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1. INTRODUCCION.

Los alimentos que consumimos los seres humanos estan compuestos, principalmente,
por seis tipos de nutrientes béasicos (carbohidratos, lipidos, proteinas, vitaminas,
minerales y agua) y cada uno de ellos cumple con funciones muy importantes dentro de
nuestro organismo . Cada uno de estos nutrientes se encuentran en diferentes
cantidades en el cuerpo humano y dependiendo de su concentracion, éstos, se clasifican
en macronutrientes y micronutrientes ®. De esta forma se tienen especificamente a los
microminerales u oligoelementos, es decir, aquellos elementos quimicos que tienen un
papel muy especifico dentro de las funciones del cuerpo humano y que estan en
cantidades muy pequefias (su consumo diario recomendado es menor a 100 mg /dia) .
Dentro de estos oligoelementos se encuentran el hierro, cobre, manganeso, molibdeno,
yodo, cobalto, cromo y el selenio ®. La concentracién de estos oligoelementos es
fundamental para que desempefien adecuadamente su papel biolégico ya que el
exceso o déficit del metal puede ocasionar complicaciones graves.

Por otra parte, los alimentos no son la Unica via entrada de elementos quimicos a
nuestro cuerpo, diversas actividades humanas provocan la liberacién de metales téxicos
en el ambiente; tal es el caso del vanadio, plomo, cromo y el mercurio. Estos metales
téxicos tienen diversos efectos tanto en los seres humanos como en los animales aun en
pequefias concentraciones, asi por ejemplo, se sabe que la mayoria de éstos son
carcinégenos, genotdxicos y mutagénicos ©.

Las pequefias concentraciones en las que se encuentran los micronutrientes y algunos
metales toxicos en el organismo, aunado al perjuicio que provocan las pequefias
variaciones de concentracion, hacen que su determinacion analitica sea una tarea muy
importante y dificil pero que ha podido ser llevada a cabo gracias al desarrollo de
equipos de alta tecnologia y metodologias analiticas adecuadas. La determinacion de
elementos individuales puede ser llevada a cabo a través de varias técnicas de
Espectroscopia Atomica (EA) ya sean de absorcion o de emision, las cuales difieren,
principalmente, en la sensibilidad, los volimenes de muestra necesarios para el andlisis
y el costo. Actualmente muchos laboratorios, alrededor del mundo, estan usando el
Espectrémetro de Masas - Plasma Acoplado por Induccion, ICP-MS (por sus siglas en
inglés), para la determinacion de metales traza, pues a diferencia de las técnicas
convencionales de analisis, ésta, puede llevar a cabo la determinacion de varios
elementos a la vez. Esta técnica de determinacion multielemental no solo presenta
limites de detecciéon mucho mas bajos que las técnicas de Espectroscopia Atémica (EA)
sino que también ofrece la capacidad de medidas isotépicas *.



2. OBJETIVOS.

2.1 Objetivos generales.

- Desarrollar la metodologia analitica para la determinacion de vanadio y
manganeso en matrices biolégicas empleando el Espectrometro de Masas — Plasma
Acoplado por Induccién (ICP — MS).

- Evaluar el método analitico desarrollado.

- Emplear el método analitico desarrollado en muestras reales.

2.2 Objetivos particulares.

- Optimizar el tratamiento fisico y quimico de las muestras y el material de

referencia certificado (MRC).

- Aplicar el método gravimétrico en la preparacion de las curvas de calibracion y

dilucion de las muestras para su analisis por ICP-MS.

- Minimizar los contaminantes presentes en el material de laboratorio utilizado,

mediante un tratamiento de limpieza.

- Conocer el adecuado funcionamiento del ICP-MS.

- Optimizar la metodologia analitica empleando el ICP-MS.
* Variar el flujo del gas nebulizador para lograr los mejores parametros de
lectura.
* Preparar curvas de calibracion de V y Mn, con diferentes estandares internos
(E.l.), adecuadas para el Material de Referencia Certificado (MRC) y las muestras.
+ Utilizar el método del estandar o patrén interno para la determinacion de los
analitos en Material de Referencia Certificado (MRC) para determinar las mejores
condiciones, tanto analiticas como instrumentales, de trabajo.

- Evaluar la metodologia analitica desarrollada a través de los siguientes
parametros:

* Limite de deteccion.

* Limite de cuantificacion.
* Intervalo lineal.

* Intervalo de trabajo.

» Exactitud.

*- Veracidad.
*- Precision.

+ Sensibilidad.

* Recuperacion (Utilizando Materiales de Referencia Certificados, MRC).
+ Selectividad.

* Robustez.



3. ANTECEDENTES.
3.1 Manganeso.

3.1.1 Manganeso, un metal esencial.

El manganeso (Mn) es un metal traza esencial que se encuentra en todos los tejidos del
cuerpo humano y es requerido para el metabolismo de los aminoacidos. EI Mn es
cofactor de diversas enzimas. Entre las familias de enzimas que son dependientes del
Mn se encuentran: las oxidoreductasas, transferasas, hidrolasas, isomerasas, liasas y
las ligasas. Entre las metaloenzimas de Mn destacan la arginasa, glutamino sintetasa,
fosfoenilpiruvato descarboxilasa y la superoxido manganeso dismutasa. EI Mn esta
involucrado en las funciones de numerosos o6rganos del cuerpo humano. EI Mn es
necesario para la funcion inmune, la regulacién del azicar en la sangre, la regulacién de
la energia celular, la reproduccién, digestion, crecimiento de los huesos y ayuda en los
mecanismos de defensa contra los radicales libres. EI Mn en conjunto con la vitamina K
apoyan la coagulacién de la sangre y la homeostasis.

El Consejo Nacional de Investigacion (NRC, por sus siglas en inglés) de los Estados
Unidos estimd, como seguro y adecuado, el consumo de 2-5mg/dia de Mn en adultos.
Una ingesta insuficiente de Mn puede provocar deterioro en el crecimiento, crecimiento
retardado y mal formacion de los huesos, fertilidad reducida, defectos de nacimiento y
una alteracion del metabolismo de lipidos y carbohidratos.

La fuente principal de Mn para los seres humanos son los alimentos y entre los que
tienen mayor cantidad se encuentran los cereales, arroz y nueces (~ 30 mg/kg), otro
alimento rico en Mn es el té (0.4 — 1.3 mg/taza). En las dietas infantiles la principal fuente
de Mn es la leche ya sea materna, de vaca o de soya las cuales contienen 3 — 10 mg/L,
30-50 mg/L y 200 — 300 mg/L, respectivamente ).

3.1.2 Distribucién de Mn en el cuerpo humano.

Del Mn total que entra al cuerpo a través de los alimentos, solo entre el 1 y 5% es
absorbido a nivel del intestino, el resto del Mn se excreta via el tracto biliar. En el tracto
intestinal la absorcion de Mn estd mediada por la Transportadora Metdlica Divalente 1
(DMT-1, por sus siglas en inglés) y es influida por la presencia de otros metales traza y
del &cido ascérbico ademas de tener una competencia importante con el hierro (Fe).

La concentraciéon “normal” de Mn en los tejidos mamiferos es de 0.3 — 2.9 ug/g en
peso de tejidos humedos. Tejidos con alta demanda energética (el cerebro) y alto
contenido de pigmentos (la retina y la piel oscura) tienen las concentraciones de Mn mas
altas. También los huesos, el higado, pancreas y el rifién tienen altas concentraciones
de Mn .



3.1.3 Propiedades fisicas del manganeso.

El manganeso es un metal de transicion, es muy duro y tiene un color parecido al del
hierro. Este elemento tiene un nimero atémico de 25 y una masa atomica de 54.9380
u.m.a. (es el Unico isétopo estable). Su simbolo quimico es Mn y tiene la siguiente
configuracion electrénica: 1s°2s?2p®3s23p°4s23d°. Tiene un radio i6nico (+2) de 0.080
nm, un radio covalente de 0.117 nm y un radio metélico de 0.124 nm. La primera energia
de ionizacion (E.l.) del manganeso es de 737.7 KJ/mol ®.

2
25 2

13
Mn -
Manganeso
24938045

llustracién 1. Simbolo quimico del manganeso.

3.2 Vanadio.

3.2.1 Vanadio, un metal toxico.

El vanadio es un metal ampliamente distribuido en la corteza terrestre y en los
sistemas bioldgicos. Participa en la sintesis de clorofila en organismos fotosintéticos y es
micronutriente para varias especies marinas y terrestres. Para los humanos no se ha
comprobado su esencialidad pero se recomienda una ingesta aproximada a 15ug/dia. El
vanadio es considerado un contaminante ambiental, su liberacion a la atmdsfera es
principalmente por la actividad humana. De las 64 mil toneladas anuales que se liberan a
la atmésfera mas del 90% son producto de la actividad industrial, la quema de
combustibles fésiles (petréleo y carbén), emisiones volcanicas e incendios forestales ©.
La exposicion cronica por inhalacion en ambientes laborales induce cambios en los
organos respiratorios y la aparicion de la bronquitis, rinitis, laringitis y faringitis, en
algunos casos produce cambios en el ritmo cardiaco. Los estudios de los efectos de
diferentes metales en el aire urbano sobre la poblacion, mostraron que los niveles de
vanadio en las particulas suspendidas en el aire se correlacionan con la incidencia en
enfermedades cardiovasculares. Las investigaciones sobre el papel biolégico del
vanadio han cobrado mucha importancia recientemente debido a que el vanadio es
potencialmente tdxico, genotdxico y mutagénico para una gran variedad de sistemas
biolégicos. Recientemente se han agregado compuestos de vanadio a las listas de la
IARC (International Agency for Research on Cancer) (2006) como posibles carcindégenos
(pentéxido de vanadio, entre otros) para los humanos ®. A nivel celular (células de
mamifero, tanto in vivo como in vitro) se ha comprobado que los compuestos de vanadio
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tienen efectos mutagénicos y genotéxicos por lo que algunos autores consideran al
vanadio como un mutagénico débil.

3.2.2 Vanadio, propiedades y usos.

El vanadio es un metal grisaceo, tiene un nimero atémico de 23, una masa atomica de
50.9415 u.m.a y su configuracion electrénica es: 1s°2s°2p®3s®3p°4s23d°. El vanadio
existe en varios estados de oxidacion, sin embargo, solo el vanadio +3, +4 y +5 tienen
funciones biolégicas reconocidas . Su simbolo quimico es V, tiene un radio i6nico (+5)
de 0.059 nm, un radio covalente de 0.122 nm y un radio metalico de 0.1321 nm. La
primera energia de ionizacién del V es de 650.9 KJ/mol ®,

2
23 2

11
V 2
Vanadio
50,9415

llustracién 2. Simbolo quimico del vanadio.

Para los procesos industriales el vanadio se obtiene de los minerales cuprodescolocita,
descloicita, patronita, roscolelita, vanadita, etc, estos minerales generalmente contienen
vanadio +5, +4 y +3. El vanadio también se encuentra en forma de complejos metalicos
y organometalicos en los petroleos crudos y materiales fosiles. Los petroleos americanos
son los que contienen una mayor cantidad de vanadio. El principal uso del vanadio es en
la industria metalurgica donde se elaboran aleaciones de este metal con otros como el
titanio, aluminio, boro, niquel, manganeso, cromo y tungsteno ©.

3.3 Espectrometro de Masas — Plasma Acoplado por Induccion.

3.3.1 Consideraciones generales Y.

La Espectrometria de Masas (EM) es una de las técnicas analiticas mas importantes
hoy en dia para la determinacion de concentraciones de diversos elementos
(especialmente para los que se encuentran en cantidades de trazas y ultra trazas) y para
analisis isotdpico Este tipo de analisis se puede llevar a cabo, gracias a que los
espectrometros de masas, poseen gran sensibilidad, bajos limites de deteccion y
cuantificacion asi como la posibilidad de analizar volimenes de muestra pequefios.

La espectrometria de masas esta basada en las propiedades fisicas del nucleo
atomico. El nucleo atémico, de cualquier elemento, estd formado por protones y



neutrones. Los protones tienen una masa de 1.67262x10%" kg y una carga positiva de
1.60217733x10° C 9. La cantidad de protones en un nlcleo determina las
propiedades quimicas del atomo asi como su posicion en la tabla periodica, el nUmero
de protones que cada atomo posee se llama numero atomico (Z) y para escribirlo se
antepone como subindice al simbolo del elemento quimico (ejemplo: 1H, 6C, 26Fe 0 g2U).
Los protones junto con los neutrones se encuentran en el nucleo atémico, estos ultimos
no tienen carga, su masa es de 1.67493x10? kg y estabilizan el niicleo atémico positivo.
La suma del nimero atémico (Z) y del numero de neutrones (N) en el nucleo
proporcionan la masa atomica (A) y para escribirla se antepone como superindice al
simbolo del elemento quimico (ejemplo: *H, *C, ?°Cl, *°Fe o 238V).

A=7Z+N ecuacion 1

Dado lo anterior podemos identificar is6topos de diversos elementos, es decir, &tomos
con el mismo namero de protones (Z) pero diferente nimero de neutrones (N) y por
tanto diferente masa atémica (A) (ejemplo: *H y ®H, **Cl y *’Cl) y aunque tiene las misma
propiedades quimicas pueden diferenciarse por su masa atémica V. Para elementos
monoisotopicos, es decir, que sélo poseen un is6topo estable con una abundancia del
100%, la masa del is6topo es igual a la masa atomica. Para elementos con mas de un
is6topo, la masa atébmica es un promedio ponderado de las masas de los diferentes
is6topos naturales.

A través de la Espectrometria de Masas, la masa de atomos y moléculas puede ser
determinada gracias a la medicién del cociente masa/carga (m/z). En este tipo de
experimentos la carga del ion (z) (atémico o poliatdbmico) es +1 unidad elemental de
carga (e, carga del electron o protdn) y la masa corresponde a la masa atomica (A) o a
la suma de masas atomicas, en el caso de ser un ion poliatdmico. Por lo anterior, la
masa de atomo o molécula no es medida en gramos o kilogramos, sino en multiplos de
la unidad de masa atébmica (m,). La cual se define como “un doceavo de la masa del
atomo neutro *C, ma(*?C), en su estado basal”.

ecuacion 2

12
C
mu=1u=%

Para el calculo de la masa de un atomo, molécula o i6n en kilogramos se utiliza la
siguiente equivalencia, 1, para la constante de masa atomica, m,.
m, = 1Da = 1.6605402x10~*" kg equivalencia 1

Donde 1 Da es un Dalton, la unidad de masa atémica, m,, también es llamada de esa
forma. La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en



inglés) propone ambas unidades, m, y Da, para su uso en documentos oficiales. Una
ventaja de la definicion de unidad de masa, my, es que la masa de un atomo o molécula
puede ser caracterizada por un numero entero, masa atomica (A), el cual es igual al
namero de protones mas neutrones en el ndcleo (ver ecuacion 1). La masa de un atomo
0 masa atbmica, m,, puede ser calculada en kilogramos aproximadamente a través de la
ecuacion 3.

m, = A*xm, ecuacion 3

Ademas, la unidad de carga elemental (e, carga del proton o electron) se mide en
Coulombs, C, y se define segun la equivalencia 2.

e=1.60217733x10"1°C equivalencia 2

En la Espectrometria de Masas la relacidbn masa/carga (m/z) es, generalmente, medida
como un numero adimensional. A veces se utiliza la unidad conocida como Thomson
(Th), en honor a J. J. Thomson.

Por otra parte, y en contraste con los isétopos elementales, los cuales contienen el
mismo numero de protones pero diferente nimero de neutrones, se encuentran los
elementos is6baros que poseen la misma masa atémica pero tiene diferente nimero de
protones (lo que significa que son elementos quimicos diferentes) por ejemplo: “°Ca y
OAr; BFe y %8Ni; 2Zr y %Mo; 1*°Nd y *°Ce; ?**Hg y 2**Pb; y otros. No es dificil notar que
los elementos isébaros son un interferente potencial a la hora de hacer una
determinacion analitica mediante Espectrometria de Masas.

3.3.2 Fundamento teérico y funcionamiento general V.

Para estudiar el patron isotopico (abundancias isotdpicas en relacién con los valores
de m/z) el cual es diferente para cada elemento quimico y para determinar la
composicion de cualquier tipo de muestra (muestras gaseosas, liquidas o sdlidas), la
espectrometria de masas es el método de eleccién. Los diferentes sistemas de
Espectrometria de Masas para analisis de compuestos organicos e inorganicos usan el
mismo principio bésico. Un diagrama general de los espectrometros de masas se
presenta en la llustracion 3. La muestra a ser analizada (gaseosa, liquida o sélida) es
introducida en la fuente de ionizacién, hay diferentes formas de hacerlo, por ejemplo: los
liguidos se introducen por nebulizacion de la solucién y los sdlidos se introducen por
evaporizacion de la muestra. En la fuente de ionizaciéon (que opera a alto vacio, baja
presion o presion atmosférica) la muestra es vaporizada, atomizada e ionizada. Los
iones cargados positivamente son extraidos y acelerados desde la fuente de ionizacion
hasta la entrada del sistema de separacién de masas (analizador de masas) gracias a
que la fuente de ionizacion normalmente se encuentra con un potencial positivo y la
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entrada al sistema analizador tiene un potencial de cero. Después de la extraccion, los
iones tienen una energia potencial eV, donde V es la aceleracion voltaica y e es la carga
eléctrica de un ion monocargado (z=1), la cual es la misma que la carga elemental de un
electron. Toda la energia potencial de los iones es transformada completamente en
energia cinética después de pasar a través de la entrada del analizador de masas. Si la
energia inicial de los iones recibida tras su formacién es muy pequefia en comparacion
con la energia de aceleracion recibida tras la extraccion, la ecuacion 4 es valida debido
al principio de conservacion de la energia.

2

eV = Emv ecuacion 4

Donde v es la velocidad de los iones y m es la masa del iébn atdbmico o molecular. Esta
ecuacion fundamental explica que la velocidad de iones méas pesados es menor que la
de los iones mas ligeros.

Los espectrometros de masas son utilizados para la determinacion de las masas
absolutas de is6topos, pesos atomicos, abundancias relativas de isétopos y para la
determinacién analitica de elementos traza y ultratraza ‘Y. Los iones monocargados
positivamente, que son extraidos de la fuente de ionizacion y acelerados hacia el
analizador de masas, son separados con base en su relacibn masal/carga (m/z). Los
rayos ionicos separados de acuerdo a su masa son, subsecuentemente, grabados en un
sistema detector de iones.
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llustracién 3. Diagrama Basico de un Espectrémetro de Masas. J. Becker. INORGANIC MASS
SPECTROMETRY: PRINCIPLE AND APPLICATIONS. Péagina 4, Figura 1.1

Actualmente las investigaciones en Espectrometria de Masas estan enfocadas en el
mejoramiento de la instrumentacion, en diferentes técnicas para reducir el volumen de



muestra, mejorar la sensibilidad y reducir los limites de deteccidén. Una disminucion de
los volumenes de muestra significa que también se reducen los desechos con el objetivo
de desarrollar una “quimica verde”. Ademas, las nuevas técnicas analiticas involucran el
desarrollo de procedimientos de cuantificacion con exactitud y precision analitica
mejoradas. En el futuro se pondra una atencidon especial en el desarrollo de técnicas
basadas en espectrometria de masas que permitan un analisis con especiacion y de
andlisis superficial con una resolucion lateral mejorada, del orden de nm “%

3.3.3 Componentes del Espectrometro de Masas — Plasma Acoplado
por Induccion.

Para describir con mayor facilidad un ICP-MS, se puede dividir el sistema en cuatro
componentes principales: 1) sistema de introduccion de muestras, 2) fuente de
ionizacion, 3) sistema discriminador de iones y 4) sistema de deteccion.

