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1    MARCO TEÓRICO: HÍGADO. 

1.1 CARACTERÍSTICAS Y GENERALIDADES. 

El órgano visceral más grande en el cuerpo humano es el hígado, tiene 

un aspecto esponjoso y representa del 2-5 % de la masa corporal con un 

peso de 1.3 a 1.7 kg; realiza un papel muy importante en los procesos 

metabólicos; alrededor de 500 funciones orgánicas son realizadas por él, 

tiene múltiples funciones endocrinas, exocrinas y de almacenamiento. La 

parte superficial, denominada parénquima hepático, está constituida 

principalmente por hepatocitos que se encargan de filtrar las toxinas en 

la sangre. El hígado se encuentra penetrado por túneles que contienen 

las redes interdigitales de los vasos que trasportan fluidos, como sangre 

o linfa, hacia o desde una estructura o parte del cuerpo 1. 

En la Figura 1 se muestra el hígado y algunos de sus componentes con 

sus respectivas ubicaciones. Del lado derecho se observa el resultado de 

un experimento que consiste en llenar la vena porta con un material 

plástico amarillo permitiendo observar la ruta del tallo principal de las 

venas en las fisuras hepáticas 2. 

 

 

 

 

 

Vena central: Trasporta 

la sangre limpia a la 

vena hepática  

Hepatocitos: Produce bilis 

y desintoxica la sangre 

Canalículos biliares 

La bilis fluye desde los hepatocitos 

dentro del canalículo biliar a los 

ductos biliares para terminar en el 

ducto biliar en el espacio porta 

Vena porta 
Arteria hepática             Espacio porta 
Ducto biliar                      (interlobular) 

Lóbulos  

Espacio porta  

Sinudoides  Hepatocitos 

Venas centrales 

Sangre fluyendo 

Conducto linfático profundo 

recibiendo linfa del espacio 

perisinusoidal 

Espacio 

perisinusoidal 

Plexo 

Figura 1. Aspecto esponjoso y generalidades del hígado. Imagen modificada 2. 
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1.2 LÓBULOS Y SEGMENTOS. 

1.2.1  Nomenclatura de Couinaud. 

Según la clasificación de Couinaud, el hígado se divide en ocho segmentos 

funcionales independientes. Los segmentos se numeran en el sentido de 

las agujas del reloj tal como se muestra en Figura 2. Los segmentos II y 

III, reciben el nombre conjunto de ‘‘segmento lateral izquierdo del hígado’’ 

y ‘‘lóbulo izquierdo topográfico’’. El segmento IV es el segmento medial 

del lóbulo izquierdo. Los segmentos II, III y IV forman conjuntamente el 

“lóbulo izquierdo funcional del hígado”. A su vez, el lóbulo derecho 

funcional está formado por los segmentos V y VIII (segmentos anteriores) 

y los segmentos VI y VII (segmentos posteriores). El segmento I o lóbulo 

caudado, se encuentra en la parte posterior 3.  

Figura 2. Nomenclatura de Couinaud 3. 

1.2.2 Anatomía del hígado de rata con respecto al humano. 

Las estructuras fundamentales del hígado de rata y el humano son 

similares, aunque no se observe con facilidad, los lóbulos del hígado de 

rata son equivalente a los sectores propuestos, por Couinaud, del hígado 

humano.  

El hígado de rata está dividido en lóbulo derecho, lóbulo medio, lóbulo 

lateral izquierdo y lóbulo caudado. En la Figura 3 se observa el lóbulo 

caudado (CL) formado por el proceso caudado (CP), lóbulo anterior 

caudado (AC), y lóbulo posterior caudado (PC) 4.  
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Figura 3. Anatomía del hígado de rata en comparación con el hígado. Imagen modificada 4. 

Detallando la información presentada en la Tabla 1, el lóbulo caudado en 

la rata representa el segmento I en el hígado humano; el lóbulo lateral 

izquierdo (LLL) representa el segmento II, el lóbulo medio (ML) 

representa el segmento III en el lado izquierdo (LML) mientras que en el 

derecho (RML) representa el IV, V y VII. Adicionalmente el lóbulo derecho 

(RL) en la rata dividido en lado izquierdo (IRL) y derecho (SRL) representa 

los segmento VI y VII respectivamente 5. 

Tabla 1. Comparación anatómica entre el hígado de rata y el hígado humano. 

Hígado de rata Hígado Humano 

Lóbulo de Spiegel (caudado) Segmentos I 

Lóbulo izquierdo Segmento II (segmento lateral 

izquierdo) 

Lóbulo medio  

      Componente izquierdo Segmento III 

      Componente derecho Segmentos IV, V and VIII 

Lóbulo derecho Segmento VI y VII (segmento 

lateral derecho) 

RL 

LML 

LLL 

ML 

RML 

CL 
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1.3 FIBROSIS HEPÁTICA. 

1.3.1  Descripción de la enfermedad. 

La fibrosis hepática es el cambio progresivo en la densidad de la matriz 

extracelular en el parénquima hepático, que al persistir se desarrolla 

cirrosis 6. La cirrosis hepática se caracteriza por ser una enfermedad 

crónica, en donde el tejido se sustituye por tejido cicatricial evitando que 

el hígado realice sus funciones metabólicas correctamente, es decir evita 

la entrada de sangre al hígado y por lo tanto la cantidad de nutrientes 

que llegan al órgano, además disminuye la producción de proteínas 7. 

Diversos procesos bioquímicos durante la fibrosis hepática pueden estar 

relacionados con el cambio en el contenido de metales en el hígado, en la 

sangre o en otros tejidos en el cuerpo. Se han publicado varios estudios 

al respecto 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15.  También se ha evaluado el efecto aislado 

de algunos elementos y de los fármacos derivados de éstos sobre la 

fibrosis 14, 16, 17, 18.  Los puntos más importantes de los estudios se enlistan 

a continuación: 

• La acumulación intracelular de calcio es la forma más común por 

la cual ocurre la muerte celular por intoxicación 8. El Ca es necesario 

para la actividad de reticulación (unión de cadenas poliméricas) de 

las enzimas como la transglutaminasa 2 (TG2) 9. La TG2 induce la 

muerte celular de los hepatocitos 10 por lo que un aumento de Ca 

podría ser un indicador de la progresión de la fibrosis 19. 

• En el hígado el cobre desempeña un papel importante en la defensa 

contra las especies reactivas de oxígeno y en la respiración 

mitocondrial. Para pacientes con enfermedades de hígado graso (no 

alcohólico) conocido como NAFLD, por sus siglas en inglés, se ha 

encontrado un exceso de lípidos en los hepatocitos adicionalmente 

presentan bajos niveles de cobre en el hígado. El exceso de 

carbohidrato y líquidos se ha vinculado con la inducción de la 
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oxidación mitocondrial, que resulta en estrés oxidativo (ocasiona 

daño a tejidos) que afecta las mitocondrias. Se sabe que el estrés 

oxidativo puede dañar la cadena trasportadora de electrones. El Cu 

por ser un elemento que se puede oxidar (CuII) o reducir (CuI) 

permite realización de reacciones redox. Por lo tanto, un desbalance 

en la concentración de cobre puede afectar el desarrollo de 

enfermedades en el hígado. Los procesos de autorregulación de 

cobre también pueden afectar los procesos de autorregulación  de 

Fe y Zn en el cuerpo 14. 

• El magnesio actúa como antioxidante. Incrementa la producción 

de superóxido dismutasa (Cu y Zn) uno de los principales 

antioxidantes en los organismos. La deficiencia de este metal 

desequilibra la reparación del tejido y aumenta la producción de 

radicales de oxígeno en la célula 14. 

• El manganeso actúa como cofactor de las enzimas encargadas de 

la síntesis de colágeno 20. La presencia de grandes cantidades de 

Mn puede relacionarse con la fibrosis hepática 11. Se ha observado 

un aumento de la concentración de Mn para la cirrosis vinculada al 

consumo de alcohol 15. El humano cuenta con una superóxido 

dismutasa con Mn 16. 

• El hierro es parte integral de la progresión de la cirrosis hepática 

como catalizador en formación de especies altamente reactivas de 

oxígeno que en altas concentraciones pueden ocasionar daño y 

muerte celular. La retención de lípidos y modificaciones a proteínas 

y ADN contribuyen a lesiones hepáticas inducidas por hierro 12.  

• En modelos con animales se ha demostrado que el ion 

tetratiomolibdato (TM) inhibe drásticamente la fibrosis hepática 

funcionando como desinflamatorio 17 . El ion TM tiene carga 2- y se 

caracteriza por ser una entidad de coordinación de molibdeno 21.  

El mecanismo para la regulación de fibrosis es dependiente del 



 

16 
 

cobre 22 y el TM inhibe la acción de las proteínas por ser un 

quelatante de este metal, lo que ocasiona una aumento de las 

especies reactivas de oxígeno provocando daño celular 18. Ambos 

postulados son contradictorios entre sí, por lo que el efecto del 

molibdeno y los mecanismos de reacción en estos procesos todavía 

no se han esclarecido. Además, las propiedades químicas del metal 

aislado comparadas con los compuestos de coordinación como el 

ion TM pueden variar significativamente. 

• Se ha asociado la disminución de zinc y a una de sus proteínas más 

importantes (metalotioneína) con las enfermedades de hígado 

ocasionadas por alcohol. La inhibición del estrés oxidativo y la 

inhibición de la muerte celular es uno de los factores asociados a la 

capacidad antioxidante de este metal. La prevención de lesiones 

ocasionadas por el consumo de alcohol en el hígado es 

independiente de la concentración de metalotioneína, sin embargo 

una vez desarrollada la enfermedad el decremento de ésta 

contribuye al progreso de la cirrosis 13. 

1.3.2  Cirrosis en México. 

En México se ha manifestado un patrón descendente en los últimos 20 

años, aunque la cirrosis se mantiene como una de las diez principales 

causas de muerte tanto en hombres como en mujeres.  

La cirrosis hepática es causada por múltiples factores; agresiones 

continuas al hígado asociadas al consumo reiterado de alcohol, 

infecciones virales ya sea hepatitis B o hepatitis C, o la presencia del 

denominado hígado graso. En 2013, la cirrosis hepática era la cuarta 

causa de pérdidas de salud y se ubicaba en el quinto lugar de la 

mortalidad general y en el cuarto de las muertes prematuras 23. En 2017 

se conserva el quinto lugar de mortalidad general y descendió al quinto 

lugar para el caso de muertes prematuras 24. 



 

17 
 

1.3.3  Estudios preliminares de contenido de elementos en hígado. 

Se han realizado diversos estudios sobre el contenido de elementos en 

hígado de rata con diversas metodologías y técnicas 25, 26, 27, 28, 29, 30. En 

la Tabla 2 se resumen las concentraciones reportadas para Ca, Cu, Fe, 

Mg, Mn, Mo y Zn por diferentes grupos de investigación: 

Tabla 2. Resumen de los estudios publicados sobre el contenido de elementos en hígado de rata. 

2 MARCO TEÓRICO: ESPECTROSCOPÍA DE EMISIÓN ÓPTICA CON PLASMA 

ACOPLADO INDUCTIVAMENTE (ICP-OES). 

2.1 GENERALIDADES DE LA TÉCNICA. 

2.1.1 Fundamento Teórico y generalidades. 

La espectroscopía de emisión óptica con plasma acoplado inductivamente 

ICP-OES ( Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy 31 ) 

es una técnica analítica de emisión atómica que permite analizar múltiples 

Año-Autor Ca[
𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Cu[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Fe[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Mg[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Mn[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Mo[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Zn[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] 

2013-

Shimamura25 
37.5 5.2 643 260 3.0 0.85 32.3 

1999-Han26 26.1 4.1 297 198 NA NA 25.1 

1992-

Gélinas27 
1.9 3.39 151 211 2.11 0.53 23 

1990-

Uchino28 
NA 14.6 1080 NA 9.1 NA 89.1 

2000-

Takahashi29 
38.5 5.0 297 225 2.7 0.98 30.4 

1999-

Cockel30 
118.3 13.5 321.4 666.0 7.5 NA 88.5 
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elementos en una muestra mediante el espectro de emisión utilizando 

plasma como fuente de excitación de los electrones 32. Adicionalmente es 

posible el análisis en diversas matrices y con alta sensibilidad, estas 

características permiten el análisis de contenido de elementos en 

muestras biológicas a niveles de ppm lo que resulta conveniente para el 

estudio presentado en esta tesis.  

