciones.

CAlculas preliminaress

zy = yltt+yill*y

PRV e X
PIERRPTRARERE £PHN

2. 2 2 2 2 z
Ty'- LATPRR TP APPRs FPACELLS
- o zy
T

12
N (£y*) - (Ey...)?

DE =
N (N- 1)

COEFICIENTE DE VARIACION
CV = (DE / y) 100

CRITERIO:
V<o =3
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Una prueba estadistica adicional para la prueba de
precisién especi ficamente de la reproducibilidad es la siguiente:

Y“ = ylll‘.. yuz +Yus

Yz = Yezet Viaz *Y

12 122 129
Yar = Yaus* Y22 Vaun
Ygz = You *ya.zz *Yazs

Calcular la suma para cada analista:
Yo T Yo Yz Vi WYaae Yz Vi
Y2 = Yauo Yoz Man Vaer WVaza WVers

Célcular la suma total de (y...):
Yeee =Y F Y,

Calcular la suma del cuadrado de cada analista en cada
dias

2 2 2 2 42
£§:yij = (yu) +y,,) +(yn) +(yzz)

Calcular la suma del cuadrado de cada analista en los
dos dfas:

(Eyt. L= (y‘)z-"(y')a

Calcular la suma de cada dato elevado al cuadrado:

)y +&

2 2
123 ?

2
£EEY], = Gy, Ay e

2 2
211 142 ) +(y221) +(y222) ""Y
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Calcular la suma de cuadrados del analista (S5Ca), efecta

del factor analista con la siguiente férmula:z

ZV: y’ .
SCa = -
dr adr

Calcular la suma de cuadrados del dia y el analista

(SCd), con la siguiente férmula:

Tzy; v, f
scd = -
r dr

Calcular la suma de cuadrados del error (SCe) con

sigujiente farmula:s

Znyj

SCe = }‘_ZZy:jk
,
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TAMA 34, MNALISIS DE VARIANIA (ANADEVA)

FUENTE DE |GRADOS SUMA MEDIA Ral F0,08
VARIACION DE DE DE
LIBERTAD CUADRADOS | CUADRADOS
ANALISTA gla=a-1 SCa MCa = Fa = F =
(a) SCa/sgla MCa/MCd |agla/gl
DIA gld = SCd MCd = Fd = F =
Q) (d-1) SCd/gld MCd/MCe |gld/gl
(a)
ERROR dle = SCe MCe =
(e) (r-1) SCe/gle
(ad)
CRITERID:
81 Fa < Fglasgldio. os El método analitico es reproducible

8i Fa >/ Fglagldio. 03

8i Fd < Fgidgls;0. 03

8i Fa >/ Fgldgteio. 05

por los analistas.

El método analitico no es reproducible

El

por los analistas.

método analitico es reproducible en-
distintos dias por un mismo analista.

El método analftico no"e_s reproducible

en -distintos dias. por - un. ' mismo
analista. ” !
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1.7. E)‘AC?'{TL’D AL ;002

Ly C;:lc.c’.;l;s' ;reljvv;lnaresz
R = R‘¥R=¥R,+. . .+kn
£R?= R: k*R.: RS 4eas 4R

IR

R=—

DESVIACION ESTANDAR

N (ERY) ~ (=R>?

DE =
N (N- 1)

COEFICIENTE DE VARIACION
CVv= (DE 7 R) 100

CRITERIO:
R= 97 - 103%
CV < 6= 3%

ESTADIGRAFO DE CONTRASTE

R - 100
el DE
LN w2

INTERVALD DE CONFIANZA PARA LA MEDIA
DE

t N3

Ic=RIt tg. 0 ~"2., o, 0m
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CRITERIO:

t
cal < 6=t 1 n2, 0.om

1.8, ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

1. Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Inicial Condicién/Tiempo
1 2
Y, Ye ] Yz
Ya Ys Ys
Ys Ys Yo

yo yl y' Media
2 2 2
So S‘ Sz Varianza

Varianza Ponderada:

288 + 28
L] 1

Sp:=
2 (C + 1)

2

, 257 + 28}

Sp. =
2 2(€+ 1

3. Intervalo de confianza.

IC‘(;‘-V

o) ¢ tx I8p) (/337
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4, Calculos para el coeficiente de variacién.

Y‘
I, = x 100
1
y5
1, = x 100
2 2
Vs .
1= x 100
» 2 R
. =1
I =
N

La media del factor I debe tener un valor entre 97—103%,
para que la muestra sea estable.



Z2 Xl 3 3

0]
N

o
m

0 a e DD < x

=

2. GLOSARIO

ordenada

coeficiente de correlacidn

coeficiente de determinacién
coeficiente de variacién

intervalo de confianza

pendiente

namero de replicaciones

namero de diluciones o numero de cantidades adicionadas
media aritmética
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