3.3.3.1 Sistema de introduccion de muestra Y,

La introduccion eficiente de una muestra al Plasma Acoplado por Induccién (ICP, por
sus siglas en inglés) es crucial para la deteccion de elementos de diferentes
concentraciones. Para muestras liquidas la combinacién de un nebulizador y de una
camara de aerosol es la propuesta mas comun, pero este arreglo s6lo permite que una
pequefia porcion de la muestra (< 2%) alcance el ICP.

3.3.3.1.1 Nebulizadores V.

Hay diferentes tipos de nebulizadores pero su principio de funcionamiento es
esencialmente el mismo. Entre los mas comunes se encuentran el nebulizador
conceéntrico neumatico y el nebulizador de flujo cruzado.

En el nebulizador de flujo cruzado, la muestra liquida y el gas argon interactian de
manera perpendicular, el uno con respecto del otro. El nebulizador de flujo cruzado
original consiste de dos tubos capilares posicionados a 90° uno respecto del otro y muy
juntos, pero sin tocarse, segun se muestra en la llustracion 4. El gas acarreador, argén,
fluye a través de un tubo capilar mientras que a través del otro tubo capilar se bombea la
muestra liquida. En el punto de salida de los capilares, la fuerza de escape del gas



acarreador es suficiente para romper el flujo continuo de la muestra liquida y convertirla
en un “aerosol grueso’.

llustracion 4. Diagrama del nebulizador de flujo cruzado. J. Dean. PRACTICAL INDUCTIVELY COUPLED PLASMA
SPECTROSCOPY. Pagina 42, figura 3.2

3.3.3.1.2 Camaras de nebulizacién Y,

La introduccion directa de los “aerosoles gruesos”, generados por los nebulizadores, al
plasma extinguiria o produciria un enfriamiento del mismo, lo cual conduciria a severas
interferencias de matriz. La incorporacion de una camara de nebulizacion tiene como
consecuencia la produccién de un aerosol mas apropiado para ser introducido al plasma.
Una camara de nebulizacion tiene los siguientes efectos sobre el “aerosol grueso”: 1)
reduce la cantidad de aerosol que alcanza el plasma, 2) disminuye el desorden de la
muestra asociado con el proceso de nebulizacion y 3) reduce el tamafio de particula del
aerosol. Se ha determinado que el tamafio de particula ideal para que los procesos
ocurran en el plasma (atomizacion e ionizacion) es alrededor delOum. Entre los disefios
mas usados se encuentran la camara de doble paso o tipo Scott y la camara ciclénica.
La camara de nebulizacion de doble paso estd compuesta por dos tubos concéntricos,
una entrada para el aerosol grueso que viene del nebulizador, una salida para el aerosol
mas fino y una salida de desechos. La llustracion 5 representa una camara de
nebulizacion de este tipo. La camara de nebulizacion tipo Scott se coloca de tal manera
que permita que el liquido en exceso (aerosol condensado) fluya hacia la salida de
desechos. El aerosol generado en el nebulizador es introducido en el tubo interno de la
camara y sale de ella hacia la antorcha del ICP. La interaccién del aerosol grueso con la
superficie interna de la camara tipo Scott permite la produccion de un aerosol mas fino
(por consiguiente, el liguido en exceso se desecha por el drenaje). Ademas de los
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beneficios que una camara de nebulizacién brinda, la camara tipo Scott produce una
estabilidad de sefial méas grande 2.

llustraciéon 5. Diagrama de la cdmara de nebulizacién de doble paso (tipo Scott). J. Dean. PRACTICAL INDUCTIVELY
COUPLED PLASMA SPECTROSCOPY. Pdgina 44, figura 3.5

3.3.3.2 Fuentes de ionizacion Y,

La fuente de ionizacién es un componente esencial en todos los espectrometros de
masas, es el lugar donde la ionizacion de muestras sdlidas, liquidas o gaseosas tiene
lugar. En espectrometria de masas inorganica, existen diversas fuentes de ionizacion las
cuales estdn basadas en diferentes procesos de evaporacién e ionizacion. Un
requerimiento importante en andlisis espectrométrico de cualquier muestra (soélida,
liguida o gaseosa) es la produccién de un rayo de iones constante de intensidad
suficiente, generado en una fuente de ionizacion apropiada para los componentes de la
muestra. Para el andlisis de liquidos, el Plasma Acoplado por Induccién (que opera a
presion atmosférica) es apropiado para la ionizacion de los analitos en la solucién
nebulizada gracias a que posee un sistema de introduccion de muestra sencillo.

El proceso principal en la fuente de ionizacion de un espectrometro de masas es la
evaporacion de muestras solidas o desolvatacion y vaporizacién de muestras liquidas,
atomizacion de compuestos gaseosos e ionizacion de atomos y moléculas parar generar
iones que seran analizados mediante espectrometria de masas. Durante el proceso de
ionizacion, se forman iones atébmicos mono y multicargados, asi como iones
poliatdmicos, en diferentes proporciones. En las fuentes de ionizacion se generan tanto
iones positivos como negativos, pero en general se usan los iones monocargados
positivamente con fines analiticos. Los iones poliatdbmicos generados en el proceso de
ionizacion se convierten en un interferente importante (ArX*, X=0, N, C o Ar en el ICP-
MS y LA-ICP-MS).
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3.3.3.2.1 Plasma Acoplado por Induccién V.

Una fuente de ionizacion como el Plasma Acoplado por Induccion se combina con un
Espectrometro de Masas para formar un ICP-MS, donde el ICP es la fuente de
ionizacion. El plasma se encuentra a una presion atmosférica y se forma en un
ambiente, casi, quimicamente inerte de una corriente de gas noble. En la llustracion 6 se
representa una fuente de ionizacion del tipo Plasma Acoplado por Induccion, el cual
incluye una antorcha de cuarzo y una bobina de alambre de cobre junto con los conos
muestreador y discriminador lo cuales forman parte de la interfase entre el ICP (a
presion atmosférica) y el Espectrometro de Masas (a alto vacio).

Cono
discriminador

Antorcha de cuarzo (ICP)

Cono
muestreador

Plasma Acoplado por

Tubo inyector Induccién (ICP)

feXeXe) / Flujo de iones
Gas nebulizador y muestra Q.
en aerosol i A= — @ Espectr()metro
@ de masas
T' Ll | coo
T / Distancia de
Gas auxiliar muestreo
bobina de carga
Gas
refrigerante
Eienie de i Analizador de
ionizacion | Interfase masas (Alto vacio)

(presion | (1000 Pa)
atmosférica)

llustracion 6. Diagrama del fuente de ionizacién (Plasma Acoplado por Induccién). J. Becker. INORGANIC MASS
SPECTROMETRY: PRINCIPLE AND APPLICATIONS. Pagina 29, Figura 2.3

Como se explicé anteriormente, a partir de la muestra liquida que se requiere analizar,
se forman pequefias gotas en el nebulizador y en la camara de aerosol. La muestra en
forma de aerosol entra en la antorcha y después hacia el plasma. Las gotas forman
particulas mas pequeiias las cuales son vaporizadas tanto en atomos como en
moléculas y, después, ionizadas en el ICP caliente. El ICP esta sostenido por una
antorcha que estd compuesta por tres tubos de cuarzo concéntricos con diferentes
diametros. A través de los tubos concéntricos de la antorcha del ICP, usualmente, fluye
gas argon como puede verse en la llustracion 6. La muestra en forma de aerosol se
transporta a lo largo del eje de la antorcha a través de su tubo interior con un flujo entre
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0.5 y 1.21 L/min. El gas auxiliar fluye a través del tubo central con una velocidad entre
0.8 y 1.21 L/min. El flujo de gas argon auxiliar es aplicado para empujar el plasma sobre
la parte superior del tubo interno de la antorcha para prevenir que éste se sobrecaliente.
Entre el tubo externo y el tubo de en medio fluye el gas plasmoégeno el cual enfria el tubo
externo que se encuentra entre el plasma y la bobina de cobre. Un ICP opera con una
radio frecuencia entre 27 y 40 MHz y con una potencia entre 1 y 2 kW. El campo de alta
frecuencia en el ICP es producido por un generador de radio frecuencia. La potencia de
radio frecuencia suministrada dirige una corriente a través de la bobina de cobre (la
bobina se puede enfriar con un flujo de aire o0 agua). La corriente oscilante a través de la
bobina produce un campo electromagnético oscilante. La energia suministrada por el
generador de radio frecuencia es, asi, transferida al gas argén (que se encuentra a
presion atmosférica) por la induccién de la bobina de cobre. Con el fin de encender el
plasma de argén se suministra una chispa de alto voltaje con la cual se generan los
electrones en el gas argon. Después del encendido del plasma, los electrones en el
plasma son acelerados por el campo magnético oscilante y colisionan con los atomos y
moléculas para, asi, ionizar los componentes del plasma. En la alta temperatura del
Plasma Acoplado por Induccion tienen lugar la volatilizacién, desolvatacion, atomizacion
e ionizacion de los atomos formados, todo de una manera muy eficiente. La temperatura
del plasma y la densidad electronica son funcion de los parametros experimentales
utilizados (potencia de radio frecuencia, flujo del gas nebulizador, velocidad de entrada
de la solucion y disefio de la antorcha). Normalmente, el Plasma Acoplado por Induccion
opera a una temperatura de 5000 — 8000 K mientras que la temperatura de los atomos
excitados es mas baja (4000 — 6000 K). La temperatura electrénica varia entre 8000 —
10000 K, la densidad electrénica esta entre 1 — 3 x10*°/cm®. La temperatura del Plasma
Acoplado por Inducciéon varia con la distancia desde la bobina hacia el cono
muestreador, como se muestra en la Grafica 1.

/8000

7000

Temperatura del gas (K).

6000

0 10 20 30

Distancia desde la bobina hacia el cono
muestreador (cm).

Grafica 1. Temperatura del plasma como funcion de la distancia desde la bobina hacia el cono muestreador. J.
Becker. INORGANIC MASS SPECTROMETRY: PRINCIPLE AND APPLICATIONS. Pagina 31, Figura 2.4
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La energia de radio frecuencia se proporciona a los electrones, por lo que éstos son
acelerados, e ionizan al gas noble, usado para transportar el aerosol nebulizado, a
través de una ionizacion electronica como se puede ver en la Reaccion 1.

Reaccion 1: Ar+e — Ar  +2¢

Con el fin de ionizar los atomos de Ar, los electrones transfieren su energia
colisionando con los atomos en el plasma. Lo principales procesos de ionizacién de un
analito (M) en el Plasma de argén, son (reacciones 2-4):

Reaccion 2: lonizacion electronica M+e—-M+ 2e
Reaccion 3: lonizacion por transferencia de carga M+ Ar" — M+ Ar
Reaccion 4: lonizacion de Penning M+A™ — M +Ar + e

Donde Ar™ es una atomo de argén excitado en un estado metaestable que se produce
por la colision de atomos libres con electrones acelerados. La ionizacion de Penning
ocurre porgue la energia de ionizacion del &omo neutro (M) es menor que la energia
interna del 4&tomo de argén en un estado metaestable (excitado, Ar™).

En la mayoria de los casos, el ICP-MS opera con un plasma “caliente” (8000 K) y una
potencia de radio frecuencia entre 1200 — 1300 W. Bajo tales condiciones
experimentales, los compuestos quimicos contenidos en la muestra nebulizada se
descomponen en sus constituyentes atomicos, los cuales se ionizan en el plasma en un
alto grado. La eficiencia de ionizacion de un ICP depende de la energia de ionizacion, Ei,
del elemento que se quiere analizar. Los elementos con una energia de ionizacién
menor que 8 eV son ionizados con una eficiencia, a (a = numero de iones atémicos
monocargados/ namero de atomos sin carga), cercana al 100 %. Con el incremento de
la primera energia de ionizacion, la eficiencia de ionizacién disminuye. En la gréfica 2 se
muestra la dependencia del grado de ionizacion (a) con la primera energia de ionizacion
en el ICP. Aunque para muchos elementos el grado de ionizacién es cercano al 100 %
sélo un &tomo de entre 10* — 10° &tomos de la muestra original es detectado debido a la
gran pérdida de iones que ocurre durante su transporte desde el plasma pasando por el
sistema de separacion de masas (analizador de masas) y, hasta el detector de iones.

Después de la generaciéon de iones en el ICP, los iones cargados positivamente son
extraidos desde el plasma (presion ~ 100 kPa) gracias a una interfase, entre el cono
muestreador y el cono discriminador, con menor presion (presion ~ 130Pa) como puede
verse en la llustracion 6. Después de esta interfase de baja presion los iones son
extraidos por otra caida de presion hacia el analizador de masas, la cual es provocada
por una bomba turbo molecular que genera un alto vacio. Los diametros del los conos
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muestreador y discriminador son de 0.8 — 1.2 mm y 0.4 — 1 mm, respectivamente. Y es
aqui (analizador de masas) donde los iones son separados ™.

Ei, eV

Grafica 2. Grado de ionizacion (o) como funcién de la primera energia de ionizacién, Ei. J. Becker. INORGANIC
MASS SPECTROMETRY: PRINCIPLE AND APPLICATIONS. Péagina 32, Figura 2.5

3.3.3.3 Sistema analizador de iones Y,

Como parte esencial de un Espectrometro de Masas, el sistema analizador de iones
tiene la tarea de separar los iones con diferentes relaciones masa/carga (m/z). El
espectro de masas es una representacion en dos dimensiones de la intensidad de sefial
de un i6bn como funcion de la relacién m/z.

3.3.3.3.1 Analizador de masas cuadrupolar V.

El analizador de masas cuadrupolar, frecuentemente usado en Espectroscopia de
masas, esta formado por cuatro rodillos cilindricos en un arreglo circular de radio ro.

Los iones extraidos de la fuente de ionizacion son acelerados a través del analizador
de masas cuadrupolar en la direccién z, como se muestra en la llustracién 7. El voltaje
sobre los cuatro electrodos estd compuestos de un voltaje de corriente directa (dc, por
sus siglas en inglés) y uno de radio frecuencia (rf) Vcoswt (con w como frecuencia
circular) asi como de un voltaje superimpuesto de corriente directa, U.
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U+Vcosot
U-voltaje dc
Ucoswt-voltaje rf

llustracién 7. Representacion esquematica de un analizador de masas cuadrupolar con electrodos cilindricos. J.
Becker. INORGANIC MASS SPECTROMETRY: PRINCIPLE AND APPLICATIONS. Pagina 88, Figura 3.7

Los iones inyectados en el cuadrupolo sobre su eje ionico optico (en la direccion z)
oscilan en el campo magnético cuadrupolar que resulta entre los cuatro rodillos
cilindricos. Los iones que se mueven a lo largo del eje z estan bajo la influencia del
campo eléctrico total que resulta de la aplicacion de potencial en los rodillos, de acuerdo
a las siguientes ecuaciones (5 y 6):

®y = +(U — Vcoswt) ecuacion 5
—®y = —(U — Vcoswt) ecuacion 6

Los electrodos opuestos en el cuadrupolo tienen potenciales del mismo signo. El
potencial eléctrico entre los rodillos esta descrito por la ecuacion 7.

X2 — 12
d(x,y) = % D, ecuacion 7
0

Donde “x”y “y” son desplazamientos a partir de la linea central, ro es la distancia
desde el centro hasta un electrodo y @ es el potencial aplicado a un electrodo. Para el
movimiento de los iones en la direccion “” la fuerza esta dada por la ecuacion 8.

2x
E, =—e 2 ON ecuacion 8
0
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La fuerza incrementa linealmente desde cero en el centro del cuadrupolo hasta muy
grande cerca de los rodillos. La fuerza en la direccién “x” es considera independiente de
la fuerza en la direccion “y”, eso significa que los movimientos en ambas direcciones
pueden ser considerados independientemente. El movimiento en un cuadrupolo puede
ser descrito con las “ecuaciones de Mathieu”. Sustituyendo la ecuacién 5 en la ecuacion
8 y considerando que la aceleracion de los iones en la direccion x estad dada por
a,=d°x/dt?, entonces se obtiene una ecuacion diferencial para el movimiento del i6n,
ecuacion 9.

d*x 2x y
mog = e 7z (U — Vcoswt) ecuacion 9
0

Y reordenando la ecuacion 9 se obtiene la ecuacién 10.

d?x
d_fz + (a, — 2q,c0528)x =0 ecuacion 10

Donde é=wt/2, ro=radio del campo y ax asi como gy son los parametros de la ecuacién
de Mathieu y estan definidos en las ecuaciones 11y 12.

8e-U .
Ay = ——5 ecuacion 11
m-w® -1y
de -V 6 12
=— ecuacion
b= o 1

Los iones presentan oscilaciones estables sélo cuando las ecuaciones 11 y 12 se
cumplen. Para el movimiento de un i6n en la direccién ‘y” el potencial tiene el signo
contrario (ecuacion 7). Se obtienen las mismas ecuaciones (ecuaciones 13 y 14) de
Mathieu para el movimiento en “y” después de las sustituciones correspondientes.

= —a, ecuacion 13
dy = —qx ecuacion 14

El movimiento de los iones a lo largo del eje “2” no esta afectado por el campo
eléctrico, y su velocidad no cambia. Las soluciones de la ecuacién de Mathieu son
complejas y son clasificadas en estables e inestables. La trayectoria de un i6n es
inestable si la amplitud de oscilacion incrementa exponencialmente hasta que golpea un
rodillo y se pierde (matematicamente, “x” o ‘y” exceden rp). Eso significa que, los iones
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con oscilaciones inestables son “filtrados” por el cuadrupolo. La exploracion de masas se
lleva a cabo mediante un barrido del voltaje de radio frecuencia, V, y del voltaje
superimpuesto, U. Para fines de estas medidas, el cociente U/V se mantiene constante
(pendiente 0-a) como se puede ver en la Grafica 3 (diagrama de estabilidad para un
analizador de masas cuadrupolar lineal). Si se tienen iones con diferentes masas
m;>m,>mz>m, moviéndose, debido al barrido de los voltajes U y V, sobre la linea a
través de la parte estable del diagrama de estabilidad. Como puede verse en la Grafica
3, los iones de masa m3 que se encuentran dentro del area estable pueden ser
detectados usando un sistema apropiado de deteccion de iones mientras que los iones
con masas mj, my y my son “filtrados”; un analizador de masas cuadrupolar, es por lo
tanto, un filtro de masas. La precision y exactitud de los resultados analiticos dependen
de la resolucién del analizador de masas cuadrupolar, que esta representada por la
pendiente de la recta 0-a dada por el cociente entre el voltaje de corriente directa entre
el voltaje de radio frecuencia (U/V). Con un pico de estabilidad de menor anchura en la
region estable la resolucion del cuadrupolo aumenta.