La técnica se fundamenta con el modelo atómico de Bohr, en donde se 

representa un núcleo formado por neutrones y protones (Figura 4) que se 

encuentra rodeado de electrones que viajan en orbitales discretos 

alrededor de él 33. 

 

Figura 4. Modelo atómico de Bohr; cuando la energía es absorbida por un átomo, el electrón 

pasa a un orbital con mayor energía, a este proceso se le conoce como “excitación” luego el 

átomo decae a un nivel energético más bajo emitiendo un fotón, hν.. 

Este modelo ayuda a establecer que cada átomo tiene orbitales, donde es 

posible que los electrones viajen. Cada uno de los orbitales tiene un nivel 

de energía asociado y regularmente mientras más alejado se encuentran 

del núcleo mayor es la energía asociada a ellos. Cuando los electrones 

están cerca del núcleo y bajos de energía, el átomo se encuentra en su 

estado más estable, conocido como fundamental o basal. Se define como 

excitación al fenómeno en el cual el electrón es promovido de un orbital 

basal a uno más lejano del núcleo y de mayor energía. Cuando se añade 

energía a un átomo como consecuencia de la absorción de radiación 

electromagnética o por la colisión con otras partículas existen dos eventos 

altamente probables: la energía puede ser utilizada para incrementar la 

velocidad del átomo o el electrón puede absorber la energía y excitarse. 
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Un electrón es menos estable en su estado excitado y regresará a un 

estado más estable mediante la pérdida de energía a través de una 

colisión con otra partícula o por la emisión de radiación electromagnética, 

conocida como fotón, al perder la energía ganada el electrón regresará al 

orbital más cercano al núcleo que se encuentre disponible 33. 

Si la energía absorbida por el átomo es lo suficientemente grande, un 

electrón puede ser completamente disociado del átomo, dejando un ion 

con carga positiva, es decir se ioniza. A este proceso se le asocia el 

nombre de potencial de ionización y es diferente para cada elemento. Los 

iones también tienen estados fundamentales y estados excitados que se 

originan por los mismos procesos 33. 

Durante este fenómeno de decaimiento y des-excitación de los átomos y 

los iones, se producen emisiones de radiación como se muestran en la 

Figura 5. Estas emisiones ocurren en la zona del ultravioleta-visible del 

espectro electromagnético. 

 

Figura 5. Representación esquemática de la excitación, ionización y emisión. Las líneas 

horizontales representan los niveles de energía atómicos, las líneas verticales las energías de 

transición que pueden ser radiación o térmicas. 
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Las líneas emitidas (Figura 6) y la longitud de onda asociada a cada una 

se usan para la identificación cualitativa de los elementos presentes en la 

muestra de estudio. El estudio cuantitativo puede llevarse a cabo 

midiendo la intensidad de radiación, el número de fotones emitidos a una 

longitud de onda determinada será directamente proporcional a la 

concentración del elemento en la muestra 34. 

 

Figura 6. Espectro de emisión para diferentes elementos. Imagen modificada 35. 

 

La diferencia entre los niveles energéticos de las transiciones define la 

longitud de onda de la radiación involucrada. Tales transiciones están 

descritas por la ecuación de Plank (Ecuación 1): 

Ecuación 1 

∆𝐸 = ℎ𝑣 

Donde: 

∆𝐸 = 𝐷𝑖𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑒𝑟𝑔í𝑎 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 𝑑𝑜𝑠 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙𝑒𝑠 [=] 𝐽 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑓𝑜𝑡ó𝑛   

ℎ = 𝐶𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑃𝑙𝑎𝑛𝑘 [=] 6.63 ×  10−34 𝐽 · 𝑠 

𝑣 = 𝐹𝑟𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 [=] 
1

𝑠
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En espectroscopía de emisión atómica, la longitud de onda λ, se usa 

habitualmente en vez de frecuencia, por lo que es necesario sustituir la 

Ecuación 2 en la Ecuación 1: 

Ecuación 2 

𝑣 =
𝑐

λ
  

𝑐 = 𝑣𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑙𝑢𝑧 [=] 3 × 10 8   
𝑚

𝑠
 

λ = longitud de onda [=] 𝑚 

Ecuación 3 

∆𝐸 =
ℎ𝑐

λ
 

La Ecuación 3 muestra que la energía y la longitud de onda son 

inversamente proporcionales, es decir al incrementar la energía la 

longitud de onda disminuye. Cada elemento tiene un conjunto de niveles 

energéticos característicos y por lo tanto tendrá un conjunto de longitudes 

de onda de emisión y absorción que permitirán distinguirlo de otro. La 

emisión de radiación electromagnética se presenta en su mayoría en la 

región espectral de ultravioleta-visible (≈190-750). Sin embargo, las 

longitudes de onda regionales espectrales adyacentes son superpuestas, 

por lo que la región más utilizada para espectroscopía analítica es de 160-

800nm que adicionalmente brinda precisión, flexibilidad y costos 

relativamente baratos comparada con otras técnicas que usan energía en 

la zona de los rayos x o rayos γ 33. 

El equipo de ICP-OES esta constituido por un espectrómetro de emisión 

óptica y un plasma de acoplamiento inductivo (ICP), se trata de una 

fuente de ionización generada al aplicar energía en una bobina de carga, 

la cual rodea el extremo superior de la antorcha y se encuentra conectada 

a un generador de radiofrecuencia (RF) 36. 
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Desde el punto de vista de su aplicación en la espectroquímica, el plasma 

se define como un gas parcialmente ionizado, eléctricamente neutro y 

confinado en un campo electromagnético. Su aplicación se fundamenta 

en las temperaturas notablemente superiores (entre 4000 y 10000K) que 

llega a alcanzar, esto permite que se disocien las combinaciones químicas, 

incluidas las más refractaria 32.  

La introducción de la muestra se realiza continuamente y en estado líquido 

por medio de una bomba peristáltica pasando por un sistema de 

nebulización que produce un aerosol, este es transportado por el argón 

hacia el canal central del plasma. El aerosol de la muestra es desolvatado, 

vaporizado, atomizado, excitado y/o ionizado33. El esquema general para 

un equipo de ICP-AES se presenta en la Figura 7. 

 

 

Figura 7. Esquema general del ICP-OES. Imagen modificada 37. 

2.1.2   Sistema de introducción de la muestra. 

La principal característica o finalidad del sistema de introducción de 

muestra es introducir la máxima cantidad de analito al plasma de la forma 
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más eficaz y/o apropiada. Existen una gran variedad de dispositivos para 

introducir muestras líquidas, sólidas o gas hacia el plasma. La selección 

del sistema adecuado es útil para minimizar los efectos de las 

interferencias 38. 

Las muestras analizadas por medio de ICP-OES se encuentran en estado 

líquido debido a la homogeneidad de la muestra, fácil manejo y facilidad 

para preparar disoluciones estándar para realizar curvas de calibración. 

Los principales componentes de la introducción de la muestra son: 

A. Nebulizador: Genera el aerosol. 

B. Cámara de expansión o de rocío: Filtra el aerosol y lo transporta al 

plasma. 

C. Sistema de desolvatación: Reduce la masa del disolvente movido al 

plasma. 

D. Tubo inyector: Introduce el aerosol a la base del plasma. 

Nebulizador 

El proceso de generación de aerosoles requiere utilizar energía por medio 

del nebulizador para convertir el líquido en un aerosol fino, éste debe de 

entrar al plasma con una velocidad de inyección (flujo de gas menor a 1-

2 L min-1) tal que el tiempo de residencia sea en el intervalo de 

milisegundos, requerido para una atomización y excitación eficientes 39. 

Al combinar la baja presión y la alta velocidad del gas, rompen la solución 

en un aerosol fino y reproducible, el cual proporciona una buena 

sensibilidad y estabilidad 40. 

Las características de los aerosoles son dependientes de la cantidad de 

energía trasferida, usualmente los nebulizadores se clasifican en función 

del tipo de energía utilizada: 

a) Energía cinética del vapor de gas (nebulizador neumático) o del 

líquido (nebulizador hidraúlico). 
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b) Energía mecánica como resultado de aplicar externamente una 

fuerza de rotación (nebulizadores rotativos) o de vibración 

(nebulizador ultrasónico). 

c) Energía de repulsión de cargas acumuladas en la superficie 

(nebulizadores electroestáticos). 

En los equipos de plasma acoplados inductivamente se utilizan 

nebulizadores neumáticos, estos se basan en la fuerza de arrastre de un 

gas fluyendo por la superficie de un líquido y desplazando partes de éste 

produciendo pequeñas gotas dispersas de la muestra líquida. Los 

nebulizadores neumáticos se clasifican de acuerdo a la geometría de la 

interacción entre el gas y el líquido en: 

a) Nebulizador neumático concéntrico: El gas fluye 

concéntricamente alrededor del tubo capilar. 

b) Nebulizadores cross-flow o flujo cruzado: El gas fluye en forma 

perpendicular con respecto al líquido.  

En ambos nebulizadores (Figura 8) el líquido es forzado a través de un 

tubo capilar y el gas en la salida fluye de forma diferente con respecto al 

líquido. Aunque la mayoría de los nebulizadores neumáticos presentan 

baja eficiencia de transporte (2 % en ICP-AES) y las muestras con alto 

contenido de sales tienden a precipitar sales en los tubos capilares, en la 

actualidad siguen utilizándose por la facilidad, robustez y su bajo costo 38. 
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Figura 8. Nebulizador neumático concéntrico a la derecha y nebulizador cross-flow a la izquierda. 

Imagen modificada 41. 

Se han diseñado diferentes nebulizadores para mejorar la eficiencia de 

transporte y el problema de precipitación de sales. La mayoría de ellos 

son de tipo cross-flow (basados en el principio de Babington como el de 

ranura “VGN”, el nebulizador cónico, el micronebulizador concéntrico 

“MCN” y el nebulizador de rejilla Hildebrand) éstos emplean una bomba 

peristáltica para bombear la disolución el nebulizador, ocasionando que el 

flujo no sea dependiente de parámetros como la viscosidad o la tensión 

superficial, permitiendo que el lavado del nebulizador y la cámara sea más 

rápido33. 

Bomba peristáltica. 

La bomba peristáltica consiste en una serie de rodillos los cuales empujan 

la solución de la muestra a través de las mangueras, utilizando un proceso 

conocido como peristalsis. La muestra por analizar nunca se encuentra en 

contacto directo con la bomba, pero sí entra en contacto con las 

mangueras de polipropileno que la transportan del recipiente al 

nebulizador, de esta forma se evita la contaminación de la muestra; sin 

embargo, provoca un constante deterioro en las mangueras 

transportadoras. Se debe realizar un mantenimiento regular asegurando 
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que las condiciones son idóneas, de no ser así, se debe actuar 

rápidamente a fin de cumplir con los parámetros requeridos 33. 

 

La muestra se bombea hacia el nebulizador a través de una bomba 

peristáltica como se muestra en la Figura 9. Después la muestra pasa por 

el nebulizador creando un aerosol fino. Las gotas más grandes de agua 

se condensan en la parte lateral de la cámara de rocío y son retiradas a 

través de la manguera de drenado (salida de la muestra). Las gotas más 

finas de agua se mueven con el flujo de argón y entran en el plasma, la 

entrada es uniforme y se encuentra regulada por el nebulizador. La 

proporción de la muestra introducida varía en función de la rotación de 

los rodillos, adicionalmente regula el tamaño de gota, si son mayores de 

5 µm de diámetro aumenta la probabilidad de interferir con la estabilidad 

del plasma 41. 

Figura 9. Esquema general de la conexión de la bomba peristáltica, cámara de vacío y 
nebulizador. Imagen modificada  41. 
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2.1.3  Plasma acoplado inductivamente. 

El ICP (Inductively Coupled Plasma) por sus siglas en inglés, es la fuente 

más común para generar plasma. Se acopla la energía de un generador 

de radiofrecuencia con un gas a través de un campo magnético que se 

induce a través de una bobina de cobre, la bobina rodea el tubo externo 

de la antorcha, el tubo se encuentra hueco y contiene agua de 

refrigeración corriendo por él. La energía de radiofrecuencia es 

administrada a una frecuencia de 27 a 40 MHz, que se traduce en una 

potencia eléctrica de 500 a 2000 W 42. 

Antorcha.  