Los analizadores de masas cuadrupolares poseen una resolucién variable que
incrementa con el incremento de masa. En general, cierta resolucion se aplica (fijando
U/V de manera conveniente) cuando una masa m puede ser separada de sus masas
vecinas m+1 o m-1 (resolucién de una unidad de masa). La resolucion (m/Am) de un
analizador cuadrupolar, usualmente, se encuentra entre 300 y 400.

Los iones resueltos de esta forma ahora son registrados por un sistema de deteccion

de iones.
Anchura de pico
-<——

A P

Area inestable >

U/m

Area estable

2

0 Vim

>

Grafica 3. Diagrama de estabilidad para un analizador de masas cuadrupolar. J. Becker. INORGANIC MASS
SPECTROMETRY: PRINCIPLE AND APPLICATIONS. Pagina 89, Figura 3.8
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3.3.3.4 Sistema de deteccién de iones.

Cuando los iones separados dejan el sistema analizador de masas los iones son
recolectados y detectados usando un sistema de deteccion de iones apropiado el cual
esta insertado dentro de la region que se encuentra a ultra alto vacio en el ICP-MS.

3.3.3.4.1 Multiplicador de Electrones Secundarios V.

El Multiplicador de Electrones Secundarios (SEM, por sus siglas en inglés) es uno de
los detectores mas utilizados dentro de los equipos de Espectrometria de Masas gracias
a que aumenta la sensibilidad en varios 6rdenes de magnitud en comparacion con otros
sistemas detectores de iones.

Rayo iénico

A\ 4

Dinodo de conversion

JIL
T

RN

||-||

Colector de electrones

i
=l
IR

llustracién 8. Principio de funcionamiento basico del Multiplicador de Electrones Secundarios (SEM). J. Becker.
INORGANIC MASS SPECTROMETRY: PRINCIPLE AND APPLICATIONS. Pagina 106, figura 4.2.
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El principio de operacion de un Multiplicador de Electrones Secundarios es el
siguiente. Los iones positivos inciden sobre el primer plato, o dinodo de conversion, lo
que provoca la formacion de electrones secundarios. Esto significa que en un
Multiplicador de Electrones Secundarios la corriente de iones positivos es convertida en
una corriente de electrones en el dinodo de conversion. Los electrones secundarios que
se generaron son, en seguida, acelerados y dirigidos hacia la superficie del segundo
dinodo donde chocan por lo que, una vez mas, una multitud de electrones secundarios
son generados. En un sistema Multiplicador de Electrones se tienen entre 10 y 14
dinodos por lo que al final la ganancia en corriente eléctrica es enorme. Con el fin de
obtener el mayor rendimiento posible de electrones secundarios a partir de un ién
positivo que entrd al sistema, los dinodos estan conectados a potenciales positivos cada
vez mas grandes. Un Multiplicador de Electrones Secundarios moderno, cuenta con dos
modos de deteccién, un contador de pulsos propiamente dicho y un integrador de
sefales que funciona solo para altas tasas de recuento. Este circuito integrador produce
seflales menos estables, pero cuando se utiliza con sefales suficientemente intensas los
resultados son satisfactorios. En la llustracion 8 se esquematiza el principio basico del
Multiplicador de Electrones Secundarios.

3.4 Desventajas en la determinacion de metales por ICP-MS.

Hay dos desventajas principales en la determinacion de analitos a través del ICP-MS,
una es la gran cantidad de interferencias que pueden, pero no siempre, presentarse y la
segunda es la deriva instrumental que tiene el equipo, sin embargo hay diferentes
maneras de solucionar estas dificultades.

3.4.1 Interferencias.

Las interferencias que ocurren durante la determinacién analitica mediante ICP-MS
pueden clasificarse, de acuerdo a su origen, en interferencias espectrales y no
espectrales. Las interferencias espectrales (isobaricas y moleculares) resultan del hecho
de que otros is6topos elementales o moléculas tienen la misma masa que los analitos de
interés. Las interferencias moleculares pueden ocurrir como resultado de los acidos
usados para preparar la muestra y/o por el gas argon del plasma. Ademas, es posible la
formacion de oxidos, hidréxidos y especies doblemente cargadas. Las interferencias no
espectrales o interferencias de matriz provocan crecimiento o disminucién de las
sefales.
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3.4.1.1 Interferencias isobaricas *?.

Este tipo de interferencias se tienen bien caracterizadas y son el resultado de que
aproximadamente el 70% de los elementos en la tabla periodica tienen mas de un
is6topo. Usualmente se evitan eligiendo un isétopo alternativo para hacer analisis
cuantitativo. Este tipo de interferencias se pueden mitigar utilizando ecuaciones de
correccion. Las ecuaciones de correccién utilizadas para minimizar las interferencias
isobéricas son las que se pueden ver en la Tabla 9.

3.4.1.2 Interferencias poliatémicas “?.

Las interferencias moleculares tienen diversos origenes y se pueden dividir en
poliatbmicas y especies doblemente cargadas. Las interferencias poliatbmicas son el
resultado de las interacciones de diversos elementos con la solucion acuosa, el gas del
plasma (Ar) o el tipo de &cidos usados en la preparacion de la muestra. Las
interferencias poliatdmicas para >'V son **CI*®*0*; *si**0'H*; “N¥CI*; *CI*®*0* y para
®Mn es “°Ar'*N*H*. Las interferencias poliatémicas pueden ser minimizadas a través del
ajuste instrumental de equipo ICP — MS, principalmente, el ajuste del flujo del gas
nebulizador. Las interferencias por especies doblemente cargadas son el resultado de
una segunda ionizacion de los iones en el plasma, como las mediciones se hacen
respecto de la relacion masal/carga, si la carga del ibn cambia también lo hace la
relacion masas/carga. También por el ajuste del flujo del gas nebulizador se pueden
minimizar este tipo de interferencias.

3.4.1.3 Interferencias no espectrales "2

Las interferencias no espectrales son el resultado de los problemas relacionados con
la matriz de la muestra. Este tipo de interferencia provoca una pérdida de sensibilidad de
elementos particulares. En el ICP se pueden presentar problemas si no se escoge
adecuadamente el sistema de introduccion de muestra, por ejemplo, se puede bloquear
el nebulizador por causas de este tipo. Los sdlidos pueden, también, acumularse sobre
el cono muestreador en la interface del ICP — MS. Los dos problemas anteriores pueden
provocar sefales erroneas de los analitos. Para remediar este tipo de interferencias se
hace lo siguiente: 1) eleccion correcta de un nebulizador, 2) dilucion acuosa de la matriz
de la muestra, 3) uso de Estandares Internos (E.l), 4) utilizar el método el método de las
adiciones estandar.
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3.4.2 Deriva instrumental ®?,

La deriva instrumental es la variacion de las intensidades de sefial con respecto al
tiempo. Estas variaciones pueden deberse a cambios en el suministro de corriente
eléctrica, variaciones en la velocidad de introduccion de muestra o particulas
suspendidas en la muestra. Para corregir la deriva instrumental en las determinaciones
hechas con el ICP-MS, se utiliza el método del estandar interno (E.l.).Es dificil
seleccionar el estandar interno (E.l.) adecuado para los analitos seleccionados por lo
gue se escogen algunos metales que pudieran comportarse en el ICP-MS como lo
harian nuestros analitos y asi poder aplicar el método de estandar interno al
procedimiento experimental. Para que un metal, prospecto de E.l., se comporte de
manera similar al analito en el ICP-MS y ademas que no afecte la determinacién
(significa que: no genere interferencias isobaricas o poliatomicas) tiene que cumplir con
las siguientes caracteristicas: tener una masa isotépica parecida al is6topo del analito,
tener una energia de ionizacion parecida a la del is6topo del analito y debe ser un metal
que no esté presente en la matriz de interés .

Las energias de ionizacion de los analitos seleccionados son las siguientes:

Tabla 1. Energias de ionizaciéon de los analitos ),

. Energia de ionizacidn.
Analito
(kJ/mol)
Sly 650,0
>Mn 717,4

Tabla 2. E.l. propuestos con energias de ionizacion y abundancia natural 8

Analito E.l. Propuesto Energia de ionizacion Abundancia natural (%)
(kJ/mol)

260 762.0 27.54
Ge 762.0 36.28
o 89y 616.0 100.00
v 45q. 631.0 100.00
G2 578.0 60.11
"Ga 578.0 39.89
g 631.0 100.00
G2 578.0 60.11
. Ga 578.0 39.89
Mn 266 762.0 27.54
G 762.0 36.28
%Ry 711.0 18.62
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3.5 Preparacion de muestra.

Para muestras solidas, destruir la muestra es la practica coman y con esto, liberar los
metales presentes en ella. La forma en que las muestras entran al ICP-MS es liquida.

3.5.1 Descomposicién de muestra 2.

Una forma comun de destruir la muestra es a través de una digestiéon en medio &cido,
lo cual involucra el uso de acidos minerales o agentes oxidantes (algunas veces mezclas
de ellos). La eleccion de los acidos empleados depende de las caracteristicas de la
muestra. En la Tabla 3 se muestran algunos ejemplos de los acidos minerales utilizados
para efectuar un proceso de digestion en medio &cido.

Una vez que se hizo la eleccion del acido, la muestra se coloca en un vaso adecuado
para la etapa de descomposicién. La eleccion del tipo vaso, sin embargo, depende de la
fuente que se utilizara para calentarlo. Hay diversas formas de calentar los vasos que
contienen a la muestras, pero la forma mas comun es la digestion asistida por horno de
microondas como fuente de calentamiento.

Hay dos tipos de sistemas de calentamiento con microondas comercialmente
disponibles, existen sistemas de vaso abierto y de vaso cerrado. En el estilo abierto, se
calientan hasta 6 vasos simultaneamente. Las muestras (con un é&cido mineral o
combinacion de ellos) son puestas dentro de los vasos de vidrio (tienen la apariencia de
tubos de ensayo grandes) y los vasos son colocados dentro del horno y calentados. El
uso de vasos abiertos para la digestion puede traer problemas adicionales asociados
con la pérdida de especies elementales por volatilizacion. En el estilo con vasos
cerrados, todos los vasos son soportados por un carrusel que se coloca dentro del horno
de microondas. Esta forma de digestién previene la pérdida de muestra y por tanto de
especies elementales por volatilizacion del contenido en el vaso.

Durante la digestion las muestras son transformadas de sélido a liquido. En el proceso
el carbono de la materia organica es transformado y liberado de ella en forma de diéxido
de carbono, mientras que el nitrogeno de la muestra es liberado en forma de oxidos de
nitrégeno. Si el acido mineral utilizado es &cido nitrico, los metales contenidos en la
muestra forman nitratos solubles en la solucién resultante 2.
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Tabla 3. Ejemplo de acidos minerales cominmente usados para descomponer muestras con ayuda de un horno de
microondas. J. Dean. PRACTICAL INDUCTIVELY COUPLED PLASMA SPECTROSCOPY. Pagina 23, tabla 2.2

Acidos minerales utilizados cominmente para la digestion por via himeda.

Acido (s) Punto de ebullicion (°C) Comentarios

Clorhidrico (HCI 110 .
idrico (HCI) Util para sales de carbonatos, fosfatos,

algunos oxidos y algunos sulféxidos. Es
un agente reductor débil. No se utiliza
para disolver materia organica.

Es un agente oxidante sobre minerales,
Sulfurico (H,SO,) 338 metales, aleaciones, éxidos e hidroxidos;
a veces se utiliza combinado con HNO;.
Nunca debe ser almacenado en
recipientes de PTFE

Nitrico (HNO;) 122 Oxida muchas de las muestras que no
pueden ser disueltas por el HCI; libera los
elementos traza en forma de nitratos
solubles. Util para digestion de metales,
aleaciones y muestras bioldgicas.

A temperaturas fumantes, es un oxidante
fuerte para materia organica.
Normalmente, las muestras son
preparadas previamente con HNOj; antes

Perclérico (HCIO,) 203

de agregar el HCIO,.

Fluorhidrico (HF) 112 Para la digestion de materiales con bases
de silica; forma SiFaz' en la solucién acida.
Solo debe contenerse en recipientes de
plastico.

Se llama agua regia a una mezcla 1:3
vol/vol de HNO3/HCI. En la mezcla se
forma un intermediario reactivo, NOCI.
Es atil para digerir metales, aleaciones,
sulfuros y otros minerales. Mejor
conocida por su capacidad para disolver
Au, Pdy Pt.

Agua regia
(nitrico/clorhidrico)

3.6 Calidad de un método analitico *°.

Evaluar los parametros de desempefio de un método analitico, es una tarea muy
importante. Generalmente, esta tarea esta estrechamente ligada con el desarrollo del
método y muchos de los parametros de desempefio se evallan como parte del
desarrollo experimental. Esta tarea tiene como propdésito confirmar que el método
analitico tiene los parametros de desempefio consistentes con los que requiere la
aplicacion. En un laboratorio los métodos no normalizados, los métodos que se disefian
o desarrollan, los métodos normalizados empleados fuera del alcance previsto, asi como
las ampliaciones y modificaciones de los métodos normalizados, deben ser evaluados

24



mediante ciertos parametros de desempefio y si es posible se deben validar
completamente cada uno de los métodos utilizados dentro del laboratorio de analisis.
Para evaluar el desempeiio de un método analitico, se pueden utilizar una o mas de las
siguientes técnicas:

Calibracion utilizando Materiales de Referencia Certificados (MRC) o patrones de
referencia.

Comparacioén con resultados obtenidos mediante otros métodos.
Comparaciones interlaboratorio.

Evaluacion sistematica de los factores que influyen en el resultado.
Evaluacion de la incertidumbre de los resultados.

Los valores de los parametros de desempefio evaluados a través de cualquiera de las
técnicas anteriores, deben responder adecuadamente a las necesidades de los usuarios
o clientes que soliciten el analisis.

3.7 Parametros de desempefio.
Los siguientes parametros dan informacion acerca de la calidad del método analitico.

Limite de deteccién (LoD) “*: cuando se realizan mediciones donde el analito se
encuentra en concentraciones bajas, como en el analisis de elementos traza, es muy
importante conocer cual es la concentracion a partir de la cual (hacia concentraciones
mas pequefias) resulta problematica la deteccion del analito. Para este proposito
conocer la aproximacion “blanco + 3s” es suficiente. Donde “blanco” es el promedio de
las concentraciones de un grupo de blancos de muestra y s es la desviacion estandar de
la concentracién de dichos blancos de muestra. Hay algunos casos en los que los
blancos de muestra son muy dificiles de preparar, en estos casos se puede aproximar
un blanco de muestra con un blanco de reactivos. A partir de la lectura de los blancos
reactivos se puede obtener el LoD.

Limite de cuantificacion (LoQ) ®®: es la concentracién mas baja del analito que puede
ser determinada con un nivel aceptable de precision, repetibilidad y veracidad. El limite
de deteccidén corresponde al “blanco + 10s” donde “blanco” es el promedio de las
concentraciones de un grupo de blancos de muestray s es la desviacion estandar de la
concentraciéon de dichos blancos. Igual que para el LoD, este se puede calcular a partir
de la lectura de blancos de reactivos siempre que sea dificil obtener blancos de muestra.
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Intervalo lineal *®: es el intervalo de concentraciones del analito sobre el cual el

meétodo puede aplicarse. Dentro del intervalo lineal la sefial de respuesta tiene una
relacion lineal con la concentracion del analito. El limite inferior del intervalo lineal esta
dado por el limite de cuantificacion. Los calculos de regresion, por ellos mismos, son
insuficientes para establecer la linealidad. Con este fin, una inspeccion visual de la curva
de calibracion y del andlisis de los residuales es suficiente.

Intervalo de trabajo ®®: es el intervalo de concentraciones del analito sobre el cual el
método puede aplicarse. El limite inferior del intervalo lineal corresponde al limite de
cuantificacion y el limite superior esta caracterizado por los tipos de muestras y el
Material de Referencia Certificado.

Exactitud ®: este parametro de desempefio se mide a través de la veracidad y la
precision.

Veracidad ®®: |a evaluacion practica de la veracidad se fundamenta en la comparacion
de la media de los resultados de un método con relacion a valores conocidos, es decir,
la veracidad se determina contra un valor de referencia. Los Materiales de Referencia
Certificados (MRC) se aceptan como proveedores de valores trazables y por lo tanto, el
valor de referencia es el valor certificado del MRC. Para verificar la veracidad utilizando
un material de referencia, se determina la media y la desviacion estandar de una serie
de réplicas de una prueba y se compara contra el valor citado del material de referencia.

Precision ®: las medidas de precision mas comunes son la repetibilidad y la

reproducibilidad. Estas representan las dos medidas extremas de precision que pueden
obtenerse. La repetibilidad (la precision mas pequefia esperada) dard una idea de la
clase de variabilidad esperada cuando un método se ejecuta por un solo analista, con un
equipo en un periodo de tiempo corto, es decir, es la clase de variabilidad que se espera
cuando una muestra se analiza por duplicado. Si la muestra se analiza por varios
laboratorios para fines comparativos, entonces una medida de precisibn mas
significativa a usarse es la reproducibilidad (ésta es la medida de precision mas grande
normalmente encontrada, a pesar de que formalmente se excluye la variacion respecto
del tiempo).

Sensibilidad *®: es efectivamente la pendiente de la curva de respuesta, es decir, el
cambio en la respuesta del instrumento que corresponda a un cambio en la
concentracion del analito. Se establece dentro del intervalo lineal del método.

Recuperacién ®®: debido a que usualmente no se conoce la cantidad de un analito en
particular que esta presente en una porcion de prueba, es dificil estar seguros de que
tan exitoso ha sido el método para extraer el analito de la matriz. Una forma de
determinar la eficiencia de cuantificacion es realizar estudios de recuperacién sobre
materiales de referencia adecuados.

26



Selectividad ™®: ésta garantiza la confiabilidad de las mediciones en presencia de
interferencias. Usualmente, la selectividad se investiga mediante el estudio de la
capacidad que el método de prueba tiene para medir el analito de interés 6 a través de la
comparacion del método de prueba con otros métodos o técnicas independientes.

Robustez *¥: es una medida de la efectividad del método analitico cuando no se aplica
de manera perfecta. En cualquier método analitico habré ciertas etapas que son muy
importantes y que si no se llevan a cabo con suficiente cuidado pueden tener un efecto
muy severo sobre el desempefio del método. Esto incluye aplicar variaciones
deliberadas al método y estudiar el efecto resultante en el desempefio.