Un flujo de gas argón es dirigido a presión atmosférica hacia la antorcha 

que consiste en tres tubos concéntricos de cuarzo, la bobina de cobre 

también llamada de carga, rodea el extremo superior de la antorcha, para 

iniciar el proceso de producción de plasma es necesario aplicar un 

chispazo  33. La energía de alta frecuencia es trasferida al flujo de gas que 

rodea con forma de remolino a la antorcha; los electrones absorben la 

energía y colisionan con los átomos para formar el plasma con una 

temperatura de 6000 hasta 8000 K. Con el flujo, geometría y frecuencia 

adecuados se forma un plasma con forma toroidal, en donde el aerosol 

de la muestra pasa por la parte central del plasma, éste es dirigido, con 

el gas que los trasporta, a través del tubo central. El flujo de gas entre el 

tubo exterior y el tubo intermedio se introduce de forma tangencial  para 

evitar que la alta temperatura alcanzada por el plasma afecte la antorcha 

y al instrumento 39. Las colisiones subsecuentes entre los átomos del gas 

ocasionan un efecto en cadena volviendo al plasma “autosustentable”. 

Adicionalmente el campo magnético ocasiona que los iones y electrones 

fluyan horizontalmente al plano de la bobina, calentando el argón (especie 

neutra) por intercambio de energía de colisión produciendo una zona de 
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alta temperatura 42. En la Figura 10 se ilustra el esquema general de la 

antorcha y el proceso de formación del plasma 43.  

 

                        

Figura 10. Esquema general de la antorcha de ICP y el proceso de formación de plasma con 

división del plasma y la temperatura aproximada en color rojo. Imagen modificada 43. 

En función de los procesos que sufra la muestra el plasma puede dividirse 

en varias zonas. La región de inducción (núcleo del plasma), es la parte 

donde la energía de la bobina de inducción es acoplada. El primer proceso 

es la desolvatación, el disolvente de la muestra es eliminado y se 

producen partículas microscópicas que se descomponen por medio de 

vaporización y atomización en la zona PHZ (Preheating-Zone por sus 

siglas en inglés). En la zona IRZ y NAZ (Inicial Radiation Zone y Normal 

Analytical Zone, por sus siglas en inglés) se lleva a cabo el siguiente 

proceso que consisten en ionizar la muestra para que lo átomos emitan 

la radiación característica que permite su cuantificación con la finalidad 

de relacionarla con la concentración del analito en la muestra 40. La región 
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que se utiliza para análisis químico se encuentra a una temperatura de 

5000-6000 K y se conoce como “cola de fuego” 42.  

El proceso de la muestra dentro del plasma se detallada en la Figura 11: 

 

Figura 11. Proceso de la muestra en el plasma. Imagen modificada 44. 

Ionización de la muestra. 

El mecanismo para la excitación y ionización de los átomos de las 

muestras no se ha entendido en su totalidad a la fecha 33. Se ha planteado 

que al ionizarse los átomos del gas se forma el plasma por medio de las 

siguientes reacciones: 

𝐴𝑟 + 𝑒−  → 𝐴𝑟+ + 2 𝑒− (𝐸𝑛𝑒𝑔í𝑎 𝑑𝑒 𝐼𝑜𝑛𝑖𝑧𝑎𝑐𝑖ó𝑛) 

𝐴𝑟∗ + 𝑒−                                

                     𝐴𝑟𝑚 + 𝑒−   (𝑁𝑖𝑣𝑒𝑙𝑒𝑠 𝑚𝑒𝑡𝑎𝑒𝑠𝑡𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠)   

Los electrones ganan tanta energía que pueden ionizar al gas presente, 

por medio de este proceso aumenta el número de electrones libres y de 

esta forma se genera el plasma a alta temperatura, también se ha 

planteado la formación de átomos de argón excitados, donde los 

electrones se encuentran en niveles más altos de energía. Un caso 

especial serían los estados metaestables del argón, por tratarse de 

tripletes (ver Figura 12) no pueden decaer directamente, por medio de la 
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emisión de radiación, a estados de menor energía de diferente 

multiplicidad. Estos estados metaestables decaerán por medio de 

colisiones 39. 
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Figura 12. Ejemplo del estado singulete y el estado triplete para el O2. Reproducción 45. 

Los principales procedimientos planteados son los siguientes: 

o Excitación/ionización térmica: Causada por las energías de colisión 

entre los átomos, iones o electrones. Donde la especie con * denota 

un estado excitado. 

𝑋 + 𝑒𝑟á𝑝𝑖𝑑𝑜
− → 𝑋∗ + 𝑒𝑙𝑒𝑛𝑡𝑜

−  

𝑀 + 𝐴𝑟𝑟á𝑝𝑖𝑑𝑜 →  𝑀∗ +  𝐴𝑟𝑙𝑒𝑛𝑡𝑜 

o Ionización/excitación de Penning: Causada por las colisiones entre 

átomos en estado basal y especies metaestables de argón.  

𝑀 + 𝐴𝑟𝑚 → 𝐴𝑟 + 𝑀+ + 𝑒− 

𝑀 + 𝐴𝑟𝑚 → 𝐴𝑟 + 𝑀+∗ + 𝑒−  
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o Ionización/excitación por transferencia de carga: Causada por la 

transferencia de carga entre iones y átomos. 

𝐴𝑟+ + 𝑀 → 𝐴𝑟 +  𝑀+ 

𝐴𝑟+ + 𝑀 → 𝐴𝑟 +  𝑀+ 

o Impacto electrónico: Causado por el impacto de un electrón a algún 

átomo del analito. 

𝑀 +  𝑒− → 𝑀∗, 𝑀+∗ 

o Recombinación radiactiva: Causada por la reacción entre un ion del 

analito y un electrón.  

𝑀+ + 𝑒− → 𝑀 + ℎ𝑣 

Se asocia la alta concentración de estados metaestables del gas argón 

con la alta insensibilidad del plasma en presencia de elementos fácilmente 

ionizables, adicionalmente el efecto Penning explica el predominio de las 

líneas iónicas en ICP-OES 39. 

2.1.4  Espectroscopía de emisión atómica. 

Con la técnica de ICP-OES es posible determinar de forma cuantitativa 76 

elementos de la tabla periódica. Se trata de una técnica flexible que 

permite elegir entre varias longitudes de onda de emisión diferentes para 

cada elemento y medir la emisión de varios elementos simultáneamente 

46. En la literatura, con regularidad, no se distingue entre ICP-AES 

(Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy) e ICP-OES, 

dado que el fundamento de la técnica es el mismo y la mayor diferencia 

radica en emplear un sistema óptico sofisticado (espectrofotómetro) para 

el caso del ICP-OES 47. 

Sistema óptico.  

La luz emitida por las especies excitadas en el plasma tiene diferentes 

longitudes de ondas, esto significa que la emisión del plasma es 
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policromática. El sistema óptico recolecta la emisión producida por el 

plasma y el espectrómetro aísla las longitudes de onda del analito, para 

identificar y medir la intensidad de cada longitud de onda sin 

interferencias la radiación policromática debe ser separada. 

Esta separación de la luz se realiza con un monocromador, que separa 

una longitud de onda a la vez, o con un sistema de canales múltiples 

simultáneos, que separa varias longitudes de onda a la vez, estos últimos 

se dividen en dos tipos generales: policromadores y espectrógrafos. El 

sistema óptico recolecta le emisión producida por el plasma, el 

espectrómetro aísla las longitudes de onda del analito. El sistema de 

canales múltiples consta de prismas parabólicos que redireccionan la luz 

emitida. Esta luz pasa por una rejilla de difracción (se trata de una rejilla 

Echelle, sin embargo, también existen otros dos tipos de rejillas, la ruled 

y la holográfica), la cual tiene como función separar la luz policromática 

en radiación monocromática formando un haz de luz. Dicho proceso se 

genera por las líneas que tiene la superficie de la rejilla Echelle, y por 

medio de espejos es dirigida a la rendija de salida hacia el detector, este 

espejo tiene una densidad de 600 a 4200 líneas por milímetro 40. La luz 

será difractada en un ángulo que dependerá de la longitud de onda y de 

la densidad de líneas de la rejilla 33. Este fenómeno de ejemplifica en la 

Figura 13. 

El principio de separación de luz es el mismo para el monocromador, el 

policromador y el espectrógrafo. El policromador tiene una serie de tubos 

fotomultiplicadores para efectuar la detección y el espectrógrafo se basa 

en dispositivos bidimensionales de inyección de carga o en dispositivos de 

acoplamiento de carga como transductores 48.  
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Rejilla de difracción
  

Figura 13. Rejilla de difracción separando un haz de luz en dos longitudes de onda. 

En términos generales, un espectrómetro dispersivo consiste en un 

colimador en la entrada, un elemento dispersivo y un colimador de salida 

donde se pone un detector. Para el caso del policromador más utilizado, 

el elemento dispersivo es fijo y las medidas se realizan simultáneamente 

en diferentes puntos del plano focal, esto se logra con una superficie curva 

(círculo de Rowland detallado en la Figura 14 y 15) 41, 48. En la actualidad 

se utilizan dos sistemas colocados perpendicularmente, para dispersar, 

una rejilla y un prisma o dos gradillas de dispersión. En este arreglo uno 

de los componentes, generalmente el prisma, se utiliza para realizar un 

predispersión de la luz 49. 

 

Figura 14. Esquema básico del ICP-AES a inicios de los noventas  41 . 
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En los inicios de técnica la zona analítica normal era observada por un 

costado del plasma operando en orientación vertical, este tipo de vista se 

le conoce como radial (ver lado derecho de la Figura 16). En las últimas 

décadas se han propuestos diversas modificaciones al equipo, una de ellas 

permite rotar el plasma a una posición horizontal (ver lado izquierdo de 

la Figura 16) para que la zona analítica normal sea observada por el final 

del plasma, con esta mejora es posible una disminución de la señal del 

ruido debido a un aumento de la longitud de trayectoria de observación 

permitiendo que los límites de detección mejoren de 3-10 veces.  Esta 

configuración es conocida como vista axial 33, sin embargo, pueden ocurrir 

limitaciones con respecto al intervalo dinámico lineal y mayores 

interferencias de elementos fácilmente ionizados como consecuencia de 

la mayor influencia de los cambios geométricos del plasma 50. 

 

Figura 15. Espectrómetro de emisión de lectura directa con plasma acoplado por inducción. El 
policromador sigue el diseño de Paschen-Runge. Está formado por una red cóncava y genera un 
espectro alrededor de un círculo de Rowland. Rendijas de salida separadas aíslan cada línea del 

espectro y un tubo fotomultiplicador aparte transforma la información óptica que proviene de cada 

canal en una señal óptica. 



 

35 
 

 

Figura 16. Vista axial (derecha) y vista radial (izquierda)  51. 

Sistema de detección. 

En la década de los 60, se introducen a la industria eléctrica los 

dispositivos de estado sólido. La necesidad comercial por las cámaras de 

video ocasionó la reducción de costos en este tipo de tecnología, sin 

embargo, esto no fue suficiente para mejorar los sistemas de detección 

en ICP-AES, como consecuencia se desarrollaron nuevos detectores 

altamente sensibles y de mejor resolución para aplicaciones 

espectroscópicas. Los sensores de silicio responden a la luz, esto permite,  

integrarlos en un arreglo lineal y en arreglos bidimensionales formando 

un detector fotosensible 33. 

Para la detección de la luz en ICP-OES se puede utilizar un tubo 

fotomultiplicador (PMT), un dispositivo de carga acoplado (CCD) o un 

dispositivo de inyección de carga (CID). Estos últimos dos pertenecen a 

una categoría denominada como dispositivos de transferencia de carga 

(CTD).  

Para poder detectar varias longitudes de ondas, simultáneamente, es 

necesario este tipo de detector de dos dimensiones. Los dispositivos de 

transferencia de carga y en particular los dispositivos de inyección de 

carga son ideales para acoplarse con el espectrómetro de Echelle (Figura 

17) debido a que permiten un aumento de la relación señal/ruido. Sin 

embargo, comparado con los detectores CCD el nivel de ruido es más alto 
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y requieren ser enfriados con nitrógeno líquido para reducir esta señal. La 

ventaja para el CID es que el modo de lectura es no destructivo mientras 

que el del CCD es destructivo 39.  

 

 

 

 

 

 

 

Los dispositivos de transferencia de carga (CTD) son detectores 

multicanal de estado sólido formados por bloques que están compuestos 

de cristales de silicio de alta pureza que se encuentran unidos en una red 

tridimensional, es decir, consisten en varios electrodos conductores que 

se superponen a una capa aislante de óxido de silicio (SiO2) y que forma 

una serie de capacitores de un material semiconductor metálico (ver 

Figura 18).  El enlace Si-Si puede romperse por la energía de los fotones 

con longitud de onda visible o ultravioleta. Cuando el enlace se rompe, se 

forma un par electrón hueco el cual consiste en liberar un electrón dentro 

de la estructura reticular formando un orificio en la estructura cristalina. 

La capa aislante separa los electrodos de la zona dopada para almacenar 

la carga 40. 

Figura 17. Diagrama óptico de un espectrómetro en escalera (Echelle) con un dispositivo de inyección 
de carga a la izquiera (CID)  48. Diagrama óptico del espectrómetro de escalera (Echelle) para CCD-
ICP-OES Optima a la derecha  40. 
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Figura 18. Absorción de fotones por red cristalina de silicio y la formación de pares electrón-

hueco. Reproducción  33. 

En esta zona dopada (para el caso de Si se suele hacer un dopaje con P 

como se representa a la derecha de la Figura 19) los electrones tendrán 

la mayor movilidad relativa mientras que los huecos tendrán menor 

movilidad relativa. Cuando lo electrones están cargados negativamente 

con respecto al Si, se crea una región de inversión de carga bajo los 

electrodos, convirtiéndose en una región energéticamente favorable para 

que los huecos estén en ese lugar. La promoción de un electrón a la banda 

del semiconductor (a la izquierda en la Figura 19) por la absorción de un 

fotón, crea este hueco móvil que migra y se recoge en la región de 

inversión. La cantidad de carga generada en un detector CTD es medida 

moviendo la carga para recolectarla con un amplificador (CCD), o 

midiendo el cambio de voltaje inducido por el movimiento (CID). 

Describiendo el segundo proceso si se aplica un voltaje a través del bloque, 

los electrones que se liberan se moverán en la dirección contraria al 

campo eléctrico aplicado 39. La corriente generada es proporcional a la 

cantidad de fotones que llegaron. Los elementos CTDs son llamados 

pixeles, su tamaño va de 6 a 30 μm, cada pixel es capaz de almacenar 

una carga generada por los fotones 33. 
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Figura 19. Esquema de la diferencia de energía para las bandas de un conductor, semiconductor 

y aislante (derecha) 52. Esquema del dopaje de Silicio con Fósforo (izquierda) 53. 

Se ha introducido un nuevo tipo de detector CCD, el dispositivo detector 

de transferencia de carga segmentada (SDC), presentado en la Figura 20, 

ha sido diseñado para la colección individual segmentada de fotones. Este 

detector está formado por más de 200 subconjuntos de colectores 

acomodados en una placa de silicio con patrón bidimensional asociado con 

el Echellograma producido por el espectrómetro. Los subconjuntos 

mencionados corresponden a los elementos que se pueden analizar por 

medio del ICP-OES 40.  

 

Figura 20. Espectrómetro de escalera (Echelle) con una configuración segmentada de 
dispositivos de acoplamiento de carga (SDC) 48. 
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El límite de detección para los diferentes elementos en la serie de 

espectrómetros de la serie Optima 4000 se presenta en la Figura 21 (ver 

Anexo 1 para información más detallada). 

 

Figura 21. Límites de detección para los diferentes elementos con  54, 55. 

2.1.5 Procesamiento de datos. 

Los datos fueron procesados con el software “WinLab32” distribuido por 

PerkinElmer. El software es utilizado para operar el equipo y para 

organizar la base de datos que incluye una librería con los datos 

recolectados durante el análisis y los parámetros necesarios para 

realizarlos; permite la corrección de los espectros de emisión y reporta 

los parámetros estadísticos más importantes para la validación de los 

métodos. Las librerías de los resultados y métodos pueden ser exportados 

para tratamiento al software “Syngistix for ICP” utilizado para operar los 

ICP-OES comercializado en la actualidad por PerkinElmer. 
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Interferencias. 

La mayoría de los métodos espectroquímicos presentan errores asociados 

a 4 tipos de interferencias diferentes: 

a) Físicas: viscosidad u otras propiedades de disolución de la muestra. 

b) Químicas: generadas por compuestos con baja eficiencia para 

atomizarse u otro tipo de reacciones químicas que reducen la 

concentración de un elemento. 

c) Ionización: debidas a cambio en el equilibrio asociado a la 

ionización. 

d) Espectrales: Señales no deseadas que interfieren con la señal para 

un elemento, pueden ser causadas por la superposición de líneas 

de emisión o absorción. 

Las interferencias físicas están relacionadas con los procesos de 

nebulización y transporte de la muestra al plasma, los cambios en la 

viscosidad o en la tensión superficial pueden provocar errores en la 

determinación que pueden ser reducidos mediante diluciones o bien 

modificando el flujo de entrada con la bomba peristáltica.  

Muestras con altas concentraciones de ácidos o sólidos disueltos se ven 

más afectadas por estos cambios en las propiedades físicas de la 

disolución. La acumulación de sales en el extremo del nebulizador 

representa otro problema para éstas disoluciones con altas 

concentraciones ya que pueden afectar el flujo del aerosol provocando 

inestabilidad instrumental 33.  

La mayoría de las interferencias químicas en las determinaciones 

espectroquímicas son ocasionadas por fenómenos vinculados a la 

evaporización de la muestra, es decir, la muestra tiene una baja eficiencia 

de atomización, cuando un elemento o molécula en la muestra causa que 

otro analito se vaporice más o menos rápido se dice que interfiere 
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químicamente al analito. Un ejemplo clásico es la reducción de la señal 

de absorción de calcio en presencia de aluminio, sin embargo, en ICP-

OES estas interferencias son poco observadas y para los casos donde se 

presentan se puede aumentar la radiofrecuencia generada (RF) y reducir 

el flujo interno de argón para eliminarlas. Adicionalmente muestras en 

matrices complejas pueden presentar este tipo de problemas pero es 

posible utilizar el método de adiciones estándar para reducir el efecto de 

la matriz o realizar una calibración multivariable con su respectivo modelo 

matemático considerando la concentración de ambos elementos o 

compuestos en la muestra 56. 

Las interferencias de ionización podrían considerarse una interferencia 

química, sin embargo, varios autores 37 deciden tratarlas como un 

apartado diferente.  

Estas interferencias son ocasionadas por cambios en la intensidad de la 

emisión, resultando en un desplazamiento del equilibrio de ionización 

cuando elementos que son fácilmente ionizables (Na, K, Rb y Cs) 

coexisten, generalmente esto provoca que la intensidad de líneas de 

especies neutras aumente y se reducen las líneas asociados a los iones. 

Este problema afecta mayoritariamente las mediciones para la vista axial 

del plasma, sin embargo, se resuelve fácilmente usando la vista radial o 

añadiendo en exceso el elemento con bajo potencial de ionización a la 

disolución de calibración y a la muestra. 

Por último, las interferencias espectrales también conocidas como 

interferencias de fondo se clasifican en 4 tipos diferentes: 
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1) Desviación simple de fondo: Es el resultado del cambio de 

intensidad positivo o negativo de la línea de fondo y es constante 

en un intervalo, alrededor de 0.5nm, en cada lado de la línea del 

analito. Observar Figura 22. 

 

2) Variación de pendiente de fondo: Es causada por la presencia de 

campos eléctricos en el plasma (ensanchamiento de Stark) o por un 

elemento en alta concentración como consecuencia de la presencia 

de una línea de emisión atómica o iónica, también pude ser 

ocasionada cuando el plasma no se encuentra aislado del ambiente 

atmosférico. Observar Figura 23. 
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 Figura 22. Desviación simple de fondo ascendente, a la derecha se observa la corrección considerando el 
blanco. 
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3) Traslape espectral directo: Ningún elemento diferente tiene líneas 

atómicas o de emisión iguales entre sí, sin embargo cada línea 

espectral tiene un ancho finito, las rejillas de salida usadas en los 

monocromadores y en los policromadores tienen de igual forma 

anchuras finitas, en realidad la luz medida en el detector viene de 

una pequeña gama (intervalo) de longitudes de onda, provocando 

una limitación en la técnica dado que en la actualidad no se cuenta 

con un instrumento que permita detectar estas longitudes 

totalmente separadas unas de otras. En los últimos años se ha 

mejorado el poder de los espectrómetros permitiendo reducir el 

número de líneas espectrales traslapadas del analito de estudio. 

Observar Figura 24. 
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Figura 23. Variación de pendiente de fondo, a la derecha se observa la corrección de la línea base. 
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Figura 24. Ejemplificación del traslape espectral directo 

4) Desviación compleja de fondo 

La intensidad de fondo varía significativamente en ambos lados la línea y 

se debe a la presencia de múltiples líneas atómicas o de emisión intensas 

y cercanas entre sí, superponiéndose a la señal detectada para el analito. 

Observar Figura 25. 

         

      

 

 

 

 

 

 

           Figura 25. Ejemplificación de la desviación compleja de fondo. 
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2.1.6 Ventajas y desventajas de la técnica. 

Ventajas 57 

• Análisis multielemental. Reducción de tiempo para analizar más 

elementos pues el plasma permite la excitación de la mayoría de 

los elementos en forma de átomos o iones. 

• Eficiente y robusta. 

• Facilidad para analizar muestras líquidas. 

• Amplio intervalo dinámico. Amplio espectro con más de 70 

elementos analizables e intervalo dinámico de concentraciones con 

varios ordenes de magnitud. 

• Pocas interferencias químicas. 

• Flexibilidad en la configuración instrumental.  

• Amplio intervalo de linealidad.  

• Sencillo de operar. 

• Bajos límites de detección. 

• Disminución de la cantidad de muestra comparado con otras 

técnicas. 

• Técnica que ha avanzado mucho en las últimas décadas. 

Desventajas 58. 

• Altos costos de inversión, mantenimiento y operación del equipo. 

• Uso de espectrómetros de alta resolución más caros comparados 

con lo de otras técnicas como emisión de flama o absorción 

atómica. 

• Aunque es sencillo de operar se debe tener cuidado con la forma 

en la que se analizan los resultados. 

• La técnica es destructiva. 

• Se debe realizar tratamiento previo a las muestras que no son 

líquidas. 
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• Pueden presentarse interferencias de tipo espectrales debido a las 

líneas de emisión de las diferentes especies químicas. 

2.2 PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

Las muestras que se analizaron se encontraban en estado sólido, por este 

motivo se debe realizar un tratamiento a la muestra previo al análisis 

químico cualitativo y/o cuantitativo que se desee llevar a cabo. 

2.2.1  Digestión de la muestra. 

Algunas muestras se disuelven fácilmente en agua o en disoluciones 

acuosas de ácidos y bases comunes, otras requieren reactivos fuertes y 

tratamientos rigurosos. Elegir correctamente los reactivos y técnicas para 

la descomposición y disolución de muestras analíticas puede ser crítica 

para la elaboración del análisis. Debido a que la técnica de ICP-OES tiene 

mejores resultados con muestras totalmente disueltas es necesario 

descomponer los sólidos a fin de obtener disoluciones acuosas de los 

analitos 59. 

Horno de digestión con Microondas. 

Los hornos de microondas se utilizan para la descomposición tanto de 

muestras inorgánicas como orgánicas. La digestión con microondas se 

puede llevar a cabo en recipientes abiertos o cerrados, siendo los 

recipientes cerrados más populares debido a las altas presiones y 

temperaturas que pueden conseguirse en ellos. Una de las principales 

ventajas de las descomposiciones con microondas en comparación con 

otros métodos es la velocidad. La diferencia se debe a los distintos 

mecanismos por los cuales se transfiere energía a las moléculas en la 

disolución en ambos métodos, al utilizarse recipientes cerrados se 

desarrollan temperaturas más altas debido al aumento en la presión, se 

evitan pérdidas por evaporación, se utilizan cantidades de reactivos 

menores reduciendo las interferencias por contaminantes y se elimina casi 
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por completo las pérdidas por componentes volátiles en las muestras. En 

el método convencional, el calor se transfiere por conducción mientras 

que en las microondas se transfiere a todas las moléculas de la disolución 

casi simultáneamente sin calentar el recipiente; en consecuencia, se 

alcanzan temperaturas de ebullición en toda la disolución de forma muy 

rápida 59. 

Recipiente para la digestión. 

Los recipientes para la digestión con microondas se fabrican con 

materiales de bajo costo que son transparentes a las microondas. Dichos 

materiales son térmicamente estables y resistentes al ataque químico por 

parte de los diferentes ácidos que se utilizan para las descomposiciones. 