4. EXPERIMENTACION.
4.1 Material y reactivos.

- HNOs Instra (69,0 — 70,0%) J.T. Baker.

- H20, Ultrex (30%) J.T. Baker.

- HNO3 (R.A.).

- Detergente libre de fosfatos, HYCLIN®.

- Estandar de Mn, 1000 mg/L, High Purity Standards.
- Estandar de V, 1000 mg/L, High Purity Standards.

- Estandar de Y, 1000 mg/L, High Purity Standards.

- Estandar de Sc, 1000 mg/L, High Purity Standards.
- Estandar de Ru, 1000 mg/L, Pure Atomic Spectroscopy Standard.
- Estandar de Ga, 1000 mg/L, High Purity Standards.
- Estandar de Ge, 1000 mg/L, High Purity Standards.

- Material de Referencia Certificado (MRC), higado de bovino 1577c, National
Institute of Standards and Technology (NIST). VER ANEXO 1.

- Material de Referencia Certificado (MRC), higado de bovino en solucién, High —
Purity Standards, lote: 529004. VER ANEXO III.

- 7 tanques de argén de Ultra Alta Pureza (UAP) 5,0 (99,999 %).

- Charolas de poliestireno (3x5cm).
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- Matraces aforados de 10 y 5 mL.

- Espatula.

- Papel filtro No. 42, Whatman.

- Micropipetas (20 — 200puL, 100 — 1000puL y 500 - 5000uL).

- Recipientes de plastico de 10, 20, 50 y 100 mL.

- Puntas para micropipeta, micropipetas antes especificadas.
- Gradilla para tubos de ensayo.

- Pipetas beral de 3 mL.

- Embudos de polipropileno para filtracion rapida.

- Bolsas de plastico con sello hermético.

- Agua desionizada (18MQ/cm; 0 ppm de NaCl)

4.2 Equipos e instrumentos.
- Estufa de secado. Marca: Heraeus.

-Hornos de microondas para digestién en sistema cerrado. Marcas: MILESTONE
Microwave Laboratory Systems, MLS 1200 mega y CEM Microwave Technology Ltd,
MDS 2000.

- Balanza analitica. Marca: Sartorius, bp221s.

- Espectrémetro de Masas — Plasma Acoplado por Induccion (ICP-MS). Marca: Perkin
Elmer SCIEX, Elan DRC-e, Axial Field Technology.

- Desionzador de agua. Marca: Barnstead, modelo: WA 52001

4.3 Procedimiento experimental general.
Este consiste de cuatro etapas generales: 1) lavado de material, 2) tratamiento fisico y

guimico de muestras, 3) dilucién gravimétrica y 4) cuantificacion de analitos mediante
ICP-MS.
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4.3.1 Lavado de material.

Cuando se determinan concentraciones de metales, o cualquiera otra sustancia quimica,
a los niveles de trazas o ultratrazas es muy facil obtener resultados erroneos por
contaminacion de las muestras, debido a que los materiales utilizados pueden modificar
enormemente las pequeias concentraciones de los analitos que se desean cuantificar.
Por este motivo, no sélo se ve afectada la cuantificacion en si misma sino que también
se pueden afectar los equipos de analisis quimico utilizados para dicha cuantificacion. El
ICP-MS, por ejemplo, tiene una tolerancia maxima de sélidos disueltos totales (TDS, por
sus siglas en inglés) menor al 0.2% ya que los tubos capilares del sistema de
introduccién de muestra pueden obstruirse por particulas de polvo presentes en el
material, y no sélo el sistema de introduccion, también el ICP-MS puede dejar de
funcionar correctamente ya que los conos muestreador y discriminador tienen diametros
muy pequefios (0.6-1.2 mm) y particulas grandes pueden obstruirlos ®®.

Para evitar las los problemas de usar material sin tratamiento de limpieza previo, se
recomienda lavar el material que tiene contacto con las muestras y el Material de
Referencia Certificado, de la siguiente manera:

1) Lavar con agua corriente todo el material.

2) Introducir los materiales a una solucion de detergente neutro libre de fosfatos,
HYCLIN® al 15% en este caso, al menos durante 8 horas.

3) Retirar los materiales de la solucion detergente y enjuagarlos con abundante agua
corriente.

4) Introducir los materiales en una solucién de acido nitrico (R.A.) al 30% al menos
durante 8 horas.

5)Retirar los materiales de la solucion é&cida y enjuagarlos 10 veces con agua
desionizada.

6) Dejar secar los materiales en un lugar limpio y protegido del polvo del ambiente.

7)Cuando el material esté seco, almacenar los recipientes bien cerrados y en bolsas
de plastico herméticas.

Después de este proceso de limpieza el material puede ser utilizado para la
determinacion de elementos traza.

Los conos muestreador y discriminador fueron lavados con jabon libre de fosfatos y
enjuagados con agua desionizada después de cada sesion experimental.
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4.3.2 Tratamiento fisico del Material de Referencia Certificado y de las
muestras.

El Material de Referencia Certificado (MRC) no necesita tratamiento fisico previo al
tratamiento quimico, pues comercialmente esta disponible en forma de un polvo fino y
seco. Para que no se hidrate se recomienda mantenerlo cerrado, a temperatura
ambiente y en un lugar seco ®7.

Material de Referencia Certificado (MRC): Higado de bovino. 1577c.

Proveedor: National Institute of Standards and Technology (NIST).

Tabla 4. Concentraciones certificadas de diversos metales en el MRC (1577c) U7 Ver ANEXO I.

Element Unat Mass Fraction Element Unat Mass Fraction
Ag BERO ug'kg 59 + 16 Mn @**Pd meks 10.46 + 047
As© ugkeg 196 + 14 Mo @=2EPD mokg 3.30 + 013
Ca @2P9 mgkg 131 + 10 Na @@ % 02033 + 0.0064
Cd©® ugkg 970* + 14 Nj ®b ngks 445 + 92
Co B9 mg'kg 0300 + 0018 Pb® png'kg 62.8 + 10
Cr'® ugkg 53 + 14 § @ban % 0.749 = 0034
Cu P9 moke 2752 + 46 Se 4B mg/kg 2.031 + 0045
Fe ®aD) mgkg 19794 + 065 Sp B ugks 953 + 42
K A245) % 1023 + 0064 V&©@ ng'ks 8.17 + 066
Mg #*24  moks 620 + 42 Zn #*PER meke 1811 + 10

Las muestras de los diferentes tejidos de ratdn estuvieron contenidas en frascos de
plastico o vidrio y conservadas con formol. Estas muestras fueron proporcionadas por la
Dra. Teresa I. Fortoul de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Muestras: Higado, rifidon, testiculo, pulmén, timo y bazo de ratén.

Las muestras se separaron del formol mediante un decantado, y se colocaron en
charolas de poliestireno limpias. Las charolas con las muestras fueron introducidas a la
estufa de secado, Heraeus, a una temperatura de 80°C hasta que se encontraran a peso
constante. Después de monitorear el peso de diversas muestras se establecié el tiempo
de secado en una semana, de acuerdo a las curvas de secado de las gréaficas 4 y 5.
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4.3.2.1 Tratamiento quimico del Material de Referencia Certificado
(1577c, NIST).

Después de que las muestras alcanzaron un peso constante, se dio un tratamiento
quimico a las muestras y al MRC (1577c, NIST) con el fin de eliminar la materia organica
de la que estan compuestas y, a su vez, liberar los metales presentes en ellas en forma
de sales solubles *. En este caso los metales (V y Mn) contenidos en las muestras se
liberan en la solucién en forma de nitratos solubles debido a que se utiliza acido nitrico
en la digestion (ver Tabla 3). El efecto del &cido nitrico sobre la materia organica se ve
potenciado por la elevada temperatura que el horno de microondas proporciona a la
mezcla ™. De acuerdo a la literatura *® 29 y a la concentracion de los analitos en el
MRC se determinaron los siguientes pasos para la digestion del mismo.

1) Sobre charolas de poliestireno limpias pesar 0.5 g de MRC (Higado de bovino,
1577c, NIST) en la balanza analitica, 4 réplicas.

2) Colocar las masas de MRC (1577c, NIST) en vasos de teflon. El horno de
microondas MILESTONE cuenta con un carrusel de 6 vasos de teflon.

3) Agregar alicuotas de una solucion estandar de V de concentracion conocida en
dos de los vasos del carrusel. Esto se hace por que la cantidad de V en el MRC (1577c,
NIST) es al menos mil veces menor que la cantidad de Mn. Lo cual es un problema
cuando se intenta cuantificar por cualquier técnica analitica. Ver Tabla 4.

4) Agregar con una pipeta beral 2 mL de HNO3 (70% v/v, INSTRA) y 1 mL de H,0O,
(30% v/v, ULTREX).
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5) Preparar dos blancos reactivos. Adicionar a dos vasos de teflon 2 mL de HNOs3
(70% v/v, INSTRA) y 1 mL de H»0, (30% v/v, ULTREX). Con el fin de conocer la
aportacion a la concentracion de los analitos debida a los reactivos utilizados.

6) Digerir el MRC (1577c, NIST) en el horno de microondas MILESTONE con el
programa de digestion de la Tabla 5.

Tabla 5. Programa de digestion para el horno de microondas MILESTONE.

Programa de digestion

Etapa Tiempo (min) Potencia (W)
1 1 250
2 2 0
3 5 300
4 5 600

Rotor-control: ON. Twist:OFF. Ventilador: 20 min.

7) Después de la digestion del MRC (1577c, NIST), dejar enfriar los vasos de teflon
durante 20 minutos.

8) Una vez que los vasos alcanzaron la temperatura ambiente, filtrar la solucion
liquida obtenida (papel filtro Whatman, No. 42) en matraces aforados de 10 mL y llevar
al aforo con agua desionizada.

9) trasvasar las soluciones resultantes a recipientes plasticos limpios y refrigerar
hasta su lectura en el ICP — MS.

El procedimiento se efectud 4 veces. En la primera digestion no se hicieron adiciones de
V, en las siguientes 3 veces se hicieron adiciones conocidas de V a tres diferentes
concentraciones. De esta manera en cada carrusel, excepto en el primero se tuvieron
dos vasos con blancos reactivos, dos vasos con MRC (1577c, NIST) sin adicionar y dos
vasos con MRC (1577c, NIST) adicionados, lo anterior con la intencién de cuantificar
adecuadamente los dos analitos (V y Mn).

Las cantidades de HNO3 y H,0- fueron seleccionadas con base en la literatura % 22,

4.3.2.2 Tratamiento quimico de las muestras.

1) Retirar las muestras del horno de secado y registrar el peso de cada una de ellas.

2) Colocar cada muestra en un vaso de teflon. Dejar un vaso sin muestra para
preparar el blanco de reactivos.
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3) Si la muestra pesa mas de 0.4 g, agregar 2 mL de acido nitrico (INSTRA) y 1 mL
de peroxido de hidrégeno (ULTREX) al vaso de teflon. Si la muestra pesa menos de 0.4
gramos, agregar 1 mL de acido nitrico (INSTRA) y 0.5 mL de peréxido de hidrogeno
(ULTREX) al vaso de teflon. Se preparan los blancos reactivos tomando en cuenta las
cantidades de acido y peréxido de hidrogeno agregados a las muestras de la serie.

4) Colocar los vasos en el carrusel y digerirlos. Si se utiliza el horno de microondas
MILESTONE se trabaja con el programa de digestion mostrado en la Tabla 5, si la
digestion se hace con el horno de microondas CEM se utiliza el programa de digestion
de la Tabla 6.

5) Dejar enfriar los vasos durante 20 minutos. Filtrar (papel filtro Whatman, No. 42) y
aforar en matraces volumétricos. Si la muestra tiene una masa menor que 0.4 ¢
entonces se utilizan matraces aforados de 5 mL. Si la muestra tiene una masa mayor
gue 0.4 g se utilizan matraces aforados de 10 mL.

6) Las muestras filtradas se trasvasan a recipientes plasticos limpios y se refrigeran
para su posterior analisis.

La refrigeracion de las muestras que después fueron analizadas en el ICP-MS es vital,
si se almacenan a temperatura ambiente (~25°C) se puede evaporar el disolvente
lentamente, lo que provocaria un cambio en la concentracion de los analitos y por tanto
un error en los resultados finales. Esto es muy importante si se hace notar que se trata
de concentraciones en el nivel de partes por billon (ug/L).

Tabla 6. Programa de digestion horno de microondas CEM.

Programa de digestién.
Paso 1 2 3
Potencia 90 90 90
Presién (PSI) 25 60 100
Tiempo (min) 10 10 10
Rampa (min) 5 5 5
Ventilador (rpm) 10 10 10

Las cantidades de HNO3 y H,0- fueron seleccionadas con base en la literatura 8 22,
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4.3.3 Dilucion gravimétrica.

Las muestras se diluyeron con el fin de disminuir el efecto matriz (la matriz puede
suprimir o magnificar la sefial de algunos analitos “?). Las diluciones se preparan de
manera gravimétrica con la finalidad de aportar la menor incertidumbre posoble debida al
proceso de dilucién de las muestras y el MRC (1577c, NIST) pues al hacerlo de esta
manera se tiene una mayor precision en los volimenes agregados de muestra, E.l. y
agua desionizada. Lo anterior se hace considerando que la densidad de cualquier
solucion utilizada es igual a un gramo por mililitro (p=1g/mL). El ICP-MS es un equipo
muy sensible y no es conveniente hacer las diluciones volumétricas y, con esto,
aumentar la incertidumbre en la concentracion de las muestras y los Materiales de
Referencia Certificados.

En el presente trabajo se prepararon diluciones 1:25, 1:50 y 1:60 del MRC (1577c,
NIST) asi como diluciones 1:2 y 1:10 de las muestras. Cada solucién debe contener a
los estandares internos (E.l.) propuestos. A partir de soluciones de E.l. multielemental
(Ge, Ga, Y, Sc y Ru) con concentraciones, aproximadamente de 10 mg/L y 0.2 mg/L, se
agregan cantidades adecuadas para que cada solucion contenga a los E.l. a una
concentracién de 20 pg/L. Las soluciones de E.l., las diluciones y las soluciones de V
(para las muestras de MRC (1577c, NIST) adicionadas) fueron preparadas
gravimétricamente.

Procedimiento:

1) Colocar un recipiente plastico limpio dentro de la balanza analitica y registrar su
masa. Tomar una alicuota de la muestra o el MRC (1577c, NIST), segin sea el
caso y colocarla dentro del recipiente plastico, registrar la nueva masa.

2) Agregar una masa adecuada de las soluciones multielementales de E.l. (10 mg/L 6
0.2 mg/L) y diluir hasta la masa requerida. Registrar la masa final.

Se debe tener cuidado de preparar una cantidad suficiente de cada solucién, para que
el ICP-MS realice la cuantificacién de los analitos. Por lo menos se requieren 5 mL.

También se prepararon de manera gravimétrica las curvas de calibracién, con el
proposito de aportar una incertidumbre menor a la curva de calibracion debida a una
preparacion volumétrica. Se prepararon curvas de V y Mn entre 0 y 65 pg/L a partir de
diluciones hechas de las soluciones estandar de 1000 mg/L. También se prepararon
curvas de ambos analitos de 0 a 300 pg/L, a partir de diluciones hechas de las
soluciones estandar de 1000 mg/L, con el fin de explorar el intervalo lineal de ambos
analitos. Se agreg6, también, una cantidad adecuada de la solucion de E.l
(multielemental) a cada estandar de la curva de calibracion preparado de tal forma que
cada E.l. propuesto tenga una concentracion de 20 pg/L en cada una de las soluciones
de la curva de calibracion.
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Procedimiento:

1) Sobre un recipiente plastico limpio, se pesé en la balanza analitica la cantidad
adecuada de las soluciones de V y Mn, de la solucion muletielemental de E.I., de
acido nitrico y de agua desionizada. Las diversas curvas de calibracion se
prepararon de acuerdo a las tablas 7 y 8.

2) Se repitié el paso anterior hasta que la curva de calibraciéon estuvo completa.

De acuerdo a este procedimiento se prepararon las curvas de calibracién de 0 a 65 pg/L

y de 0 a 300 pg/L.

Se tomo nota de las cantidades experimentales que fueron agregadas con el fin de
conocer la concentracion exacta de cada sustancia en cada estandar de las curvas de
calibracion. También se tomd nota de las soluciones preparadas y de las diluciones,
tanto del MRC (1577c, NIST) como de las muestras, con el mismo fin.

Tabla 7. Cantidades que se deben agregar para la elaboracion de las curvas de calibracién de 0 a 65 pg/L.

Concen. Vy masa (g)
Estandar Mn (ug/L) V/Mn E.I HNO3 (10% agua
. s masa total

(aproximada) | (~300ug/L) | (~300 ug/L) v/v) desionizada
1 0 0.0000 1.3333 2.0000 16.6667 20.0000
2 1 0.0667 1.3333 2.0000 16.6000 20.0000
3 3 0.2000 1.3333 2.0000 16.4667 20.0000
4 10 0.6667 1.3333 2.0000 16.0000 20.0000
5 25 1.6667 1.3333 2.0000 15.0000 20.0000
6 35 2.3333 1.3333 2.0000 14.3333 20.0000
7 65 4.3333 1.3333 2.0000 12.3333 20.0000

Tabla 8. Cantidades que se deben agregar para la preparacion de la curva de calibracién de 0 a 300 pg/L.

Concen. Vy Masa (g)
Estandar Mn (.ug/L) V/Mn E.l HNO3 (10% Agua Total
(aproximada) | (~300/10000 wgll) I (~300 p g/L) v/v) desionizada
1 0 0.0000 6.0000 9.0000 75.0000 90.0000
2 1 0.3000 6.0000 9.0000 74.7000 90.0000
3 5 1.5000 6.0000 9.0000 73.5000 90.0000
4 10 3.0000 6.0000 9.0000 72.0000 90.0000
5 30 0.2700 6.0000 9.0000 74.7300 90.0000
6 60 0.5400 6.0000 9.0000 74.4600 90.0000
7 80 0.7200 6.0000 9.0000 74.2800 90.0000
8 120 1.0800 6.0000 9.0000 73.9200 90.0000
9 160 1.4400 6.0000 9.0000 73.5600 90.0000
10 200 1.8000 6.0000 9.0000 73.2000 90.0000
11 260 2.3400 6.0000 9.0000 72.6600 90.0000
12 300 2.7000 6.0000 9.0000 72.3000 90.0000
En la preparacion de los estdndares 1 a 4 se utilizan soluciones de V'y Mn con una concentracién
Aproximada de 300 pg/L. A partir del estandar 5 se utiliza una solucién de Vy Mn con
concentraciones aproximadas de 10000 pg/L.
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4.3.4 Cuantificacion de analitos mediante ICP-MS y tratamiento de datos.