La descomposición se lleva a cabo en un vaso de teflón que es sostenido 

por el cuerpo de una bomba (Figura 26). El teflón es transparente a las 

microondas, tiene un punto de fusión de aproximadamente 300 °C y no 

es atacado por ninguno de los ácidos comunes. El cuerpo de la bomba es 

de paredes gruesas, está hecho de un material polimérico que también es 

transparente a las microondas 59. 

 

Figura 26. Bomba de alta presión para la descomposición con microondas 59. 

Digestión con ácido nítrico. 

El ácido nítrico concentrado caliente es un oxidante fuerte que disuelve 

todos los metales comunes, con excepción del aluminio y el cromo, los 

cuales no son afectados por este reactivo debido a la formación de óxido 

superficial. El ácido nítrico caliente por sí solo o en combinación con otros 
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ácidos y agentes oxidantes, como el peróxido de hidrógeno, es 

ampliamente utilizado para descomponer muestras orgánicas y 

determinar el contenido de metales traza. El proceso de descomposición, 

que es llamado calcinación húmeda, convierte a la muestra orgánica en 

dióxido de carbono y agua. A menos que se lleve a cabo en un recipiente 

cerrado, los elementos no metálicos, como los halógenos, el azufre y el 

nitrógeno, se pierden parcial o completamente por volatilización 59. 

2.3 VALIDACIÓN DEL MÉTODO. 

La validación de un método es la confirmación, a través de la aportación 

de evidencia objetiva, que se han cumplido los requisitos para un uso o 

aplicación específico, es decir un método debe ser validado cuando es 

necesario demostrar que sus características de desempeño son 

adecuadas para el uso previsto 60. 

Los criterios de desempeño cuantitativos se utilizan para decidir si un 

método instrumental es adecuado para resolver un problema analítico. 

Estas características se expresan en términos numéricos que se llaman 

parámetros de calidad agrupados en Tabla 3. 

Las actividades de validación de métodos y el desarrollo de métodos están 

estrechamente ligadas. La mayoría de las características de desempeño 

se evalúan durante el desarrollo y también son consideradas durante la 

validación permitiendo que durante la fase de desarrollo e 

implementación del método pueden determinarse algunas características 

de la validación 61. 

La exactitud indica que tan cercano es el resultado de una medición, al 

valor real cuantitativo determinado (µ), es decir, expresa la proximidad 

de un resultado a un valor de referencia. Una medida se considera más 

exacta cuanto más pequeño sea el error de la medida.  62. 
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Criterio Parámetros de calidad 

Precisión Desviación estándar absoluta, desviación 

estándar relativa, coeficiente de variación, 

varianza. 

Sesgo Error sistemático absoluto, error 

sistemático relativo. 

Límite de 

detección 

Blanco más tres veces la desviación 

estándar del blanco. 

Sensibilidad Sensibilidad de calibración, sensibilidad 

analítica. 

Intervalo 

dinámico 

Límite de cuantificación de la 

concentración (LOQ) a límite de la 

linealidad de la 

concentración (LOL). 

Selectividad Coeficiente de selectividad 

Tabla 3. Criterios numéricos para elegir métodos analíticos 48.  

La validación de métodos trata de investigar la exactitud de los resultados 

evaluando los efectos sistemáticos y aleatorios sobre resultados 

individuales. Por lo tanto, normalmente la exactitud se estudia como dos 

componentes: veracidad y precisión. La veracidad se encuentra 

estrechamente relacionado con el sesgo y la recuperación del analito en 

un método, mientras que la precisión esta relacionada con la repetibilidad.   

2.3.1  Precisión. 

Es el grado de concordancia entre los datos que se obtuvieron de la misma 

manera. La precisión proporciona una medida del error aleatorio o 

indeterminado de un análisis. Los parámetros de calidad de la precisión 

de los métodos analíticos son presentados en la Tabla 4. 
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Términos Definición 

�̅� = 𝒎𝒆𝒅𝒊𝒂 𝒅𝒆 𝑵 𝒎𝒆𝒅𝒊𝒂𝒔 

 

 

�̅� =
∑ 𝒙𝒊

𝑵
𝒊=𝟏

𝑵
 

 

 

𝒙𝒊 = 𝒗𝒂𝒍𝒐𝒓 𝒅𝒆 𝒍𝒂 𝒎𝒆𝒅𝒊𝒅𝒂 

 

Desviación 

estándar absoluta, 

s 

𝑠 = √
∑ (𝑥𝑖 − �̅�)2𝑁

𝑖=1

𝑁 − 1
 

 

Desviación 

estándar relativa 

(RSD) 

𝑅𝑆𝐷 =
𝑠

�̅�
 

 

Error estándar de 

la media sm 

𝑠𝑚 =
𝑠

√𝑁
 

 

Coeficiente de 

variación (CV) 

𝐶𝑉 =
𝑠

𝑥
∙ 100 % 

 

Varianza 𝑠2 

Tabla 4. Parámetros de calidad de la precisión de los métodos analíticos 63. 

Repetibilidad. 

La “repetibilidad de medición” es una de las medidas de precisión que se 

pueden obtener, se define como la proximidad de concordancia entre los 

resultados de mediciones sucesivas del mismo mensurando realizadas 

bajo las mismas condiciones de medición, obtenidas con el mismo método, 

sobre objetos de prueba idénticos, en el mismo laboratorio, por el mismo 

operador, usando el mismo equipo y dentro de un intervalo de tiempo 

corto 64. La repetibilidad puede calcularse  como la precisión dentro de un 

grupo mediante ANOVA de un factor 61. 

El análisis de varianza (ANOVA) compara las medias de dos o más 

poblaciones y prueba si son iguales. Evalúan la importancia de uno o más 

factores al comparar las medias de la variable de la respuesta. El 

procedimiento funciona comparando la varianza entre las medias de los 

grupos y la varianza dentro de los grupos como una manera de determinar 

si los grupos son todos parte de una población más grande o poblaciones 
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separadas con características diferentes. Si el valor p es menor que el 

nivel de significancia (α), entonces se concluye que al menos una media 

es diferente. Para información más detallada sobre las diferencias entre 

medias específicas, se utilizan métodos de comparaciones múltiples como 

la prueba HSD de Tukey 65. Esta prueba permite comparar las medias 

entre sí, pero una de las condiciones importantes es que el tamaño de los 

grupos sea el mismo, es decir tengan el mismo número de repeticiones. 

En la validación del método el factor es el tiempo así que el ANOVA que 

se realiza es de un factor pues el resto de las variables en la metodología 

se mantienen constantes.  

2.3.2  Sesgo y recobro. 

La veracidad usualmente se expresa cuantitativamente en términos de 

sesgo (E), se utilizan medidas de tendencia central como la media y 

mediana (�̅�) para calcular el error absoluto o el error relativo 66. 

𝐸 = �̅� − 𝜇                                                  ó                                    𝐸 =
�̅� − 𝜇  

𝜇
∙ 100 

El sesgo está definido como una medida del error sistemático o 

determinado del método analítico, para determinarlo se necesita analizar 

uno o más materiales de referencia estándar cuya concentración de 

analito se conozca. Esta concentración será igual al valor real cuantitativo 

determinado (µ). Si se repiten las mediciones un suficiente número de 

veces, alrededor de 20 veces, se puede determinar el valor medio con 

cierto grado dado de confianza 63. El sesgo total se compone por el sesgo 

del laboratorio y el sesgo del método. 

En el laboratorio de análisis químico 208-209, ubicado en el edificio D del 

dpto. de Ingeniería Química Metalúrgica en la Facultad de Química de la 

UNAM, se utiliza la recuperación relativa en porcentaje (%R) que también 

se conoce como porcentaje de recobro. 

Ec. 4 Ec. 5 
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% 𝑅 =
�̅�

𝜇
∙ 100 

Para determinar el sesgo se utiliza un estándar certificado, con matriz 

parecida, como material de referencia. En general este tipo de estándares 

proporcionan valores trazables 61. Recordar la Tabla 4 presentada con 

anterioridad. 

2.3.3 Límite de detección (LOD). 

El límite de detección (LOD) es la concentración o masa mínima del analito 

que puede ser detectada con un nivel de confianza conocido. El nivel de 

confianza esta relacionado con la desviación estándar (sB) y el promedio 

de la señal detectada en blanco (�̅�) por medio de la siguiente ecuación: 

𝐿𝑂𝐷 = �̅� + 3𝑠𝐵 

Con esta ecuación el nivel de confianza de la detección será del 95 %. 

2.3.4 Intervalo dinámico. 

Intervalo dinámico se extiende desde la concentración mínima a la cual 

se pueden efectuar mediciones cuantitativas, conocida como límite de 

cuantificación (LOQ) hasta la concentración a la cual la curva de 

calibración se desvía de la linealidad por una cantidad especificada, 

conocida como límite de linealidad (LOL) 48. 

Límite de cuantificación (LOQ). 

El límite de cuantificación (LOQ) estará dado por la cantidad de analito 

que proporciona una señal igual a la del blanco (�̅�) más diez veces la 

desviación estándar del blanco (sB). 

𝐿𝑂𝑄 = �̅� + 10𝑠𝐵 

En este punto, la desviación estándar es de casi 30 % y disminuye con 

rapidez a medida que las concentraciones son mayores. 

Ec. 6 

Ec. 7 

Ec. 8 
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Límite de linealidad (LOL). 

Una desviación de 5 % de la linealidad se considera como el límite superior. 

Las desviaciones de la linealidad son comunes a altas concentraciones 

debido a las respuestas no ideales de los detectores o a efectos físicos o 

químicos del analito. Ambos limites ayudan a definir el intervalo lineal de 

un método analítico 48. La espectroscopía de emisión presenta un 

intervalo lineal bastante amplio (ejemplificado en la Tabla 5) alrededor de 

5 a 6 órdenes de magnitud 67. 

Elemento/Longitud 

de onda 

Intervalo lineal 

(ppm) 

Cu 327.393 300 

Mn 257.610 40 

Mo 202.031 125 

Tabla 5. Intervalo lineal reportado para algunos metales. 

2.3.5  Sensibilidad. 

Es la variación de la respuesta del instrumento que corresponde a una 

variación de la magnitud medida, es decir es una medida de la aptitud 

para discriminar entre pequeñas diferencias de concentración del analito. 

Hay dos factores que limitan la sensibilidad: la pendiente de la curva de 

calibración y la reproducibilidad o precisión del dispositivo de medición. 

De los dos métodos que tienen igual precisión, el que tiene la curva de 

calibración con mayor pendiente será la más sensible. Al encontrarlos con 

pendientes iguales para la curva de calibración el que muestre la mejor 

precisión será el más sensible 48.  

Curva de calibración. 

La calibración determina la relación entre la respuesta analítica y la 

concentración del analito. Observar Figura 27. La relación se determina 

mediante estándares químicos.  
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Figura 27. Ejemplo de curva de calibración con respuesta lineal 66. 

Linealidad. 

La linealidad define la habilidad del método para obtener resultados de la 

prueba proporcionales a la concentración del analito y es un requerimiento 

fundamental en la práctica del análisis químico cuando se realizan curvas 

de calibración.  La representación gráfica del intervalo de linealidad debe 

exhibir una buena correlación de los puntos experimentales. Un 

coeficiente de correlación con valor de uno, indica que los resultados se 

ajustan perfectamente a una línea recta y un valor igual a cero, indica 

que no hay ningún tipo de linealidad en los resultados. Este intervalo de 

linealidad, observado en la Figura 28, permite definir el intervalo de 

trabajo, para evaluar el intervalo de trabajo, el laboratorio tiene que 

considerar tanto la linealidad del método como el procedimiento de 

calibración propuesto indicado en el método 64. 
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Figura 28. A. Ejemplo típico de una curva de respuesta obtenida con un método instrumental. Se 

identifican las características de desempeño ‘intervalo de trabajo’, ‘intervalo lineal’, ‘sensibilidad 

analítica’, ‘LOD’ y ‘LOQ’. B.  Ejemplo típico de una curva obtenida con un procedimiento de 

medición en el que se representa la concentración medida en función de la concentración de la 

muestra de ensayo 61. 

Al realizar una curva de calibración se recomienda: 

o Si el laboratorio se encuentra desarrollando un nuevo método que 

el número de puntos mínimo sea de cinco o seis para que la 

variabilidad sea mínima y el intervalo lineal sea suficiente. Se 

requiere un mínimo de cinco puntos para un intervalo de confianza 

del 95 % y de ocho puntos para uno del 99 % 68. Actualmente el 

número de puntos utilizados varia de 6 a 10 61. 

o Realizar cada medición por duplicado o triplicado 61. 

o Los puntos de concentraciones deben encontrarse espaciados 

uniformemente en el intervalo lineal 61. 

o La concentración de la muestra debe estar incluida en el intervalo 

de los estándares usados, de preferencia se debe encontrar en un 

punto intermedio de la recta obtenida. 