4.3.4.1 Eleccioén de los isotopos de los analitos.

Para escoger los isotopos de los analitos que se cuantificaron en el ICP-MS se
tuvieron en cuenta varios factores, como: la abundancia del is6topo, las interferencias
isobaricas que el isétopo presenta y las interferencias poliatbmicas que puedan causar
problemas al is6topo analito escogido. La forma en que las interferencias isobéricas se
minimizan, es por medio de ecuaciones de correcciéon. Las ecuaciones de correccion
estan reportadas en la literatura y puesto que cada is6topo tiene las mismas
interferencias isobaricas pueden usarse las mismas ecuaciones de correccion 2%,
Las interferencias poliatbmicas o interferencias de matriz, pueden mitigarse
modificando ciertos parametros instrumentales, por ejemplo, el flujo del gas
nebulizador, es decir, el flujo del gas argén. El flujo adecuado de gas argén reduce las
interferencias poliatémicas que generalmente se presentan en forma de 6xidos . En
la Tabla 9 se presentan los analitos seleccionados con sus interferencias poliatdbmicas
y con las ecuaciones de correccion utilizadas para corregir las interferencias
isobaricas.

Tabla 9. Interferencias poliatémicas y ecuaciones de correccion para interferencias isobdricas.

Ecuaciones de correccién
Analito Interferencias poliatdmicas para interferencias
isobaricas.
51y 35¢1%0 51V=51V-0,00135CI
40 15 40 14 37 ~118
Ar°N, TAr'NH, “'CIT°0,
*>Mn 0. 16 **Mn=""Mn-0,00014>°C|
K0

Se determin6 la concentracién de los analitos usando el método del estandar interno
mediante el ICP-MS. De acuerdo al siguiente procedimiento:

Procedimiento para la determinacion de V y Mn mediante ICP-MS. Después de
encender el equipo ICP-MS (ver ANEXOII).

1) Se hacen lecturas de la solucion llamada “daily” para verificar que las condiciones
son las mejores para realizar las lecturas. Esto se hace media hora después de
encendido el equipo, tiempo necesario para que el plasma se estabilice. Se hace
la lectura de la solucién “daily” con diferentes flujos del gas nebulizador con el fin
de minimizar las interferencias poliatomicas.

2) Se introducen al equipo las soluciones estandar de la curva de calibracion.
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3)Se introducen al equipo los blancos reactivos y las muestras, tanto de MRC
(1577c, NIST) como tejidos de raton, primero las soluciones mas diluidas y al final
las mas concentradas.

4.3.4.2 Tratamiento de datos.

Los datos obtenidos del ICP-MS son intensidades de sefial (en cuentas por segundo,
cps) de algunos is6topos de aquellos elementos de los cuales se desea conocer la
concentracién en cada una de las soluciones introducidas al equipo. El reporte del ICP-
MS incluye la Intensidad Promedio Medida (M.l.M., por sus siglas en inglés) de un total
de tres réplicas. Conociendo las intensidades de sefial de cada isétopo (porque las
proporciona el equipo) en cada solucidbn y las concentraciones exactas de cada
sustancia en las mismas (porgue se lleva un control de cada una de las soluciones
preparadas gravimétricamente), se pueden elaborar las curvas de calibracion de los
analitos con los diferentes E.I. y también conocer la concentracion de los analitos, tanto
en el MRC (1577c, NIST) como en las muestras mediante la comparacion con la curva
de calibracion.

5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Se realizaron 7 sesiones experimentales con el equipo ICP-MS para evaluar los
parametros que dan informacion acerca de la calidad del método y para determinar la
concentracién de los analitos en las muestras y el MRC.

5.1 Condiciones instrumentales de analisis.

Para seleccionar las condiciones instrumentales mas adecuadas de trabajo se analiza
la solucion llamada “daily”, ésta solucion tiene los elementos quimicos necesarios para
gue a través de su determinaciéon mediante ICP-MS se puedan determinar las mejores
condiciones instrumentales. El “daily” se tiene que leer siempre que se requiera trabajar
con el equipo. En el informe de lectura del “daily” se obtienen las intensidades para las
sefiales causadas por *°Ce*, ™°CeO*, '¥Ba" y '*®Ba?*. Ademas se obtienen las
desviaciones estandar relativas (RSD, por sus siglas en inglés) y las intensidades de
sefial para *Mg, **°In y 2*®U. Se hizo una variacién del flujo del gas nebulizador para
minimizar los 6xidos totales y como consecuencia las interferencias poliatdbmicas pues,
como se dijo antes, las interferencias poliatomicas son causadas generalmente por
oxidos. Una medida de los oxidos totales es el cociente de sefiales de éxidos de cerio
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156 y cerio 140 (**°CeO*/ **°Ce") y se toma como un valor aceptable una relacién con
valor menor o igual a 0.03 con lo cual se asegura que se han minimizado las
interferencias poliatémicas. Del cociente de las sefiales producidas por ***Ba’ y **¥Ba*
(**¥Ba‘/**®*Ba?") se puede obtener una buena idea de la cantidad de especies
doblemente cargadas con respecto de las monocargadas, este cociente también debe
ser menor o igual a 0.03. Se debe recordar que el ICP-MS es un espectrometro de
masas Yy es sensible a las diferentes relaciones masa sobre carga (m/z) y las lecturas se
realizan con la condicion de que todas las especies presentes estén cargadas
positivamente debido a la pérdida de un electron, es decir, z=1. Si las especies se
ionizan por segunda vez en el plasma, entonces esta relacion se hace diferente y por
tanto se tienen diferentes lecturas. Otros parametros importantes son las intensidades
de sefial que se obtienen para los is6topos 2*Mg, *° In y ?®U con sus respectivos %RSD
(desviacién estandar relativa). Por un lado la intensidad de la sefial de ?*Mg nos indica la
capacidad que el ICP-MS estéa teniendo para detectar relaciones masa sobre carga (m/z)
bajas, este parametro debe ser mayor a cinco mil cps (cuentas por segundo) para poder
llevar a cabo las lecturas. La intensidad de la sefial del **°In da una idea de la capacidad
que el ICP-MS estéa teniendo para detectar relaciones masa sobre carga (m/z) medias,
este parametro debe ser mayor a veinticinco mil cps para poder realizar las lecturas. La
intensidad de la sefial #*®U debe dar una idea de la capacidad que esta teniendo el ICP-
MS para detectar especies con relaciones masa sobre carga (m/z) altas y este
parametro debe ser mayor a veinte mil cps para poder realizar las lecturas. Por otro lado
las desviaciones estandar relativas (%RSD) nos refieren a la variacion que se tuvo entre
cada réplica de la lectura y estos parametros deben ser menores al 2% para que las
lecturas realizadas sean confiables ¥,

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos para la lectura del “daily” en el
ICP-MS variando el flujo del gas nebulizador.

Tabla 10. Resultados para la lectura de la solucion “daily” con diferentes flujos del gas nebulizador.

Flujo del ijfn r;:)bullzador 1560007/ 0ce" 13821 138 o+ RSD (“Mg"/ i’ 5U°) (lzjt,\;;sﬁ?g, :j ;esr:jl)
1.00 201.000 0.020 4.9/0.7/1.3 41270.4/125691.2/7875.3
0.80 0.040 0.062 1.0/0.6/0.5 32081.1/76951.8/51100.1
0.80 0.038 0.060 0.5/0.8/0.9 28903,3/72230,2/48758,1
0.70 0.036 0.248 3.7/3.4/4.0 2796.4/6080.6/3751.1
0.70 0.032 0.187 3.6/3.3/3.0 3214.6/7002.2/4293.3
0.70 0.018 0.038 1.1/0.5/0.8 6868.1/16215.8/11656.9
0.70 0.017 0.036 1.1/0.6/0.5 6774.7/16508.6/11853.3
0.70 0.018 0.035 1.5/0.6/0.7 6901.6/17238.7/12359.2
0.70 0.017 0.035 0.9/0.6/1.0 7127.1/17293.2/12503.1
0.70 0.019 0.032 1.2/0.5/1.4 13091.0/24873.6/17051.2
0.60 0.015 0.040 0.6/1.1/1.2 5802.9/10693.5/6951.9
0.60 0.030 0.486 2.2/3.2/3.2 1978.1/4065.2/2237.4
0.60 0.015 0.040 1.2/0.9/0.8 5880.2/10728.9/7001.1

Resaltado se encuentra el flujo para el cual se obtienen los mejores parametros.
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Observando la Tabla 10 se puede afirmar, con base en los puntos anteriormente
aclarados, que las mejores condiciones para realizar las lecturas son aquellas en las que
el flujo de gas nebulizador tiene un valor de 0.7 L/min. Pues se alcanzan las mejores
relaciones para *°Ce0*/ *°Ce* y para *®Ba®"/***Ba’, asi como los mejores valores de
%RSD e intensidades de sefial, necesarias para una buena lectura con el ICP-MS.

En la Tabla 11 se muestran las demas condiciones instrumentales utilizadas para
realizar las lecturas de las soluciones en el ICP — MS.

Tabla 11. Condiciones instrumentales del ICP - MS para realizar las lecturas.

Descripcion Valor
Flujo del gas nebulizador 0.70 L/min
flujo del gas auxiliar 1.20 L/min
Flujo del gas plasmégeno 13.50 L/min
Potencia de RF ICP 1100.00 W

Conos discriminador y i
Niquel
muestreador

En seguida se presentan los resultados obtenidos en la evaluacién de los parametros
de desempefio: limite de deteccion, limite de cuantificacion, intervalo lineal, intervalo de
trabajo, exactitud, sensibilidad, recuperaciéon, selectividad y robustez, ademas se
muestra un estudio de deriva instrumental.

5.2 Limite de deteccion (LoD) y limite de cuantificacion (LoQ).

Fueron calculados como se presentd en la introduccion de este documento. Se
determinaron las concentraciones de V y Mn en los blancos reactivos de las series que
contenian muestras de MRC (1577c, NIST). La guia EURACHEM propone que estas
lecturas deben realizarse sobre blancos de muestras, es decir, sobre tejidos de raton
(higado, rifién, pulmén, bazo, testiculo o timo) que tuviera todo excepto los analitos
pero esto es virtualmente imposible ya que el Mn tiene funciones biolégicas
fundamentales dentro del organismo de humanos y ratones, se trata de un elemento
esencial. El V no es considerado un metal esencial pero también seria muy dificil
encontrar tejidos que no contengan V ya que potencializa el efecto de algunas
sustancias, como la insulina, muy importantes en el cuerpo humano y de los ratones. La
guia EURACHEM afirma que si no se cuenta con este tipo de blancos de muestra es
posible aproximar el LoD y el LoQ a partir de la lectura de blancos reactivos. En las
tablas 12 y 13 se muestran los resultados para la lectura de tres series, cada serie
contenia dos blancos reactivos, dos muestras de MRC (1577c, NIST) y dos muestras de
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MRC (1577c, NIST) con adiciones conocidas de V. NOTA: para la evaluacion del LoD,
LoQ, recuperacion, sesgo y veracidad se utilizaron MRC (1577c, NIST) digeridos en el
horno de microondas para digestion en sistema cerrado MILESTONE, MLS 1200 mega.
El porcentaje de recuperacion calculado en muestras digeridas en los dos sistemas de
digestion se presenta mas adelante (pruebas de robustez).

Tabla 12. Determinacion de la concentracion de V en diferentes blancos reactivos.

Muestra tipo V] (ug/L)
RHD15-1 blanco 1.571
RHD15-2 blanco 1.488
RHD14-1 blanco 1.634
RHD14-2 blanco 1.630
RHD13-1 blanco 1.715
RHD13-2 blanco 1.717
promedio 1.626
s 0.088

Tabla 13. Determinacion de la concentracion de Mn en diferentes blancos reactivos.

Muestra tipo [Mn] (ug/L)
RHD15-1 blanco 0.100
RHD15-2 blanco 0.098
RHD14-1 blanco 0.084
RHD14-2 blanco 0.090
RHD13-1 blanco 0.099
RHD13-2 blanco 0.098
promedio 0.095
S 0.006

Con base en los datos observados en la tablas 12 y 13 se calculan los limites de
deteccién (LoD) y cuantificacion (LoQ) de acuerdo con las ecuaciones 15 y 16 sugeridas
por la guia EURACHEM.

LoD = blanco + 3s ecuacion 15

LoQ = blanco + 10s ecuacion 16

Donde la palabra “blanco” es el promedio de las concentraciones de los analitos en los
blancos reactivos y “s” es la desviacion estandar de dichas mediciones. La EURACHEM
sugiere un minimo de 6 blancos reactivos diferentes para la determinacion del LoD y
LoQ. En la Tabla 14 se muestran los limites de deteccion y cuantificacion para ambos
analitos.
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Tabla 14. Limite de deteccion (LoD) y limite de cuantificacion (LoQ) para los dos analitos.

Analito LoD (pg/L) LoQ (pg/L)
\ 1.889 2.503
Mn 0.114 0.159

A partir de los resultados mostrados en las tablas 12 y 13 se puede afirmar que el
lavado del material utilizado a lo largo del procedimiento analitico fue adecuado. Como
puede verse los promedios de las concentraciones de los analitos en los blancos
reactivos y su respectiva desviacion estandar, [V]=1.626 ug/L; s=0.088 ug/L y [Mn]=
0.095 ug/L; s=0.006 pg/L, son pequeiios y homogéneos lo cual indica que el proceso de
lavado cumplié con su objetivo.

5.3 Intervalo lineal.

Las muestras que fueron determinadas analiticamente presentan cantidades de ambos
analitos, en su mayoria, muy bajas. La concentracion de los analitos en el MRC (Bovine
Liver 1577c, NIST) también es baja (Mn=10.46 mg/kg y V=8.17ug/kg). Una curva de
calibracion de 0 pg/L a 300 pg/L de V y Mn fue leida en el ICP-MS como una forma de
explorar el intervalo lineal.

Se elaboraron las curvas de calibracion de los analitos con el método del estandar
interno con cada uno de los estandares internos propuestos. De esta manera se tienen
las curvas de calibracion para V'y Mn (una por cada is6topo propuesto como E.I., ver
Tabla 2, no se tomé en cuenta el Ru pues, en ese momento, se trataba de un estudio
preliminar). Cabe destacar que todas las curvas de calibracion parecen comportarse
linealmente a lo largo de todo el intervalo de concentraciones, como puede verse por los
coeficientes de correlacion (r) mostrados en las tablas 15y 16.

Tabla 15. Pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlacién (r) de las curvas obtenidas para V.

Ecuacion
Analito El y=mx+b r
- b
*Ga y=| 0.024 -0.022 0.99991
"'Ga y=| 0.035 -0.008 0.99997
51, 8y y=| 0.012 -0.008 0.99992
55 y=| 0.014 -0.014 0.99983
2Ge y= 0.074 -0.090 0.99995
"Ge y=|  0.055 -0.071 0.99985
Las curvas con mayor correlacién se encuentran resaltadas en la tabla.
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Tabla 16. Pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlacion (r) de las curvas obtenidas para Mn.

Analito EL Ecuacién y=mx+b .
e :
“Ga y=| 0.025 -0.015 0.99988
'Ga y=| 0.036 -0.005 0.99989
*Mn e y=| 0014 -0.009 0.99976
*Ge y=| 0076 -0.057 0.99995
"Ge y=| 0056 -0.059 0.99983
Las curvas con mayor correlacion se encuentran resaltadas en la tabla.

Como se puede observar, las curvas de calibracién para ambos analitos presentan una
correlacion muy buena. Lo anterior puede hacernos suponer que cualquier isétopo
propuesto puede funcionar adecuadamente como E.Il. pero, aunque todas las curvas son
buenas, también debe hacerse notar que el objetivo del E.l. es que minimice los efectos
del aumento o disminucién de la sefial a través de un comportamiento similar al del
analito. Los resultados presentados en las tablas 15 y 16 son resultado de lecturas
consecutivas y hechas en un periodo de tiempo muy corto (=20 minutos) y la deriva
instrumental (aumento o disminucién de las sefales a lo largo del tiempo) puede no ser
importante cuando se hacen lecturas consecutivas. Pero a partir de los resultados
mostrados en las tablas 15 y 16 se puede decir que los analitos tienen un
comportamiento lineal desde los limites de cuantificacion hasta ~300 ug/L. Para esto la
EURACHEM asegura que se deben inspeccionar de manera visual las curvas de
calibracién y hacer un anélisis de la gréfica de residuales .

A continuacion se presentan dos curvas de calibracion, una para cada analito y sélo
con un E.l. de los anteriormente propuestos. Esto es Unicamente con el fin de mostrar el
intervalo lineal que poseen ambos analitos.

Curva de calibracién 3!V con E.l. 7!Ga.
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Grafica 6. Intervalo lineal para V.
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Grafica de los residuales de la curva de 5!V con 7*Ga como E.I.
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Grafica 7. Residuales de la curva de calibracién de **V con E.I. "*Ga

Curva de calibracién de *Mn con E.l. 2Ge
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Grafica 8. Intervalo lineal para Mn.

Gréfica de los residuales de la curva de 5*Mn con 72Ge como E.I.
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Gréfica 9. Residuales de la curva de calibracién de *>Mn con E.I. *Ge.



Es de notarse en las curvas de calibracion de las graficas 6 y 8, que los analitos
presentan intervalos lineales, al menos, hasta ~300 pg/L. Este intervalo lineal es muy
grande si se compara con los intervalos lineales que se obtienen mediante otras
técnicas como GFAAS (Graphite Furnance Atomic Absorption Spectrometry, por sus
siglas en inglés), por ejemplo.

En las gréaficas de los residuales 7 y 9 se puede observar que los errores cometidos
en la preparacion de la curva de calibracion son aleatorios pues no se muestra una
tendencia en las graficas de los residuales para ninguno de los dos analitos. Con base
en las gréficas 6 a 9 y los coeficientes de correlacidon (r) mostrados (tablas 15 y 16) se
puede afirmar que los analitos se comportan de manera lineal dentro de los intervalos
de concentraciones mostrados en la Tabla 17, donde los limites inferiores para cada
analito son sus respectivos limites de cuantificacién y el limite superior son las
concentraciones hasta las cuales se exploré el comportamiento de los analitos en el
ICP-MS.

Tabla 17. Intervalo lineal para Vy Mn.

Analito Intervalo lineal (pg/L)
\% 2.503 - 298.026
Mn 0.159 - 297.300

5.4 Intervalo de trabajo.

El intervalo de trabajo se definio desde los limites de cuantificacion hasta,
aproximadamente, el doble de las concentraciones de los analitos (V y Mn) en el MRC
(1577c, NITS) una vez que fueron diluidos. Se presentan tres curvas preparadas
independientemente para cada uno de los analitos. Las curvas de calibracion son
presentadas con los E.l. que resultaron ser los mejores, segun los calculos de
recuperacion, sesgo y precision mostrados mas adelante.

Curva 1: 5°Mn con E.I.1%%Ru
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Gréfica 10. Curva de calibracién 1 de *>Mn con *®Ru como E.I.
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Residuos

Grafica de los residuales de la curva 1 de **Mn con E.l. 1%Ru
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Grafica 11. Residuales de la curva de calibracion 1 de Mn.
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Curva 2: 5°Mn con E.l. 1%%Ru
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Grafica 12. Curva de calibracién 2 de *>Mn con
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Grafica de los residuales de la curva 2 de 5*Mn con E.I. 1%*Ru
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Grafica 13. Residuales de la curva de calibraciéon 2 de Mn.
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Grafica 14. Curva de calibracién 2 de **Mn con **Ru como E.I.
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Gréfica de los residuales de la curva 3 de 5°Mn con E.I. 1%*Ru
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Grafica 15. Residuales de la curva de calibracion 3 de Mn.
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Grafica 16. Curva de calibracién 1 de **V con **Sc como E.I.
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Gréfica de los residuales de la curva 1 de 51V con E.I. 455¢
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Gréfica 17. Residuales de la curva de calibracién 1 con *'v y *Sc como E.I.

Curva 2: 31V con E.I. %5Sc
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Grafica 18. Curva de calibracién 2 de *'V con **Sc como E.I.
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Grafica 19. Residuales de la curva de calibracién 2 de *'V con **Sc como E.I.



curva 3: 3V con E.l. #°Sc
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Grafica 20. Curva de calibracién 3 de *'V con **Sc como E.I.

Grafica de los residuales de la curva 3 de 5!V con E.I. #3S¢
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Grafica 21. Residuales de la curva 3 de *'V con **Sc como E.I.

De las graficas 10, 12, 14, 16, 18 y 20 se puede observar que, como ya se sabia a
partir del amplio intervalo lineal antes presentado, las curvas de calibracién son lineales
y el coeficiente de correlacion (r) que presentan también es una evidencia de ello. De las
gréficas 11, 13, 15, 17, 19 y 21 se puede observar que los errores no presentan
tendencia alguna, pues se encuentran distribuidos aleatoriamente alrededor de la recta
horizontal, lo cual indica que los errores en la preparacion de las curvas son aleatorios y
no sistematicos, confirmando asi, la linealidad. En la Tabla 18 se muestran los intervalos
de trabajo para cada uno de los analitos.

Tabla 18. Intervalo de trabajo para los analitos.

Analito Intervalo de trabajo (ug/L)
V 2.503 - 66.663
Mn 0.159-67.025
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Los limites inferiores de los intervalos de trabajo presentados en la Tabla 18
corresponden a los limites de cuantificacion respectivos de cada analito mientras que los
limites superiores son un promedio de las concentraciones de las tres curvas leidas con
el fin de establecer el intervalo de trabajo.

5.5 Recuperacion.

En las tablas 19 y 20 se muestran los resultados de recuperacién obtenidos para los
analitos, V y Mn, en el MRC (1577c, NIST) con los diferentes E.l. propuestos. Como se
especificd en el procedimiento experimental, se determiné la concentracién de Mn que
contenia el MRC (1577c, NIST), pues se encuentra en cantidad suficiente para
cuantificarlo adecuadamente mediante el ICP-MS. Sin embargo la concentracién de V en
el MRC (1577c, NIST) es muy pequefa (es al menos 1000 veces menor que la
concentracién de Mn, ver Tabla 4), tanto que tras el proceso de digestion y dilucién tiene
una concentracion menor al limite de cuantificacion. Por lo anterior se prepararon
muestras adicionadas con cantidades conocidas y suficientes de V para el célculo de
recuperacion, veracidad y precision.

Tabla 19. Recuperacion promedio de V con los diferentes E.I.

Analito E.l. Recuperacion (%)
*5s¢ 91.98
*Ga 89.56
>y "Ga 88.50
2Ge 89.17
"Ge 89.14

Tabla 20. Recuperacion promedio de Mn con los diferentes E.I.

Analito E.l. Recuperacion (%)
*Ga 84.96
1Ga 83.55
>Mn 2Ge 83.46
"“Ge 83.68
%% Ru 86.26

Como puede observarse en las tablas 19 y 20 los valores de recuperacion promedio
obtenidos con los diferentes E.l. son muy cercanos unos con otros, sin embargo los
is6topos que funcionaron mejor como E.l. en la cuantificacién de V y Mn son **Sc y
1%Ru, respectivamente. En las tablas 21 y 22 se muestran las concentraciones
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obtenidas de V y Mn en las diversas muestras de MRC (1577c, NIST). Donde “IN SITU”
hace referencia a la solucidén que fue introducida al equipo ICP-MS (solucion hecha por
dilucion), “Digerida” hace referencia a la solucion obtenida después del proceso de
digestion y “sdlida” hace referencia a la concentracion en la muestra sélida.

Tabla 21. Concentracidn tedrica y experimental de V en las diferentes muestras de MRC.

Concentracién de V

Muestra (pg/L) (mg/kg)

IN SITU Digerida solida.

" RHD15-3 23.40 1728.48 20.03
% RHD15-4 22.89 1722.23 20.00
o RHD14-3 23.34 1449.00 18.09
E RHD14-4 21.76 1338.09 16.72
:!J- RHD13-3 21.62 656.95 10.06
- RHD13-4 21.36 660.42 10.11
RHD15-3 24.36 1799.85 20.85

" RHD15-4 23.81 1791.32 20.80
.§ RHD14-3 24.28 1507.87 18.82
9 RHD14-4 24.42 1501.72 18.77
| RHD133 24.78 752.87 11.53
RHD13-4 24.48 756.88 11.59

Tabla 22. Concentracidn tedrica y experimental de Mn en las muestras MRC.

Concentracién de Mn

Muestra (ne/L) (mg/kg)

IN SITU Digerida sdlida.
RHD15-3 14.24 440.80 8.74
- | RHD15-4 14.88 459.42 9.11
% RHD15-5 14.46 452.31 8.96
S| RHD15-6 14.73 461.31 9.15
E | RHD14-3 14.64 454.81 9.08
8| RHD14-4 14.90 463.20 9.25
“1 RHD14-5 14.64 455.18 9.09
RHD14-6 14.25 440.47 8.80
RHD15-3 17.05 527.60 10.46
RHD15-4 17.08 527.39 10.46

. | RHD15-5 16.89 528.23 10.46
§ RHD15-6 16.85 527.50 10.46
S| RHD14-3 16.86 523.73 10.46
" | RHD14-4 16.85 523.94 10.46
RHD14-5 16.83 523.52 10.46
RHD14-6 16.94 523.42 10.46
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A partir de los datos en las tablas 21 y 22 se calcul6 el porcentaje de recuperacion
de acuerdo a la ecuacion 17.

Cexperimetal

%Recuperacion = x 100% ecuacion 17

Ctedrica
Donde Cexperimentar €S la concentracion del analito determinada experimentalmente y

Ciesrica €S la concentracion tedrica del analito (reportada en el certificado del MRC o
conocida en el caso de ser muestras adicionadas).

Dado lo anterior, se puede reportar el porcentaje de recuperaciéon en la cuantificaciéon
de V y Mn usando como E.I. a los is6topos *°Sc y **Ru, respectivamente, como un
promedio y su respectiva desviacion estandar expandida con un factor de cobertura
(k=2) para un nivel de confianza del 95%, como se muestra en la Tabla 23.

Tabla 23. Recuperacién promedio para V y Mn con el E.l. que mostré mejores resultados. Los resultados se
expresan con un factor de cobertura, k=2, para un nivel de confianza del 95%.

Analito E.l. Recuperacion (%)
\Y; 43¢ 91.98+9.10
Mn 04pu 86.26 + 3.36

Con los resultados en la tabla anterior (23) puede asegurarse que el tratamiento
guimico hecho sobre el MRC disuelve la materia organica y libera a la solucién digerida
los metales contenidos en la muestra sin que el acido nitrico y el perdxido de hidrégeno
generen interferencias adicionales en la determinacion de los analitos.

5.6 Selectividad.

De acuerdo a la guia EURACHEM ™ |a selectividad de un método se investiga
mediante el estudio de su capacidad para medir el analito de interés. Una prueba
objetiva de que el analito esta siendo cuantificado adecuadamente es el porcentaje de
recuperacion. En la Tabla 23 de la seccion 5.5 se puede observar que la recuperacion
para V' y Mn es 91.98% y 86.26%, respectivamente. De acuerdo con la AOAC ©
(Association of Official Agricultural Chemists) los limites de recuperacion cuando se
trabaja con concentraciones del orden de partes por millén y partes billén (ug/g y nug/kg)
son 80-115% y 70-125%, respectivamente. Teniendo en cuenta que las recuperaciones
para los dos analitos estan dentro de los limites propuestos por la AOAC, se puede
afirmar que el método analitico es selectivo ya que los analitos (V y Mn) se cuantificaron
satisfactoriamente.
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5.7 Exactitud. Esta se mide a través de la veracidad y la precisiéon .
5.7.1 Veracidad.

La veracidad es el sesgo que la media de una serie de medidas presenta con respecto
del valor verdadero. Para el caso de Mn se calcula el promedio de las concentraciones
del analito encontradas experimentalmente en la muestra sélida (ver Tabla 22) y se
contrasta contra el valor certificado, de acuerdo a la ecuacion 18.

Sesgo = Cexperimental - Cteérica ecuacion 18

Donde Eexperimental es el promedio de las concentraciones del analito encontradas
experimentalmente y Ciesrica €S la concentracion reportada en el certificado del MRC.

Dado lo anterior y los valores de la Tabla 22, se tiene lo siguiente:
sesgown= -1.44 mg/kg

El signo negativo del sesgo quiere decir que el error se debe a una deficiencia en la
cuantificacion de Mn en el MRC.

Para el caso del V se determind la concentracion de V en 6 muestras adicionadas e
independientes. Las adiciones hechas tienen diferente concentracion por lo que no tiene
sentido determinar el sesgo en la muestra sdlida, sin embargo, las diluciones IN SITU
(soluciones que se leyeron en el ICP-MS) se prepararon de tal forma que las
concentraciones de V fueran muy parecidas (ver Tabla 21) por lo que para medir el
sesgo del método en la determinacién de V se hizo un promedio de las concentraciones
tedricas de V en las soluciones IN SITU y un promedio de las concentraciones
experimentales de V en las mismas disoluciones. Dado lo anterior y los resultados de la
Tabla 21, se tiene lo siguiente.

sesgoy= - 1.96 pg/L

El signo negativo del sesgo quiere decir que el error se debe a una deficiencia en la
cuantificacion de V en el MRC.

5.7.2 Precision.

Se determina la precision de repetibilidad (precision mas pequefia esperada) la cual da
una idea de la variabilidad esperada cuando un método se ejecuta por un solo analista,
con un equipo determinado y en periodos de tiempo cortos. Para determinar la precision
repetibilidad en la cuantificacién de Mn, se calcul6 el promedio y la desviacion estandar

52



de las concentraciones determinadas experimentalmente en la muestra solida con los
datos presentados en la Tabla 22. Se presenta la concentracion promedio experimental
de Mn y su desviacion estandar expandida con un factor de cobertura, k=2, para un nivel
de confianza del 95% como medida de la precision.

[Mn]= (9.02+0.35) mg/kg

Para determinar la precision de repetibilidad en la cuantificacion de V se calcul6 el
promedio de concentraciones en las disoluciones IN SITU y su desviacion estandar,
pues como se dijo anteriormente, no tiene sentido calcular la precisiéon en otra solucién
(en la solucion digerida, por ejemplo) o en la muestra sdlida ya que son muestras con
adiciones de V muy diferentes y no se tendria una medida adecuada de la precision en
esos puntos. De acuerdo a los datos en la Tabla 21 se calcula el promedio de
concentraciones en la disoluciéon IN SITU y se expresa con su desviacion estandar
expandida con un factor de cobertura, k=2, para un nivel de confianza del 95% como
medida de la precision de repetibilidad.

[V]= (22.40+1.83) pg/L

5.8 Sensibilidad.

Esta es el cambio en la respuesta del instrumento que corresponde a un cambio en la
concentracion del analito ™. Segun esta definicién, la sensibilidad seria la pendiente de
la curva de calibracién utilizada, pero hay que tener en cuenta que se trabaj6é con el
método del estandar interno. Si se reporta la sensibilidad como las pendientes de las
curvas de calibracion no se estaria tomando en cuenta que en el eje de las ordenadas
se tiene al cociente de las intensidades de sefal del analito entre el E.Il. lo cual no
estaria de acuerdo con la definicion anterior. La sensibilidad puede calcularse de dos
formas, que son esencialmente iguales. La primera de ellas es a partir de las pendientes
de las curvas de calibracion utilizadas para reportar el intervalo lineal (gréficas 10, 12,
14, 16, 18 y 20), puesto que se sabe que la pendiente de esas curvas de calibracion
tiene la forma de la ecuacion 19.

Al

= ecuacion 19
I = A[A]

m

Donde 41, es el cambio en la intensidad de sefal provocada por el analito, A[A] es el
cambio en la concentracion del analito e I;; es el promedio de intensidades de sefial
provocadas por el estandar interno, se trata del promedio porque la pendiente es un
parametro que caracteriza a toda la linea recta y no exclusivamente en un punto de la
misma. De la ecuacion 19 es facil notar que la relacion que realmente indica la
sensibilidad es la que se presenta en la ecuacion 20, por lo que la multiplicacion (de
acuerdo a la ecuacion 21) de la pendiente de una curva de calibracion por el promedio
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de intensidades de sefial provocadas por el E.I. seria la forma adecuada de encontrar la
verdadera sensibilidad que el ICP-MS tiene para cada analito.

- A .,
sensibilidad = —— ecuacion 20

AlA]

. Aly
sensibilidad = =

_— ecuacion 21
Ig; * A[A]

* I_E.I. =mx I_E.I.

Otra forma de calcular la sensibilidad es a través de la grafica de Ia vs [A], es decir, sin
el uso de E.I. para elaborar la grafica. La pendiente de dicha curva seria, efectivamente,
la sensibilidad. EI problema de esta forma de calcular la sensibilidad es que se haria con
una curva de calibracién que no necesariamente es lineal, ya que la deriva instrumental
es corregida por la presencia del E.I.

En la Tabla 24 se muestran los resultados de sensibilidad calculados en las tres curvas

presentadas para cada analito con el fin de establecer el intervalo lineal. Se calcularon
segun la ecuacion 21.

Tabla 24. Sensibilidad del equipo para los dos analitos.

. sensibilidad (cps*L/ug)
Analito -
curval curva 2 curva 3 promedio
Mn 834.205 814.004 867.950 838.720
Vv 958.689 890.723 852.367 900.593

5.9 Robustez.

Para evaluar la robustez, y de acuerdo con la guia EURACHEM, se deben aplicar
variaciones deliberadas al método con el fin de evaluar su efecto sobre la precision y la
exactitud (pruebas de robustez). Las variaciones deben hacerse sobre los puntos que
son mas importantes durante el procedimiento analitico. Uno de los puntos importantes
durante la aplicacion del presente método analitico es el proceso de digestion por lo que
se realizé la digestion del Material de Referencia Certificado (Bovine Liver Solution, High
- Purity Standards, lote: 529004. VER ANEXO IIl) en dos hornos de microondas
diferentes (MILESTONE y CEM). Se utilizaron los mismos programas de digestiéon que
los utilizados para las muestras, es decir, los especificados en las tablas 5y 6.

Debido a que la concentracion de V en el Material de Referencia Certificado (529004,
HPS) es muy pequefia ?” (Abajo del limite de deteccién considerando las cantidades
utilizadas y las diluciones hechas), se hicieron adiciones conocidas de V a dos de los
seis vasos del horno de microondas MILESTONE y a 4 de los vasos del horno de
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microondas CEM. También se hicieron adiciones conocidas de Mn sobre el MRC
(529004, HPS) ya que éste MRC tiene 7 afios de antigiiedad y posiblemente estaria
degradado. Las adiciones de Mn se hicieron sobre los mismos vasos que las adiciones
de V en los dos hornos de microondas. En la Tabla 25 se muestran las concentraciones
promedio de los analitos determinadas experimentalmente, se muestran los resultados
para las muestras de MRC (529004, HPS) con adicion y sin adicion. En la Tabla 26 se
muestran los porcentajes de recuperacion promedio obtenidos para cada analito y para
cada horno de microondas. En las tablas 25 y 26 la abreviacion N.D. quiere decir no
detectable y significa que las concentraciones encontradas experimentalmente estan por
abajo del limite de cuantificacion (LoQ).

Tabla 25. Concentraciones experimentales promedio de los analitos en las muestras de MRC (529004, HPS)
digeridas con los dos hornos de microondas.

Concentracidn experimental promedio (pg/L)
MRC sin adicién MRC adicionadas

Horno Y Mn \Y Mn
CEM N.D. 4.44 106.69 85.02
MILESTONE N.D. 4.71 94.13 83.13

LoQ (V)=2.503 pg/L

Tabla 26. Recuperaciones promedio de los analitos en las muestras de MRC (529004, HPS) digeridas con los dos
hornos de microondas.

Recuperacion promedio (%)
MRC sin adicién MRC adicionadas

Horno Vv Mn \Y Mn
CEM N.D. 90.83 105.97 84.90
MILESTONE N.D. 90.82 97.38 86.43

LoQ (V)=2.503 pg/L

De los resultados de recuperacién mostrados en la tabla anterior se puede afirmar que
ambos sistemas de digestién funcionan adecuadamente, ya que el error relativo es
menor al 15% en todos los casos lo cual concuerda con los limites propuestos por la
AOAC ©. Ademaés, con base en las recuperaciones promedio obtenidas en las muestras
de MRC sin adicion, se puede asegurar que el Material de Referencia Certificado Bovine
Liver Solution (lote: 529004, High-Purity Standards) no se ha degradado.
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En las tablas 27 y 28 se muestra los resultados para el célculo de la veracidad y la
precision en la determinacion de V' y Mn en MRC (529004, HPS) que fue digerido en los
dos hornos de microondas (MILESTONE y CEM).

Tabla 27. Resultados del clculo de la veracidad en la determinacién de V y Mn en MRC (529004, HPS) digerido en
dos hornos de microondas.

Sesgo (ug/L)
MRC sin adicion MRC adicionadas

Horno Vv Mn \Y Mn
CEM N.D. -0.61 6.05 -15.12
MILESTONE N.D. -0.47 -5.10 -13.12

LoQ (V)=2.503 pg/L

Tabla 28. Resultados para el calculo de la precisién en la determinacién de V y Mn en MRC (529004, HPS) digerido
en dos hornos de microondas. Los resultados presentados son un promedio con su respectiva desviacion estandar
expandida por un factor de cobertura, k=2, para un nivel de confianza del 95%.