Al considerar la precisión  para el cálculo de la sensibilidad analítica, se 

obtiene un nuevo término denominado sensibilidad γ como cociente de la 

pendiente de la recta (m) y la desviación estándar de la medida (ss) 63.  
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𝛾 =
𝑚

𝑠𝑠
 

2.3.6  Selectividad. 

Se refiere al grado al cual el método analítico está libre de la interferencia 

de otras especies contenidas en la matriz de la muestra. Ningún método 

analítico está libre de interferencias de otras especies y se deben tomar 

medidas para minimizar los efectos de estas interferencias. Gracias a las 

características del ICP-OES los espectros de emisión permiten descartar 

la presencia de interferentes en la muestra. 

2.3.7  Robustez.  

La “robustez” de un procedimiento analítico es una medida de la 

capacidad del método para no afectarse por pequeñas variaciones 

premeditadas de los parámetros del método. La robustez proporciona una 

indicación de la fiabilidad del método durante su uso normal. El objetivo 

de esta prueba es optimizar el método desarrollado y establecer las 

condiciones bajo las cuales se pueden obtener resultados confiables. 

3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Es necesario desarrollar y validar una metodología para la determinación 

de los componentes de las muestras biológicas provenientes del hígado 

de una rata. Adicionalmente, se pretende analizar la tendencia del 

contenido de elementos en función de la inducción de fibrosis dependiente 

del tiempo de sacrificio.  

4 OBJETIVOS. 

4.1 GENERAL. 

Desarrollar una metodología analítica utilizando digestión con microondas 

para la determinación de elementos presentes en muestras de hígado de 

Ec. 9 
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rata sano y en distintas etapas de fibrosis hepática, por medio de ICP-

OES. 

4.2 PARTICULARES. 

• Desarrollar una metodología para la digestión de las muestras de 

hígado de rata utilizando microondas. 

• Desarrollar un método para el análisis químico de las muestras de 

hígado de rata mediante ICP-OES. 

• Identificar y cuantificar los elementos de interés en las muestras de 

hígado de rata. 

• Evaluar las interferencias físicas, químicas y espectrales de los 

elementos analizados (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo y Zn) 

• Identificar y cuantificar los elementos que presentan cambios 

significativos de concentración en las muestras de hígado de rata. 

• Validar parcialmente el método analítico propuesto para la 

determinación de elementos en muestras de hígado de rata 

mediante ICP-OES. 

5 HIPÓTESIS. 

Al lograr el desarrollo de una metodología adecuada para el análisis de la 

muestra será posible observa alguno de los efectos presentes derivados 

de la fibrosis hepática inducida. 

6 METODOLOGÍA. 

6.1 MUESTREO PARA EL HÍGADO DE RATA. 

6.1.1 Inducción de cirrosis.  

La inducción de fibrosis hepática en ratas y su evaluación histológica se 

llevó a cabo en la Unidad de Medicina Experimental, UNAM, Hospital 

General de México “Dr. Eduardo Liceaga”. En este lugar se estudiaron 20 
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ratas macho Winstar, de 6 semanas de edad, peso entre 190g y 220g. Se 

formaron aleatoriamente 4 grupos de 4 ratas a los que se les indujo 

fibrosis con una disolución al 33 % en aceite de oliva de tetracloruro de 

carbono (CCl4). Se les administró intra-peritonealmente una dosis inicial 

de 250 µL dos veces por semana. La dosis fue ajustada después de 

aumentar la masa de la rata un 20 % del peso inicial a 1 µL/g por semana.  

Los grupos de ratas fueron sacrificados en diferentes periodos de 

inducción de fibrosis. Se añadió otra rata Winstar como “control” a la que 

se le inyectó aceite de oliva como placebo, para simular las condiciones 

de crianza y estrés de los animales dando un total de 5 ratas por grupo. 

El método general se describe en la Tabla 6 69. 

Grupo 
Total de ratas 

estudiadas (n) 

Tiempo de 

tratamiento 

T1 4 + 1 (control) 4 semanas 

T2 4 + 1 (control) 8 semanas 

T3 4 + 1 (control) 12 semanas 

T4 4 + 1 (control) 18 semanas 

Tabla 6. Grupos de ratas con fibrosis inducida 

6.1.2 Muestreo. 

Para obtener la muestra a analizar se sacrificaron a las ratas y se extrajo 

el hígado entero para ser conservado en una solución amortiguada con 

PBS (amortiguador fosfato salino) de formaldehído 3.8 %. La composición 

del PBS se presenta en la Tabla 7 19. 

Compuesto Concentración (mmol/L) 

NaCl 137 

KCl 2.7 

Na2HPO4 8.1 

KH2PO4 1.5 

Tabla 7. Composición del amortiguador fosfato salino. 
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Al laboratorio del grupo de trabajo de la Facultad de Química que elaboró 

el presente trabajo, se entregaron algunos fragmentos del lóbulo medial 

derecho (señalado en la Figura 29) de los hígados y otros trozos adiciones 

pertenecientes al lóbulo lateral izquierdo esto con la finalidad de 

desarrollar la metodología de análisis de elementos por medio de ICP-OES 

y poder comparar a futuro esta técnica con la identificación de elementos 

por medio de Espectroscopía de Rompimiento Inducido por Láser 19.   

 

Figura 29. Cara visceral del hígado. 1. Lóbulo lateral derecho; 2. Lóbulo medial derecho; 4. 

Lóbulo lateral izquierdo; 5. Lóbulo medial izquierdo; 6. Proceso caudado del lóbulo caudado 19.  

Cada hígado fue analizado histológicamente en tres regiones diferentes, 

sin encontrarse diferencias estadísticamente significativas en los 

diagnósticos asignados a cada hígado uno 70. 

La Tabla 8 presenta las muestras analizadas con la nomenclatura 

registrada en el ICP-OES (Columna 1) y los pesos correspondientes 

(Columna 2). La descripción de la nomenclatura (Columna 3) reasignada 

para cada muestra es dependiente de la rata sacrificada en cada grupo, 

el modelo utilizado, el tiempo de sacrificio y la zona del hígado. Esta 
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nomenclatura ayuda a identificar las muestras en los resultados y su 

respectivo análisis. 

Las primeras dos letras en la reasignación de nomenclatura significan: 

o RA, RB, RC y RD: La primera letra “R” denota que se trata de una 

muestra de hígado a la que se le inyectó la disolución al 33 % en 

aceite de oliva de CCl4. Las cuatro ratas a las que se les indujo 

cirrosis se identificaron como la letra A, B, C o D, en la segunda 

posición para diferenciarlas entre sí. 

o CN: Se trata de la muestra control de cada grupo (T1, T2, T3 y T4).  

o CR: Repetición de la muestra control. Misma muestra sólida, pesada, 

digerida y analizada por separado. 

o FL y FS: La primera letra “F” significa que estas muestras se 

encuentran fuera del modelo, es decir, se inyectó el aceite de oliva, 

pero no se criaron en conjunto con el resto de las ratas. Si la 

muestra fue liofilizada (congelada y posteriormente introducida a 

una cámara de vacío para separar el contenido de agua por 

sublimación) la segunda letra será “L”. Si la muestra fue secada en 

con la estufa la segunda letra será “S”. 

Las 2 letras consecuentes significan: 

o T1, T2, T3 y T4: El grupo al que pertenecen, es decir, el momento 

en que fue sacrificada la rata. 

o TD: Ratas fuera de modelo que fueron sacrificadas a las 6 

semanas de edad. 

Las últimas dos letras denotan la zona del hígado de rata que fue 

muestreado: 

o MD: Se trata de un segmento de lóbulo medial derecho. 

o LI: Se trata de un segmento de lóbulo lateral izquierdo. 
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Nomenclatura de 

muestras registrada     

en el equipo 

Masa (g) 

Reasignación de 

nomenclatura  

M5T2BLP  0.1002 RBT2LI 

M5T2ALP  0.1017 RAT2LI 

M5T2S (B) 0.0688 CNT2MD 

M5T2S (A) 0.067 CRT2MD 

M HR SANO 0.0326 FSTDMD 

M5T3C 0.0517 RCT3MD 

M5T4B 0.0488 RBT4MD 

M5T3A 0.0519 RAT3MD 

M5T4E 0.0512 RDT4MD 

M5T2B 0.052 RBT2MD 

M5T4SLP 0.0377 CNT4LI 

M5T3CLP 0.0593 RCT3LI 

M5T4BLP 0.0496 RBT4LI 

Liofilizada 0.0445 FLTDMD 

M5T1B 0.1050 RBT1MD 

M5T1BLP 0.0510 RBT1LI 

M5T3SLP 0.1335 CNT3LI 

M5T3S 0.0698 CNT3MD 

M5T2A 0.0670 RAT2MD 

Tabla 8.  Muestras recibidas por el laboratorio de análisis químico 

Tres histopatólogos de la Unidad de Medicina Experimental evaluaron (de 

manera independiente) 160 imágenes para diagnosticar el grado de 

fibrosis en las 4 ratas inyectadas con CCl4, dando un total de 16 hígados 

analizados por medio de 10 cada uno. Las ratas control no fueron 

inyectadas con CCl4 por lo que se asumió que no tenían fibrosis. El 

diagnóstico se hizo de acuerdo con el puntaje METAVIR. La escala 

METAVIR gradúa la fibrosis en 5 estadios: F0 (ausencia de fibrosis), F1 
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(fibrosis portal), F2 (fibrosis periportal), F3 (puentes de fibrosis entre 

espacios porta) y F4 (cirrosis). 

Los resultados estadísticos del puntaje METAVIR se obtuvieron de la 

referencia 19. En los resultados presentados en la Tabla 9 se observa que 

la dispersión de la enfermedad no es uniforme. 

T1 Moda Promedio ± σ T3 Moda Promedio ± σ 

A F1 1.0 ± 0.0 A F2 2.4 ± 0.3 

B F3 2.6 ± 0.5 B F3 3.3 ± 0.7 

C F2 1.7 ± 0.5 C F3 2.6 ± 0.5 

D F1 1.3 ± 0.5 D F3 3.1 ± 0.3 

T2 Moda Promedio ± σ T4 Moda Promedio ± σ 

A F1 1.4 ± 0.3 A F4 3.9 ± 0.1 

B F2 1.9 ± 0.5 B F4 4.0 ± 0.0 

C F2 1.6 ± 0.5 C F3 2.7 ± 0.5 

D F2 2.0 ± 0.5 D F4 3.8 ± 0.4 

Tabla 9.Estadísticas del puntaje METAVIR de imágenes por muestra para los diferentes grupos. 

6.2 INSTRUMENTACIÓN Y EQUIPO. 

6.2.1 Secado de muestra. 

El secado de la muestra se realizó con una estufa Heraus RB360, ver 

Figura 30, cuenta con orificio en la parte superior donde se colocó un 

termómetro para verificar que la temperatura estuviera entre 50-80 °C. 
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Figura 30. Estufa Heraus RB360 

6.2.2 Digestión de la muestra. 

La digestión de la muestra se realizó con un horno de microondas High 

Performance Microwave Digestion Unit 1200. Cuenta con 6 tubos de teflón 

para digestión. Ver Figura 31. 

6.2.3 Análisis químico de la muestra. 

El instrumento utilizado para el análisis químico es un ICP-OES OPTIMA 

4300 DV (Figura 32) ubicado en el laboratorio 208-209 del edificio “D” del 

departamento de Ingeniería Química Metalúrgica de la Facultad de 

Química en la UNAM. 

 

 

 

Figura 31. Horno de microondas "High Performance Microwave Digestion Unit 1200" con 
tubos, tapas y camisas de digestión. 
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Figura 32. Equipo ICP-OES OPTIMA 4300 DV ubicado en la Facultad de Química, UNAM. 

6.3 MATERIAL Y REACTIVOS. 

El material y reactivos empleados durante todo el desarrollo 

experimental se enlistan a continuación: 

Material 

o Matraces volumétricos clase A marca Kimax de 10 mL, 25 mL, 50 

mL y 100 mL 

o Micropipetas marca Labsystems 500 µL, 100 µL y 50 µL. 

o Espátula de metal. 

o Mortero de ágata con pistilo.  

o Tubos Falcon polipropileno de 15 mL. 

o Vasos de precipitados. 

o Vidrio de reloj. 

o Termómetro de mercurio. 

o Envases de plástico. 

o Balanza analítica Ohaus modelo Analytical Plus. 

Reactivos 

• Ácido nítrico concentrado 65 % marca Suprapur. 
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• Gas argón Grado 4.8 marca INFRA. 

• Estándar Primario S-21 marca PerkinElmer. 

• Agua desionizada ASTM tipo 1 (conductividad eléctrica a 25 ̊C, 

0.056 μS/cm). 

• Peróxido de Hidrógeno grado analítico marca J.T. Baker. 

• Estándar de hígado bovino “SMR 1577c” certificado por el NIST. 

• Disoluciones QC (Control de calidad) de 100 ppb de la marca 

PerkinElmer. 

6.4 PREPARACIÓN DEL EQUIPO. 

Antes de introducir la muestra, es necesario verificar la limpieza de los 

inyectores, antorcha, cámara de rocío y nebulizador, así como verificar 

que funcionen de forma adecuada todos los componentes, posteriormente 

se enciende el recirculador, el extractor y el equipo; el tanque de argón 

debe abrirse una vez que se verifique la cantidad necesaria para realizar 

el análisis (presión de entrada de 80 psi). El equipo ICP-OES requiere 

encenderse aproximadamente 4 horas previo al experimento. En este 

tiempo el espectrómetro y el detector alcanzan la temperatura ideal para 

disminuir la resistividad de los componentes en el equipo (-40 °C).  

6.5 MÉTODO EMPLEADO. 

6.5.1 Optimización de condiciones. 

Con el objetivo de obtener resultados con mejor sensibilidad y precisión 

se ajustan los parámetros del ICP-OES. Los parámetros utilizados para 

las muestras biológicas analizadas son óptimos con los valores 

presentados en la Tabla 10. 
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Potencia 

(W) 

Flujo de bomba 

peristáltica 

(mL/min) 

Visión 

de 

lectura 

Nebulizador 

(L/min) 

Tiempo 

de 

lectura 

(s) 

Flujo de Argón 

1400 2.0 Axial 0.5 15 

Neb 

(L/min) 

Plasma 

(L/min) 

Aux 

(L/min) 

0.5 15 0.2 

Tabla 10. Optimización de parámetros para muestras biológicas. 

6.5.2 Desarrollo experimental. 

Las muestras de hígado de rata se conservaron en formaldehído al 3.8 % 

de alta pureza y posteriormente se realizó el análisis del contenido de 

elementos vía ICP-OES. El tratamiento de la muestra fue el siguiente: 

A. El formaldehído de la muestra se filtró con un embudo de 

decantación rápida; pequeños trozos de la muestra se colocaron en 

un tubo Falcon de 15 mL. 

B. Las muestras se introdujeron en un Horno Heraew entre 50-80°C y 

se determinó la masa cada 4 h hasta observarse constante. El 

periodo de secado fue de 1-2 días. 

C. En un mortero de Agatha se molió el hígado hasta obtener un polvo 

fino de aspecto uniforme. 

D. Se pesaron alrededor de 0.03 a 0.10 g de la muestra seca 

E. Se introdujo la masa pesada en el tubo de digestión. 

F. Se agregaron con 5 mL de HNO3 suprapuro y 2 mL de H2O2 grado 

analítico al tubo de digestión. La masa pesada por muestra se indica 

en la Tabla 8 presentada con anterioridad. 

G. Se procedió a tapar los tubos de digestión y colocar las “capuchas” 

cuidando que no haya residuos líquidos o sólidos en las paredes 

externas del tubo de digestión, esto con la finalidad de evitar dañar 

el tubo durante la reacción. Al terminar se ajustaron todos los 

recipientes al carrusel. 
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H. Se aplicó el programa para “Muestras orgánicos con reacciones 

exotérmicas rápidas" detallado en la Tabla 11. El límite de masa 

para esta digestión es igual a 0.75g de muestra. 

Potencia (W) Tiempo (min) 

250 1 

0 2 

250 5 

400 5 

600 5 

Tabla 11.  Programa de digestión para el equipo Milestone “High Performance Microwave 

Digestion Unit 1200”. 

I. Al terminar la reacción se debe manejar con extrema precaución los 

tubos de digestión debido a que la reacción desprende vapores. Los 

tubos de digestión se colocaron en un baño de agua fría. 

J. Una vez enfriados, el líquido al interior fue decantando a un matraz 

aforado de 10 mL y llevado a la línea de aforo con agua desionizada. 

K. La muestra se analizó en un equipo ICP-OES OPTIMA 4300 DV. 

Control de calidad. 

Para verificar el funcionamiento del ICP-OES, se cuantificaron los 

elementos de interés con un control de calidad (QC) de 100ppb y se 

obtuvo el porcentaje de recobro.  

Los resultados se presentan en la Tabla 12:  

 

 

 



 

68 
 

Analito QC1 RSD1 QC2 RSD2 QC3 RSD3 

Ca 91.7997 1.72779 95.8898 4.00436 94.8448 1.36755 

Cu 92.2900 1.80920 98.9198 1.35114 98.9088 2.39495 

Fe 96.9052 2.11148 93.8801 1.48119 98.2808 0.79107 

Mg 93.5563 1.57970 100.836 0.76622 101.231 0.84563 

Mn 94.3390 1.36493 95.4743 1.14865 96.3622 1.39293 

Mo 93.7149 1.81815 92.4236 2.86801 94.3229 0.32801 

Zn 93.8781 1.93168 91.8962 2.47640 92.0156 0.95080 

Tabla 12. Resultados del porcentaje de recobro para el control de calidad. 

Las detecciones se realizaron 3 veces por triplicado. Todos los porcentajes 

de recobro se encuentran entre 90 % y el 102 %, con estos resultados se 

confirmar que el instrumento opera adecuadamente. 

6.5.3  Validación preliminar del método empleado. 

Para la validación preliminar del método se utilizó un estándar certificado 

de hígado bovino. En el laboratorio de trabajo se reportan lo siguientes 

criterios para la validación: 

o La desviación estándar y el RSD para la precisión.  

o Análisis de Varianza (ANOVA) para determinar la repetibilidad de la 

técnica. 

o El porcentaje de recobro para la veracidad. 

o El límite de detección y el límite de cuantificación.  

o Las curvas de calibración para evaluar la sensibilidad (pendiente de 

la curva) y linealidad (coeficiente de correlación lineal). 

o Las interferencias espectrales para la selectividad. 

o La comparación de otros métodos desarrollados en el equipo de 

trabajo para la robustez.  

Se llama a esta validación “preliminar” pues aún no se ha elaborado un 

protocolo normalizado de trabajo (PNT), ni se han realizado pruebas de 
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reproducibilidad (inter-laboratorio), sin embargo, los datos y el estudio 

realizado hasta el momento confirman el diseño exitoso de la metodología. 

Curva de Calibración. 

Las curvas de calibración fueron procesadas con software WinLab 32 y se 

obtuvieron para cada uno de los elementos en el estándar, sin embargo, 

solo se reportan aquellas que fueron de utilidad para el análisis del 

contenido de elementos en las muestras.  

Preparación de los estándares de calibración. 

En la  Tabla 13 se enlistan las concentraciones por elemento de los 

estándares multielementales empleados en las diluciones para la curva de 

calibración, al realizar esta curva es necesario interpolar por medio de 

una relación lineal entre la concentración de los estándares de referencia 

y la intensidad de luz detectada.  

Estándar 
Elementos presentes y su 

concentración [mg/L] 

Estándar Multielemental de 

Control de Calidad 21 

As, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, 

Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sr, Ti, 

Tl, V, Zn. Todos con C = 100 mg/L 

 Tabla 13. Estándares utilizados (PerkinElmer) y las concentraciones de los elementos 

contenidos. 

La curva de calibración se determinó con 7 puntos, la preparación de las 

diluciones y el material empleado se detalla en la Tabla 14 presentada a 

continuación. Adicionalmente, se emplearon las Ecuaciones 10 y 11, para 

calcular la concentración final de cada elemento. 

 

Ecuación 10 

𝐶1𝑉1 = 𝐶2𝑉2 
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Donde: 

𝐶1 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛) [=]  𝑝𝑝𝑚  

𝑉1 = 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑎𝑙í𝑐𝑢𝑎𝑡𝑎 (𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 [=]  𝐿 

𝐶2 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑝𝑢𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛) [=] 𝑝𝑝𝑚 

𝑉2 = 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑚𝑎𝑡𝑟𝑎𝑧 𝑎𝑓𝑜𝑟𝑎𝑑𝑜)  [=] 𝐿 

La concentración inicial para los elementos es la reportada en la Tabla 13, 

a excepción del primer punto de calibración (0.02 ppm) que se prepara a 

partir de una disolución de concentración igual a 1 ppm. La concentración 

final es la utilizada para los 7 puntos de calibración (0.02 ppm , 0.05 ppm, 

0.1 ppm, 0.15 ppm, 0.5 ppm, 1 ppm, 5 ppm) donde 1 ppm es equivalente 

a 1 mg/L. 

Para preparar las disoluciones se usaron matraces aforados de 10 mL y 

100 mL, por lo tanto, se debe calcular el volumen de la alícuota, tomado 

con micropipetas de volumen fijo LABSYSTEMS de 50 µL, 100 µL y 500 

µL.  

El despeje para la Ecuación 11 es el siguiente: 

Ecuación 11. Ejemplo de cálculo.  

Punto de la curva: 5 ppm/ Matraz: 100 mL/ Estándar: 100 ppm  

 

𝑉1 =
𝐶2𝑉2

𝐶1
=

5
𝑚𝑔

𝐿 ∙ 10 𝑚𝐿 ∙ 1000 𝜇𝐿

100 
𝑚𝑔

𝐿 ∙ 1 𝑚𝐿
= 500 𝜇𝐿 
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Concentración 

del punto 

(ppm) 

Volumen del 

matraz (mL) 

Concentración 

del estándar 

inicial (ppm) 

Volumen de 

alícuota (µL) 

0.02 10 1* 200 

0.05 100 100 50 

0.10 100 100 100 

0.15 100 100 150 

0.50 10 100 50 

1.0 10 100 100 

5.0 10 100 500 

Tabla 14. Volumen de alícuota utilizado para la realización de los puntos en la curva de 

calibración. 

En la Tabla 15 se enlistan las concentraciones finales esperadas por 

elemento asociadas a cada punto de calibración. 

Elemento 

Concentración del 

punto de 

calibración (ppm) 

Concentración del 

elemento esperada 

(ppm) 

Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, 

Mo, Zn. 

0.02, 0.05, 0.10, 

0.15, 0.50, 1.0, 5.0. 

0.02, 0.05, 0.10, 

0.15, 0.50, 1.0, 5.0 

 

Tabla 15. Concentración de los elementos en el punto de la curva de calibración. 

Resultados reportados por el software del ICP-OES. 

Todas las curvas de calibración (Figura 33 - Figura 39) presentan un 

coeficiente de correlación lineal alto y superior a 0.999. En la superior 

izquierda aparece la longitud de onda (nm) para el análisis de cada uno 

de los analitos. 
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Figura 35. Curva de calibración hierro.             Figura 36. Curva de calibración magnesio.  
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Figura 33. Curva de calibración para el cobre. Figura 34. Curva de calibración para el calcio. 
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 Figura 38. Curva de calibración para el molibdeno    Figura 39. Curva de calibración para el zinc 

Interferencias espectrales. 

Observando los espectros del estándar certificado de hígado de bovino se 

detectan algunas interferencias en la mayoría de las concentraciones de 

los elementos propuestos a cuantificar en esta metodología. A 

continuación, se enlistan esas interferencias: 

• Desviación de fondo simple: En la Figura 40 se observa un 

desplazamiento (menor al 10 % de la intensidad en el punto más 

alto) hacia abajo de la línea base del espectro, dado que el 

desplazamiento no se presenta en el blanco ni en los estándares de 

calibración, pero sí en el blanco de digestión y el estándar de hígado 

bovino, este desplazamiento se puede atribuir a los efectos de la 

matriz orgánica de la muestra y a la presencia de los ácidos 

utilizados para la digestión, sin embargo, el efecto es mínimo e 

incluso puede estar asociado a la variación de ruido en el 

instrumento. Esta interferencia se corrige fácilmente con el software 

WinLab32. 
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Figura 40. Desviación de fondo simple. A la derecha se encuentra el espectro de emisión para el 

calcio sin la traslación de la línea base. A la izquierda se encuentra el espectro corregido. 