Precision (pg/L)
MRC sin adicion MRC adicionadas

Horno \Y Mn \Y Mn
CEM N.D. 4.44+0.81 106.69+13.20 85.02+8.52
MILESTONE N.D. 4.71+0.64 94.12+0.27 83.13+0.98

LoQ (V)=2.503 pg/L

Como puede observarse en la Tabla 27 la veracidad no se ve afectada por el uso de
diferentes hornos de microondas para llevar a cabo el proceso de digestion. Los sesgos
observados para ambos analitos tienen magnitudes similares. El analito que presenta un
mayor sesgo es el Mn y es también el que presenta un porcentaje de recuperacion
menor, como puede verse en la Tabla 26, sin importar cual horno de microondas fue
utilizado para el proceso de digestion. De igual forma en la Tabla 28 se puede observar
qgue el hecho de usar el horno de microondas MILESTONE para hacer la digestion del
MRC aporta una mayor precision a la cuantificacion de los analitos pero el uso del horno
de microondas CEM también tiene una precisién adecuada y, como puede verse en la
Tabla 26, las recuperaciones obtenidas son similares sin importar cual horno de
microondas se utilice.
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5.10 Deriva instrumental.

Los resultados de recuperacion mostrados en la seccién 5.5 son suficientes para
afirmar que *°Sc y ®Ru son los mejores is6topos para ser usados como estandares
internos en la determinacién de V y Mn, respectivamente. Sin embargo, se prepar6 una
disolucién de V, Mn, Sc y Ru que fue leida en el ICP-MS a diferentes tiempos con el fin
de evaluar el comportamiento de las sefiales como funcion del tiempo. En la Tabla 29 se
muestran las concentraciones de cada uno de los elementos en la disolucién.

Tabla 29. Concentracién de cada sustancia quimica en la solucién para monitorear la deriva instrumental.

Sustancia Concentracion (ug/L)
Y 37.82
Mn 4.19
Sc 19.45
Ru 20.37

Las concentraciones mostradas en la Tabla 29 son diferentes por que cada sustancia
genera una intensidad de sefial muy diferente en el ICP-MS y con el fin de poder hacer
una comparacion efectiva entre los E.l. propuestos y sus respectivos analitos se
agregaron cantidades adecuadas para que las respuestas generadas en el ICP-MS
fueran parecidas o al menos tuvieran el mismo orden de magnitud.

En las gréaficas 22 y 23 se muestran las intensidades de sefial de >V con *°Sc y **Mn
con '™Ru, respectivamente, en funcién del tiempo.

Intensidad de sefial de 5!V y %°Sc en funcién del tiempo
36000

34000
32000
30000

28000 ——51V
——455c

Intensidad de sefial (cps)

26000

24000

22000
0 100 200 300 400

Tiempo (min)

Gréfica 22. Intensidad de sefial de *'V y *Sc en funcién del tiempo.

57



Intensidad de sefial de 3*Mny ®*Ruen funcion del tiempo.
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Gréfica 23. Intensidad de sefial de >>Mn y ***Ru en funcién del tiempo.

En la Grafica 22 puede notarse que el aumento o disminucion de la intensidad de
sefial en funcion del tiempo (deriva instrumental) es igual para ambos is6topos, es decir,
el ®v y el **Sc tienen un comportamiento similar en el ICP-MS por lo que el *°Sc es un
buen E.I. para la cuantificacién de V ya que al comportarse de manera parecida el
cociente entre sus intensidades se mantiene practicamente constante a lo largo del
tiempo como se muestra en la Tabla 30 y en la Grafica 24. Por otro lado en la Grafica 23
se puede observar que la intensidad de sefial del *°Mn y del ®Ru varian
aproximadamente de la misma forma a lo largo del tiempo, lo anterior también indica que
el '%Ru es un buen E.l. para la cuantificacién de Mn pues se comporta de manera
similar, es decir, el cociente de sus intensidades se mantiene practicamente constante a
lo largo del tiempo, como puede verse en la Tabla 30 y en la Grafica 24.

Tabla 30. Cociente de intensidades en funcion del tiempo.

Cociente de intensidades
de sefial.
tiempo (min) V/Sc Mn/Ru

0 1.1 0.8
57 1.2 0.8
96 1.2 0.8
117 1.2 0.8
207 1.3 0.8
240 13 0.8
296 1.3 0.7
341 1.4 0.8
391 1.3 0.8
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Cociente de intensidades en funcién del tiempo
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Grafica 24. Cociente de intensidades (Analito/E.l.) en funcién del tiempo.

De acuerdo a los calculos presentados desde la seccion 5.1 hasta la 5.10 se presenta
la Tabla 31 la cual contiene un resumen con los parametros obtenidos. Ademas se
puede decir que el método es selectivo segun los resultados mostrados en la seccion 5.6
y robusto de acuerdo con los valores mostrados en la seccion 5.9

Tabla 31. Resumen, parametros de desempefio.

, Analito
Parametro -
Manganeso Vanadio
Limite de deteccion (LoD) 0.114 pg/L 1.889 ug/L
Limite de cuantificacion (LoQ) 0.159 pg/L 2.503 ug/L
Intervalo lineal 0.159 - 297.300 pg/L 2.503 - 298.026 ug/L
Intervalo de trabajo 0.159 - 67.025 pg/L 2.503 - 66.663 ug/L
Recuperacion 86.26 £3.36 % 91.98+£9.10 %
Veracidad -1.44 mg/kg -1.96 pg/L
Precision 9.02 + 0.35 mg/kg 22.40 + 1.83 mg/kg
Sensibilidad 838.720 cps*L/ug 900.593 cps*L/ug

5.11 Aplicacion del método analitico desarrollado a muestras reales.

Una vez optimizada la parte instrumental de la metodologia se procede a determinar
los analitos de interés en las muestras reales. Las muestras recibieron el tratamiento
fisico y quimico descrito en la seccion 4.3.2 y 4.3.2.2, respectivamente. También fueron
diluidas gravimétricamente segun el procedimiento descrito en la seccion 4.3.3 antes de
ser introducidas al equipo ICP-MS para su lectura.

Matrices: Pulmon, rifion, testiculo, bazo, higado y timo de raton de laboratorio.

Analitos: V 'y Mn.
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Técnica: Espectrometria de Masas.
Equipo: Espectrometro de Masas — Plasma Acoplado por Induccion.
Estandares Internos: **Sc y **Ru.

Primero se introducen los blancos reactivos de cada serie y en seguida las soluciones
con las muestras reales, empezando por las mas diluidas y terminando con las mas
concentradas. Como se dijo anteriormente el equipo entrega un informe para cada
solucion en el cual se reportan las Intensidades Medidas Promedio (M.I.M. por sus siglas
en inglés) de cada is6topo como puede observarse en la llustracion 9.

Sample Information

Report Title: QUANTITATIVE ANALYSIS REPORT

Sample Date/Time: Wednesday, April 24, 2013 16:20:06

Sample ID: 20-8-1

Method File: C:\Elandata\Method\HGGRLZ\HGGRLZtejidos171020123reprocmthmoenosisotopos.mth
Dataset File:

Measurement Unit: cps

Number of Replicates: 3

Summary

Meas. Intens. MeanMassAnalyte Conc. Mean Net Intens. Mean Meas. Intens. RSD
35060.815 45Sc 35060.815 0.776
9255.710 55Mn 9255.710 1.601
7328.953 51V 7328.953 0.377
12953.890 63Cu 12953.890 1.235
5906.679 104Ru 5906.679 2.036
44803.396 64Zn 44803.396 1.063

llustracion 9. Reporte entregado por el ICP-MS para cada solucidn.

Se presenta el célculo de la solucién “20-8-1" de la llustracién 9 como ejemplo de la
determinacion de la concentracion de uno de los analitos.

Ejemplo: Calculo de la concentracién de Mn en la solucion “20-8-1", como puede
observarse en la llustracién 9, para el analito >>Mn el equipo (ICP-MS) reporté una M.I.M
(Measurement Intensity Mean o Intensidad Medida Promedio) de 9255.710 cps y para su
E.l. *“Ru una intensidad de 5906.679 cps.

Se hace el cociente de la intensidad promedio del analito entre la intensidad promedio
del E.I.

I 9255710 _ e i
Iz; 5906.679 ecuacion
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El valor del cociente obtenido se compara con su respectiva curva de calibracion
(curva de calibracion de >>Mn con '®Ru), en este caso dicha curva de calibracion es la
qgue se presenta en la ecuacion 23.

I
Ii = 0.168[Mn] + 0.074 ecuacion 23
E.l

Como puede observarse, el cociente obtenido en la ecuacion 22 corresponde al
término del lado izquierdo de la ecuacion 23, sustituyendo el valor del cociente de la
ecuacion 22 en la ecuacién 23 y despejando la concentracion de manganeso se obtiene
lo escrito en la ecuacién 24, la cual proporciona la concentracibn de manganeso en la
disolucion IN SITU, es decir la solucion que se introdujo al equipo.

y ]_1.567—0.074_8887 L 6124
n| = 0168L/dg _ > g/ ecuacion

Puesto que la pendiente de la curva de calibracién tiene unidades de L/ug, el resultado
obtenido en la ecuacién 24 tiene unidades de pg/L. Esta concentracion todavia tiene
que ser corregida por el blanco de reactivos para lo cual se resta el promedio de la
concentracion de Mn en los blancos reactivos ([Mn]=0.925 pg/L) de la serie a la cual
pertenece la muestra. Con lo anterior la concentracién de manganeso en la solucién “20-
8-1” es de 7.962 ug/L. Con esta concentracion y con el factor de dilucion (1.9673) se
obtiene la concentracion del analito en la muestra “digerida” de acuerdo a las ecuaciones
25y 26.

[Mn]gigeriaa = fad* [Mn]y sty ecuacion 25
[Mn]gigeriza = 1.9673 % (7.962 Bg/L) = 15.664 Bg/L ecuacion 26

Una vez conocida la concentracion digerida y conociendo la masa de la muestra solida
(0.0089 g), se reporta la concentracion del analito, Mn, en la muestra solida de acuerdo
a las ecuaciones 27 y 28.

Volimen de aforo (mL) 1L »
[Mn]ss1ida = [MN]gigerida ( ) ecuacion 27

masa de muestra (g) 1000 mL
5.00 mL 1L 3
[Mn]s1iq0 = 15.664 Bg /L * (0.0089 g> (1000 mL) =8.80g/g ecuacion 28

Siguiendo este sencillo procedimiento se calcularon las concentraciones de Mny V en
cada una de las 146 muestras.
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Se determind la concentracion de V y Mn en 6 tejidos de raton diferentes (como se
especificé en la pagina 59).

En la Tabla 32 se pueden observar los intervalos de concentracion encontrados en
cada uno de los tejidos. En la tabla 32 la abreviacion N.D. quiere decir no detectable y

significa que las concentraciones encontradas experimentalmente estan por abajo del
limite de cuantificacion (LoQ).

Tabla 32. Intervalo de concentracion de los analitos en cada uno de los tejidos de raton.

_ Intervalo de concentraciones (ug/g)
Tejido Mn Vv
Bazo 0.08 -4.05 0.12-3.79
Pulmén 0.18-8.78 0.38-6.78
Rifidn 0.10-2.46 0.50-2.84
Testiculo 0.44-2.40 N.D.-3.73
Higado 0.04-2.13 0.04-2.64
Timo N.D.-1.79 N.D.-1.54
LoQ (Mn)=0.159 pg/L
LoQ (V)=2.503 pg/L

En la Tabla 33 se muestran los promedios de concentracion obtenidos para cada
analito en cada uno de los diferentes tejidos.

Tabla 33. Concentracion promedio de los analitos en cada uno de los diferentes tejidos.

_ Promedio de concentracion (ug/g)
Tejido Mn Vv
Bazo 2.03 1.73
Pulmén 2.14 1.85
Rifién 1.23 1.30
Testiculo 1.31 1.45
Higado 1.01 0.91
Timo 1.05 0.79

En las graficas 25 y 26 se muestran las concentraciones promedio de los analitos en
las diferentes muestras.
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Concentracion promedio de Mn (ug/g) en los diferentes tejidos
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Grafica 25. Concentraciéon promedio de Mn en los diferentes tejidos.

Concentracion promedio de V (ug/g) en los diferentes tejidos
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Grafica 26. Concentracion promedio de V en los diferentes tejidos.

Como puede observarse en la Grafica 25 los tejidos que presentan una mayor
concentracién de Mn son el bazo y el pulmén de los ratones de laboratorio, el tejido que
tiene la menor concentracion de Mn es el higado. En el caso del V los tejidos que
presentan una mayor concentracion son, también, el bazo y el pulmon y el tejido que
presenta una menor concentracion de V es el timo, segun la Grafica 26.

En la Gréfica 27 se muestran los cocientes de las concentraciones promedio de los
analitos, [Mn]/ [V].
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Grafica 27. Cociente de las concentraciones promedio de los analitos en los diferentes tejidos.

En la Gréfica 27 se puede observar que el cociente de las concentraciones promedio es muy parecido en
todos los tejidos, es decir, que todos los tejidos tienen la misma proporcién de concentraciones de los
analitos, en estos casos la proporcidn es cercana a la unidad.

En la Grafica 28 se muestran las concentraciones promedio de VV como funcién de las concentraciones
promedio de Mn para cada uno de lo tejidos.
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Grafica 28. Concentracion de V como funcion de la concentracion de Mn en los diferentes tejidos.

En la Grafica 28 se percibe que los tejidos que tienen una mayor cantidad de Mn
tienen, también, una mayor cantidad de V. La recta de tendencia lineal tiene un

coeficiente de correlacion, r, de 0.923 lo cual apoya la afirmacion anterior.
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A continuacion se presentan dos graficas por tejido. La primera es la concentracion de
los analitos en funcion de la masa de la muestra y la segunda es el cociente de los

analitos en cada muestra.

Concentracion de analitos en funcion de la masa de los bazos.
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Grafica 29. Concentracion de analitos en funcion de la masa de los bazos.
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Grafica 30. Cociente de las concentraciones de los analitos en las muestras de bazo.
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Concentracion de analitos en funcion de la masa de los
pulmones.
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Grafica 31. Concentracion de analitos en funcion de la masa de las muestras de pulmon.
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Grafica 32. Cociente de las concentraciones de los analitos en las muestras de pulmén.

Concentracion de analitos en funcién de la masa de los rifiones.
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Grafica 33. Concentracion de analitos en funcién de la masa de las muestras de rifién.



Cociente de concentraciones en muestras de rinon.
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Grafica 34. Cociente de las concentraciones de los analitos en las muestras de riiidn.

Concentracidn de analitos en funcién de la masa de los testiculos.
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Grafica 35. Concentracion de analitos en funcidn de la masa de las muestras de testiculo.
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Grafica 36. Cociente de las concentraciones de los analitos en las muestras de testiculo.
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Grafica 37. Concentracion de los analitos en funcién de la masa de las muestras d
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Grafica 38. Cociente de las concentraciones de los analitos en las muestras de higado.
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Grafica 39. Concentracion de los analitos en funcion de la masa de las muestras de timo.
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Grafica 40. Cociente de las concentraciones de los analitos en las muestras de timo.

Como puede verse en las graficas 29, 31, 33, 35 y 39 no parece haber relacion alguna
entre la concentracion de los analitos con la masa de las muestras. En la grafica 37 es
claro que la concentracion de analitos (V y Mn) decrece como funciéon de la masa de las
muestras de higados.

En las gréficas 30, 32, 34, 36, 38 y 40 parece haber una tendencia, que no es muy
clara, pero indica que las muestras con mayor contenido de Mn tienen un contendido
mayor de V. Esta tendencia apoya la afirmacion de que, en promedio, las
concentraciones de analitos eran proporcionales y que los tejidos que tenian una mayor
concentracién de Mn tenian, también, una mayor concentracion de V.

6. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los datos obtenidos en la evaluacion de los parametros de desempefio
analitico se puede asegurar que la metodologia analitica desarrollada y descrita a lo
largo de este documento es satisfactoria analiticamente, desde el tratamiento fisico y
quimico de las muestras y del MRC hasta la determinacion analitica mediante el ICP —
MS. El método analitico desarrollado es susceptible de aplicarse sin problema sobre
muestras bioldgicas, especificamente sobre tejidos de raton (pulmon, rifidn, testiculo,
higado, bazo y timo).

Se reconocio la importancia de la adecuada limpieza del material utilizado y se
demostr6 que este procedimiento fue llevado a cabo de manera correcta.

Se demostré que el tratamiento quimico hecho sobre las muestras y el Material de
Referencia Certificado destruye la materia organica y libera a la solucion digerida los
metales contenidos en la muestra sin que lo acidos utilizados generen interferencias
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adicionales en la determinacion. También se puede asegurar que el empleo de equipos
de microondas para digestion por via himeda diferentes, no afecta al buen desempefio
del tratamiento quimico.

La dilucion es una forma de reducir la concentracion de los componentes de la
muestra y por tanto ayuda a disminuir las posibles interferencias asociadas con la matriz.
Por otro lado el empleo de la dilucion gravimétrica aumenta la precision con la que se
determinan los factores de dilucion los cuales son muy importantes para la
determinacion de la concentracion de los analitos en las muestras.

Se puede afirmar que el método del E.I. es una solucion adecuada para corregir la
deriva instrumental. Los is6topos **Sc y '®Ru se comportan de manera similar a sus
respectivos analitos (>*V y *>Mn) dentro del ICP — MS. Una de las formas de buscar los
E.l. adecuados es a traves de la comparacion de las energias de ionizacion y las masas
isotdpicas de los posibles E.l. con las de los analitos, sin embargo solamente se puede
tener certeza de que el E.l. se comporta adecuadamente hasta que se observa de
manera experimental, como es el caso del '®Ru que tiene una energia de ionizacion
parecida a la del *>Mn (711.0 kJ/mol y 717.4 kJ/mol, respectivamente) pero que no tiene
una masa isotépica similar.

Con el flujo adecuado del gas nebulizador se pueden minimizar satisfactoriamente las
interferencias poliatdbmicas debidas a especies moleculares o a especies doblemente
cargadas. Esto se midi6 a través de los cocientes °*°CeO*/**°Ce* y **Ba?'/**®*Ba"
caracterizados a diferentes flujos del gas nebulizador. Por lo anterior se puede decir que
se lograron optimizar las condiciones instrumentales bajo las cuales se debe trabajar con
el ICP — MS para realizar adecuadamente la determinacion de vanadio y manganeso en
matrices bioldgicas usando el método del estandar interno (E.I.).

Dado lo anterior se puede hablar del exitoso empleo de equipos muy avanzados
tecnolégicamente, como lo es el ICP — MS, para la determinacion de analitos en
concentraciones muy bajas y con una calidad analitica adecuada.

Por tanto se puede afirmar que se conoce adecuadamente el funcionamiento del ICP-
MS por lo que se pudo desarrollar satisfactoriamente una metodologia analitica
adecuada para las muestras reales. Se not6 la importancia de tener limpios los conos de
niquel, muestreador y discriminador, ya que éstos pueden acumular contaminantes que
obstruyan el paso de la muestra hacia el analizador de masas. También es importante
cambiar periodicamente las mangueras capilares que son parte del sistema de
introduccién de muestra ya que éstas pierden su tension con el tiempo y el sistema de
introduccién de muestras deja de funcionar correctamente. Estos detalles importantes
permitieron que también se pudiera aplicar satisfactoriamente el método analitico en
muestras reales. Es importante hacer notar que la interpretacion de los resultados en las
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muestras reales no es del interés de este documento, lo importante es demostrar que se
puede aplicar el método desarrollado para la determinacion de los analitos (V y Mn) sin
contratiempos.

Pese a que las muestras reales eran muy pequefias se logro realizar la determinacion
de los dos analitos en la gran mayoria de ellas. El hecho de poder hacer analisis quimico
en cantidades de muestra muy pequefas, sobre todo cuando las muestras son unicas,
es analiticamente muy importante.

En cuanto a las muestras se puede decir que los tejidos que presentan una mayor
concentracion promedio de Mn y V son el bazo y el pulmén mientras que el higado y el
timo presentan la menor concentracion promedio de ambos analitos. La relacion que hay
entre las concentraciones promedio de los analitos en las muestras es muy cercana a la
unidad, es decir, aproximadamente hay la misma cantidad de V que de Mn en las
muestras.

En la literatura se reporta que la concentracion promedio de Mn en tejidos de mamifero
estd entre 0.3 — 2.9 pg/g ). Las concentraciones promedio de Mn encontradas
experimentalmente, caen dentro del rango reportado en la literatura.

Puesto que el V es considerado un metal téxico para los seres humanos, y algunos
animales, no se tienen bien caracterizadas las concentraciones promedio en los tejidos
analizados en el presente trabajo.
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ANEXO I.

E’\d‘“:;w -l - o~ * ~ o
§ * National Institute of Standards X terlgnn[ngg
WS

Certificate of Analysis

Standard Reference Material® 1577¢

Bovine Liver
Standard Reference Material (SEM) 1377 consists of tissue derived from healthy steers. The material was
collected and prepared under strict protocols designed to preserve the original composition. and to minimize
contamination. SEM 1577¢ 15 mtended primarily for use in evaluating the accuracy of analytical methods for
selected elements in animal tissues and other biclogical matenials. A unit of the SEM consists of one botfle
containing 20 g of freeze-dried liver powder.

Certified Values: Certified values for the mass fraction content of 20 elements are provided in Table 1. The
certified values are based on results from either a primary analvtical technique carted out at NIST, or the combined
results from two or more chemically independent analytical technigues obtained at NIST and collaborating expert
laboratories [1]. A NIST certified value is a value for which NIST has the highest confidence in its accuracy 1n that
all known or suspected sources of bias have been investizated or taken into accouat [1].

Reference Values: Reference valves for the mass fraction content of eight additional elements are provided in
Table 2. Reference values are non-certified values that are the best estimates of the true values. However, the values
do not meet the NIST eriteria for certification and are provided with associated uncertainties that may reflect only
meastrement precision, may not include all sources of uncertainty. or may reflect a lack of sufficient statistical
agreement among multiple analytical methods [1].

Information Values: Information values for the mass fraction content of two elements are provided in Table 3. An
mformation value is considered to be a value that will be of interest and use to the SEM user, but for which
msufficient information is available to assess adegquately the uncertainty asscciated with the value, or 13 a value
derived from a limited number of analyses [1].

Expiration of Certification: The certification of SRM 1577e¢ iz wvalid, within the measurement uncertainties
specified, vatil 01 October 2018, provided the SREM is handled in accordance with the instructions given in this
certificate (see “Instructions for Usze™). The certification is nullified if the SEM is damaged, contaminated, or
otherwise modified.

Maintenance of SRM Certification: NIST will moniter this SEM over the period of its certification. If
substantive technical changes occur that affect the certification before the expiration of this certificate. NIST will

notify the purchaser. Return of the attached registration card will facilitate notification.

The coordination of the mvestigations and techmical measurements leading to the certification of this material was
under the leadership of B. Zeisler of the NIST Analytical Chemistry Division.

Consultation on the statistical design of the experimental work and evaluation of the data was provided by
S.D. Leigh of the NIST Statistical Engineering Division.

Support aspects involved in the preparation of this SEM were coordinated through the NIST Measurement Services

Division.
Stephen A Wise, Chief
Analytical Chemistry Division
Gaithersburg, MD 20899 Robert L. Watters. Jr.. Chief

Certificate Issue Date: 15 June 2009 Measurement Services Division




Collection and preparation of SEM 1577c were performed by MP. Cronise and CN. Fales of the NIST
Measurement Services Division, and E A Mackey, B.O. Spatz, and B. Zeisler of the NIST Analytical Chemistry
Division. The bovine liver material was collected at Texas A&M University (College Station, TX) with the
assistance of W.D. James of the Center for Chemical Characterization and Analysis, and E.E. Riley of the
EM. (Manny) Fosenthal Meat Science and Technology Center.

The technical measurements were petformed by 5] Chnstopher, ER. Greenberg, SE. Long, EA. Mackey,
K.E Muwphy, B.J. Porter, S.A. Rabb, R.O. Spatz. BE. Tomlin, L] Woed, LL. Yu, and R. Zeisler of the NIST
Analytical Chemistry Division, and the following collaborating laboratories and analysts: China Institute of Atomic
Energy. Beiyjing, China: €. Xiao, B. Ni W. Tian; Massachusetts Institute of Technology, Nuclear Reactor
Laboratory, Cambridge, MA- J. Che, L-W. Hu; Nuclear Physics Institute ASCR, Rez, Czech Republic: J. Kuéera;
Texas A&M University, College Station, TX, Department of Chemistry: W.D. James and College of Veterinary
Medicine: R.J. Tayler; University of Sdc Paulo, Institute of Chemistry, Sdc Pawle, Brazil: C.5. Nomura,
PV, Oliveira; and USDA Beltsville Agricultural Research Center, Human Nutrition Eesearch Center. Beltsville,
MD: ] Harnly. E. Greene.

NOTICE AND WARNING TO USERS'

Storage: The material should be stored in its original container at room temperature (10 °C to 30 *C). SEM 1577¢
should not be exposed to intense sources of radiation, including ultraviclet light from lamps or sualight.

Handling: This material was derived from healthy steers. These animals were inspected by a Veterinary Medical
Officer and did not show signs of infectious. contagious, and/or communicable disease. Normal caution and care
should be exercised during the matenial’s handling and vse. Users should be aware of scurces of contamination. Te
void confamination a Class 100 clean-atr environment 15 recommended.

Instructions for Use: Prior to removal of test portions for analysis, the contents of the bottles should be mixed.
The recommended minimum size is 100 mg; see “Homogeneity Assessment” below. The mass fractions of
constituents in SRM 1577¢ are reported on a diy-mass basis. Desiceator diying over CaS0: (e.g., Drierite) to stable
mass (approximately 10 days) is recommended.

PEEPARATION AND ANALYSIS

Sample Collection and Preparation: The liver tissue was collected and processed vnder observation of principles
for “true and representative” sampling as documented in the protocols for human and marine mammal tissues of the
MNational Biomonitoring Specimen Bank [2]. The liver tissue was harvested from 31 steers that were slaughtered at
Texas A&M University College of Veterinary Medicine. This material is intended for “in vitro™ diagnostic use
only. The supplier of this material has reported that this material was produced vnder sanitary conditions and was
derived from clinically healthy animals. The animals were slaughtered for the purpose of teaching bovine anatomy
and how to butcher. The meat from these animals was prepared for retail under the supervision of a State of Texas
meat inspector to ascertain the health of the animals. The livers were excised whole, placed on a clean Teflen sheet,
and mspected. Each liver was rinsed with HPLC-grade water to remove excess blood, bile, and any other
extranecus material. The owter membrane and major blood vessels were removed with fitanivm blade knives, and
the tissue was cut into portions of approximately 10 cm’; 120 kg of fresh tissue was obtained from this process,
frozen in clean Teflon bags, and then shipped to NIST. The tissue was thawed and homegenized at NIST with a
food processor equipped with fitanium blades. The resulting paste was poured inte glass trays, frozen, and
lyophilized. The dry material was blended again in the food processor before being jet-milled. The resulting fine
powder was radiation sterilized and bottled.

Homogeneity Assessment: The homogeneity of SEM 1577c was assessed by analyzing test portions of
approximately 100 mg with high-precisien instrumental neutren activation analysis (INAA).

Twelve bottles were randomly selected from the lot and two 100 mg test portions were taken for INAA from
different locations in each bottle. The results for all elements reported by INAA (see Tables 1 and 2) did not reveal
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any significant components of vncertainty due to heterogeneity; therefore the recommended minimum sample size
is 100 mg. The values and uncertainties reported in this Certificate are valid for a 100 mg minimvm sample size.
Analysis of smaller amounts may be subject to additional uncertainties due to heterogeneity.

Analyses with solid-sampling graphite furnace atomic absorption spectrometry (S5-GFASS) using test portions in
the range of 20 pg to 70 pg showed homogeneity for distribution of Cd, Cu, Pb, and Za within the uncertainty of the
method. For 1 mg test portions, an uncertainty component from heterogeneity of 1 % to 2 % relative was estimated
from the experimental data for these elements.

Analytical Approach: All elements for which certified and reference values are provided were determined by
using at least one of the following methods camied out at NIST: INAA, radiochemical nentron activation analysis
(FNAA), prompt gamma activation analysis (PGAA), pre-concentration and pre-separation newtron activation
analysis (PNAA), imnductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), and ICP optical emission spectrometry
(ICP-OES). NIST wvalues for Cd, Pb, and Se were obtained by using isotope dilution (ID) ICP-MS, and for Hg by
isotope dilution celd vapor (ID/CV) ICP-MS. The measurements were complemented by results provided by
collaborating scientists from research laboratories using ICP-MS, ICP-OES, INAA, EIWAA, and 55-GFAAS.

Certified Values and Uncertainties: Certified values were derived from the NIST analytical results and the results
provided by collaborating laboratories. The uncertainty listed with each valve 13 an expanded uncertainty, with
coverage factor 2 (approximately 95 % confidence). The reporting follows the ISO Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurements [3.4,5].

For each element, there is a NIST result with an uncertainty that is complete in terms of coverage of recognized
sovrces of uncertainties. Except for the elements measured by a single NIST primary method, these results are
combined with results with similarly complete uncertainties from collaberating laboratories, and in certain cases
several results without complete uncertainties. The uncertainties of these results were augmented for probable bias
on the basis of the differences among the results obtained by different methods [3].

Table 1. Certified Values for Mass Fractions (on a Dry-Mass Basis) of Selected Elements

Element Uit Mass Fraction Element Unit Mass Fraction
AgBBRO ke 50 + 16 Mo #PY ek 1046 £ 047
As© ughkg 196  + 14 Mo WD pake 3300 013
Ca ™24 meke 131 + 10 Na @ad % 02033 + 0.0064
ca “F ughkg 970  + 14 Ni B ughkg 445 + 92
Co “ab) mgkg 0300 + 0018 Pp® ugks 628 + 10
cr @ ughks 33 + 14 g DR % 0749 + 0034
CuWaCBd ek 2752 + 46 Se AE mgkz 2031 + 0045
Fe 43D mgkg 19794 + 065 s =0 ughkg 953 + 42
K Aach) % 1023 + 0064 i@ uglks 817+ 066
Mg #*P3 meks 620 + 42 ZaWAREE eke 1811 + 10

*Alternate statistical method [6]

Analytical techniques used for assignment of certified values; capital letters indicate that the method was nsed by

NIST.

(Aa) Instrumental neutron activation analysis (INAA)

T‘t':' Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)

o) Radiochemical neutron activation analysis (RNAA)

@ Inductively covpled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES)

® Isotope dilution inductively coupled plasma mass spectrometry (1D ICP-MS)
':T} Prompt gamma activation analysis (PGAA)

"Cf} Pre-concentration pre-separation neutron activation analysis (FNAA)

'1’ Solid-sampling graphite farnace atomic absorption spectrometry (35-GFAAS)
L

Isotope dilution cold vapor inductively coupled plasma mass spectrometry (ID/CV ICP-MS)
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Reference Values and Uncertainties: Reference values are based on results from one method carried out at NIST
or at WIST and in several collaborating laboratories. The methods of combining the results of different methods
from different labeoratories were applied as above. These results do not fulfill the criteria for certification because
they lack a full estimate of method bias. The reporting follows the ISO Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurement [3].

Table 2. Reference Values for Mass Fractions (on a2 Dry-Mass Basis) of Selected Elements

Element Unat Mass Fraction Element Uit Mass Fraction

ol Rl % 0287 + 0013 N® % 1030 = 034
cs 43 ugkg 217 £ 14 PO % 1175+ 0027
q® % 735  + 024 PRp@¥ mgkg 333  + 11
Hg® ug'ks 536 = 017 sp®0@ ughks 313+ 031

Note: Analytical technigques used for assignment of reference values are provided following Table 1.
Information Values: Information values are given to assist users in the assays of two non-certified elements that

may be of interest in method development and other investigations. These information values are based on results
that did not allow complete assessment of all sources of vncertamty.

Table 3. Information Values for Mass Fractions (on a Dry-Mass Basis) of Selected Elements

Element Uit Masz Fraction
Li @ g/kg 12
si@ mg'ks 6

Note: Analytical technigues used for assignment of information values are provided following Table 1.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Particle size:

6 Figure 1. Particle size distributions in SEM 1577¢ deternuned in
A aquecus suspension via laser light scattering instrumentation

5 ; (Malvern Mastersizer 2000). Caleulated 10, 50, and 90 percentile
/ patticle sizes (percent volume of particles smaller than the value)

4 J for SEM 1577c are: dgp = 2.31 pm, dys =737 pm, dpe =283

\ pm. Uncertainties in these values are estimated at = 10%
relatrve (23).

Volume { %)
fad

1 10 100
Size (um)
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[6]
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ANEXO Il

PROCEDIMIENTO PARA EL USO DEL ICP — MS.

ANTES DE TRABAJAR CON EL EQUIPO ASEGURATE DE QUE TIENES TODO LO
NECESARIO.

PARA EMPEZAR A TRABAJAR CON EL EQUIPO:
1.- Encender el mini Split 15-30 minutos antes de encender el quipo ICP — MS.

2.- Encender el equipo ICP — Ms y todo lo relacionado (tablero eléctrico, regulador de corriente, CPU,
impresora, conexion a internet, recirculador, extractor, cilindro de gases).

3.- Estabilizar el equipo ICP — MS durante 15 minutos antes de iniciar la verificacion instrumental y el
analisis posterior.

4.- Una vez cumplido este requisito ya puedes empezar a trabajar, asegurate que en todo momento se
mantenga la puerta cerrada. No deben permanecer dentro mas de tres personas.

Importante: asequrate que el cilindro de argén margue mas de 500 psi para obtener resultados confiables.

PARA FINALIZAR.

Recuerda: guardar tus resultados.

1.- Asegurate de que nadie mas vaya a ocupar el ICP — MS.

2.- Si yano se va a ocupar el ICP — MS, enjuaga el sistema de introduccion de muestra.

3.- Apaga el equipo y todo lo relacionado (ver punto 2, “PARA EMPEZAR A TRABAJAR CON EL
EQUIPO”

MANTEN LIMPIO TU LUGAR DE
TRABAJO.

RECUERDA QUE EL BUEN USO DEL
EQUIPO ICP — MS ES PARA BENEFICIO
COMUN.

SI TIENES ALGUNA DUDA PREGUNTA.

ATT. LEAA (LAB. 103)
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ANEXO Il

—_— P.O. Box 41727
Charleston, SC 29423
TEL: (843) 767-7900
FAX: (843) 767-7906

7 HIGH-PURITY
STANDARDS

CAT.NO.CRM-BL

Certificate of Analysis

HPS Certitied Reference Material

Bovine Liver Solution
Lot # 529004

Source Standard
Source Purity Matrix Concentration
High Purity Metals,  99.99+% HNO;. 4% pg/mL £ 0.5%
Salts, or Oxides See Elements and

Concentrations on Back

This spectrometric standard solution has been prepared from high-purity reference
materials. Subboiled high-purity acid has been used to place the materials in solution and
to stabilize the standard. The matrix is as noted above in 18 megaohm deionized water.
The reference materials have been assayed by optical emission spectrometry and atomic
absorption spectrometry.

The standard has been prepared gravimetrically by weighing the reference material to 5
significant figures. Volumetric glassware has been calibrated gravimetrically to 5
significant figures.

The Standard Concentration has been verified by ICP-OES against an independent
source which is directly traceable to National Institute of Standards and Technology,
Standard Reference Material No. 3100 Series prior to shipping.

This standard is valid for six months from the shipping date provided the solution is
kept tightly capped and stored under normal laby)’ conditions.

A N

Exp DateAPR 2006 Theodore C. Rains, Ph.D.
MSDS ATTACHED] , President
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CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Bovine Liver Solution

Element List
(ng/mL)

Aluminum 0.2
Arsenic 0.0005
Barium 0.01
Bromide 0.09
Cadmium 0.003
Calcium 1.2
Chloride 25
Chromium 0.001
Cobalt 0.002
Copper 2
Iron 3
Lead 0.003
Magnesium 6
Manganese 0.1
Nickel 0.002
Phosphorus 110
Potassium 100
Rubidium 0.2
Selenium 0.01
Silicon 0.2
Sodium 25
Sulfur 80
Vanadium 0.0005

Zinc

1.5




(IGH-PURITY STANDARDS
P.O. Box 41727 Phone: (843) 767-7900
Charleston, SC 29423 Fax: (843) 767-7906

MATERIAL SAFETY DATA SHEET

CRM Bovine Liver Solution
Cat. No. CRM BL

Issue Date: 10-20-05

SECTION I - Product Identification/Hazardous Ingredients

Formula: N/A Concentration: pg/mL Molecular Weight: _N/A

TSCA: YES CAS NO: 7697-37-2

Component: Trace Metals, Salts, or Oxides in 4% HNO; + Balance HyO  TLV/TWA: 8 h Not Estab.: 5 mg/m3

STEL: _N/A PEL: _N/A Toxicity: _N/A

SECTION II - Physical/Chemical Characteristics

Boiling Point: 100°C Vapor Pressure (mm): _N/A Vapor Density (air+1): _N/A
Freezing Point: N/A Specific Gravity (H20 = 1): _N/A Solubility in H20: _Complete
Appearance/Odor: Clear, odorless solution

SECTION III - Fire and Explosion Hazard Data

Flash Point: _N/A Auto Ignition Temperature: N/A Lower Explosion Level: _N/A

NFPA - Rating: _N/A Extinguishing Media: _Use appropriate

Special Fire-Fighting Procedures: _Firefighters should wear proper protective equipment and self-contained

breathing apparatus with full face piece operated in positive pressure mode.

Unusual Fires Explosion Hazards: _N/A

Toxic Gases Produced: NO:
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