 

• Corrimiento en el punto máximo del espectro: El punto máximo de 

intensidad se encuentra desplazado ligeramente, sin embargo, no 

es un error ocasionado por la muestra, pues también se percibe en 

el blanco y puntos de calibración, se puede atribuir al equipo y no 

representa un problema para al análisis, puede corregirse con el 

software WinLab32 como se observa en la Figura 41. 

 

• Interferencias restantes: No se observaron variaciones de 

pendiente, traslape espectral directo ni desviación compleja de 
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Figura 41. Corrimiento del punto máximo de intensidad. A la derecha se encuentra el espectro 
de emisión para el Cobre previo a la corrección del método. A la izquierda se encuentra el 

espectro ajustado a la longitud de onda correcta para el Cobre. 
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fondo.  A continuación, se presentan los espectros correspondientes 

a cada elemento (Figura 42 - Figura 48) con la finalidad de 

demostrar la selectividad del método. Los espectros ya cuentan con 

la corrección por desviación de fondo simple y corrimiento del punto 

máximo: 
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    Figura 42.Espectro de emisión para el Ca.             Figura 43. Espectro de emisión para el Cu.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 44. Espectro de emisión para el Fe                 Figura 45. Espectro de emisión para el Mg. 
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Figura 46. Espectro de emisión para el Mn.                Figura 47. Espectro de emisión para el Mo. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Espectro de emisión para el Zn. 

 

Los altos porcentajes de recobro y la preservación de la forma de los 

espectros de emisión demuestran la baja interferencia de otras especies 

para los elementos analizados por lo que se puede suponer que no hay 

interferencias de fondo complejo significativas y el análisis es posible a 

las longitudes de onda propuestas.  
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Tabla conjunta de los parámetros utilizados para la validación del 

método. 

En la Tabla 16 se engloban todos los parámetros numéricos necesarios 

para la validación del método, como se mencionó con anterioridad, esta 

validación empleo un estándar de hígado bovino con clave 1577c y una 

masa de 0.1 g, posterior a la digestión, la muestra fue aforada a un 

volumen final igual a 13 mL en un matraz volumétrico de clase A. La 

digestión y análisis se realizaron de la misma forma propuesta en la 

sección 6.5.2. 

Analito 
Concentración 

(ppm) 
s RSD 

Recobro 

(%) 

(LOD) 

Límite de 

detección 

(LOQ) 

Límite de 

cuantificación 

Sensi-

bilidad 

mcalibración 

Linea-

lidad 

(r) 

Ca 0.7379 0.090 7.68 73.231 0.464 0.538 148.96 0.9994 

Cu 1.7154 0.110 6.38 81.030 0.012 0.016 138.96 0.9996 

Fe 1.0893 0.084 7.26 71.540 0.067 0.078 54.771 0.9998 

Mg 3.0633 0.197 6.40 64.229 0.010 0.012 311.21 0.9997 

Mn 0.0503 0.004 6.66 62.541 0.008 0.009 412.05 0.9999 

Mo 0.0295 0.001 2.43 116.27 0.007 0.013 12.197 0.9998 

Zn 0.7701 0.061 7.90 55.275 0.009 0.012 25.834 0.9999 

Tabla 16. Parámetros para la validación de método. 

Los porcentajes de recobro para el Mg, Mn y Zn se encuentran por debajo 

de lo necesario para calificar la determinación de contenido como 

“cuantitativa”. Esto puede ser consecuencia del bajo rendimiento de 

digestión, que evitó que estos elementos se disolvieran adecuadamente 

en la mezcla de ácidos o bien al alto contenido de los analitos en el blanco 

de digestión. La concentración de molibdeno determinada es más del 

porcentaje de la que se supone tiene el estándar, este error puede ser 

introducido por el ruido del equipo, por el contenido presente en el blanco 

de digestión, o bien alguna interferencia física o química, dado que la 

concentración de molibdeno en la muestra es muy baja. Es necesario 

aumentar la masa digerida si se requiere cuantificar este metal. El resto 
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de los elementos pueden ser cuantificados bajo los criterios de este 

laboratorio y aunque el porcentaje de recuperación de Mg, Mn y Zn no 

son los esperados los resultados obtenidos bajo esta metodología dan 

información de la tendencia que sufren estos elementos “cualitativamente” 

para las etapas de fibrosis inducida. 

Repetibilidad (ANOVA). 

Los resultados presentados para al análisis de repetibilidad se reportan 

en mg de analito en cada kg de muestra [𝐶 =
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝐾𝑔 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
]. El algoritmo de 

cálculo se presenta a continuación: 

𝐶𝑚𝑔
𝐾𝑔⁄

= (𝑆𝐷 − 𝑆𝐵)
𝑉𝑎

𝑚𝑑
 

[𝐶𝑚𝑔
𝐾𝑔⁄

] = [(∆𝑝𝑝𝑚)
𝑉𝑎 𝑒𝑛 𝑚𝐿 

𝑚𝑑 𝑒𝑛 𝑔
] =

𝑚𝑔

𝐿
∙

𝑚𝐿

𝑔
∙

1 𝐿

1000 𝑚𝐿
∙

1000 𝑔

1 𝐾𝑔
 

Donde:  

SD: Es la señal detectada para la muestra. 

SB: Es la señal detectada para el blanco. 

Va: Es el volumen de aforo en mililitros. 

md: Es la masa digerida de muestra en gramos. 

La prueba de repetibilidad se realizó utilizando la calculadora en línea 

disponible en la referencia 71, se planteó el análisis de varianza de un vía 

de muestras independientes para comparar la medias obtenidas para 

cada grupo de datos. Las determinaciones de contenido de elementos se 

realizaron el mismo día, en el mismo equipo, con la misma curva de 

calibración, en tres grupos diferentes, cada medición por triplicado. Los 

datos utilizados para el análisis de varianza se presentan en la Tabla 17: 

Ec. 12 
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Prueba/ 
Concentración 

Ca[
𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Cu[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Fe[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Mg[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Mn[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Mo[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] Zn[

𝒎𝒈

𝑲𝒈
] 

Prueba 1 C1 119.91 266.985 172.234 478.113 7.971 4.556 122.445 

Prueba 1 C2 116.83 266.705 168.918 474.887 7.784 4.305 119.038 

Prueba 1 C3 95.233 238.217 149.025 425.463 6.890 4.556 105.048 

Prueba 2 C1 111.42 285.734 161.204 492.832 7.842 3.775 118.776 

Prueba 2 C2 116.83 290.454 162.218 501.837 8.059 3.797 119.254 

Prueba 2 C3 118.00 292.711 165.602 505.319 8.088 3.766 118.776 

Prueba 3 C1 91.428 204.232 156.281 491.517 8.259 3.796 123.663 

Prueba 3 C2 87.707 289.006 155.422 490.378 8.376 3.866 126.866 

Prueba 3 C3 89.637 290.432 150.928 479.068 8.229 3.798 123.568 

Tabla 17. Resultados utilizados para la prueba de análisis de varianza. 

Para determinar si cualquier diferencia entre las medias es 

estadísticamente significativa, se compara el valor p, presentado en la 

Tabla 18, con el nivel de significancia para evaluar la hipótesis nula. La 

hipótesis nula indica que las medias de población son todas iguales. El 

nivel de significancia (α) utilizado es del 0.05, es decir la prueba es 95 % 

confiable 65. Al realizar la prueba de hipótesis los resultados pueden ser: 
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• Valor de p ≤ 0.05: Las diferencias las medias son estadísticamente 

significativas para algún caso. 

• Valor de p > 0.05: Las diferencias entre las medias no son 

estadísticamente significativas. 

Analito Valor de p Conclusión 

Ca 0.0172 No es repetible 

Cu 0.4128 Es repetible 

Fe 0.3129 Es repetible 

Mg 0.0783 Es repetible 

Mn 0.0987 Es repetible 

Mo 0.0001 No repetible 

Zn 0.1930 Es Repetible 

Tabla 18. Resultados de repetibilidad. 

Adicionalmente, se realizó una prueba HSD de Tukey (Tabla 19) para los 

analitos que no son repetibles, esto con la finalidad de verificar las 

diferencias en las medias aritméticas de los grupos entre sí. 

Analito Tukey Observaciones 

Ca µ1= µ2  

µ1, µ2 ≠ µ3, p < 0.05 

Solo la media de la 

prueba tres es 

diferente. 

Mo µ2= µ3  

µ2, µ3 ≠ µ1, p < 0.1 

La media de la prueba 

1 es diferente a las 

otras dos. 

Tabla 19. Resultados de la prueba de Tukey. 

Si se ajusta el intervalo de confianza al 90 % la determinación de Ca sería 

repetible, esta información junto con la prueba de Tukey permite decidir 

usar este diseño experimental para la determinación cualitativa del metal. 

Es necesario realizar una segunda prueba de repetibilidad para el Ca pues 

el experimento 3 no es repetible comparado con los otros dos 
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experimentos. Para verificar esta hipótesis en necesario hacer un análisis 

estadístico con más datos y descartar la posibilidad de que la prueba tres 

se trate de un error ocasionado por alguna impureza en el sistema de 

inyección de la muestra o sea un caso aislado por alguna variación en el 

equipo, método de digestión o contaminantes en el material de vidrio 

utilizado. 

Gracias al análisis de varianza y a la prueba de Tukey, se comprueba que 

la determinación de molibdeno no es repetitiva y la variación entre los 

datos extraídos por el equipo es muy alta, a diferencia del calcio en el que 

se utilizan los datos para realizar un estudio cualitativo, para el molibdeno 

se decidió que la falta de repetibilidad sumada a la relación de la 

concentración del blanco (15 %) con la señal detectada ocasiona que las 

mediciones no sean confiables. 

Robustez. 

Aunque no se diseñó una prueba estricta de robustez para la metodología, 

la concentración para las muestras de hígado de rata varía comparadas 

con el estándar bovino. Mientras se desarrollaba la metodología, la 

concentración de elementos en la muestra era superior al punto más alto 

en la curva de calibración, por lo que se agregaron puntos de estándares 

iguales a 1 ppm y 5 ppm. Las propiedades de linealidad no cambiaron 

significativamente. Adicionalmente, se sabe por proyectos desarrollados 

con anterioridad en el laboratorio de trabajo 57 y  44 que el análisis químico 

vía ICP-OES presenta intervalos de linealidad amplios y se pueden realizar 

modificaciones sin afectar el método. Después de las modificaciones 

pertinentes al método para mejorar la determinación cuantitativa, es 
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necesario realizar una prueba de robustez e incluirla en el protocolo 

normalizado de trabajo. 

7 RESULTADOS. 

7.1 LONGITUD DE ONDA SELECCIONADA. 

La longitud de onda seleccionada para el análisis de las muestras es la 

misma utilizada para la validación del método. Éstas se presentan en la 

Tabla 20. 

Analito Longitud de 

onda (λ) 

Ca 317.933 

Cu 327.393 

Fe 238.204 

Mg 285.213 

Mn 257.610 

Zn 206.200 

Tabla 20. Longitud de onda de análisis de los analitos. 

7.2 DETERMINACIÓN DE ELEMENTOS EN LAS MUESTRAS. 

7.2.1 Contenido de analito por muestra. 

A continuación, se presentan las gráficas de los resultados experimentales 

agrupadas por elemento (Figura 49 - Figura 54). La concentración del 

analito se reporta en mg de analito en cada kg de muestra 

[𝐶 =
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝐾𝑔 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
]. Esto con la finalidad de observar el orden de magnitud 

por elemento en las muestras de hígado de rata sin importar la etapa en 

la que se encuentran, permitiendo comparar los datos entre sí. Más 

adelante se hará una clasificación y análisis más profundo de estos datos. 
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La muestra RBT2MD presenta intervalos de concentración por debajo del 

límite de cuantificación permitido por el método, aunque el muestreo del 

hígado de rata se realizó con precaución considerando la zona o región 

cortada, no se puede descartar la posibilidad de cometer un error en el 

muestreo o en la homogenización de la muestra. Otro posible motivo del 

error puede deberse a la variación entre individuo e individuo de la 

población, o bien a un error cometido durante el proceso de secado, la 

pesada o la preparación de la disolución. Este resultado fue descartado 

para el análisis de resultados. 
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Calcio. 
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Figura 49. Resultados de la determinación de mg de Ca en cada kg de muestra. 
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Cobre. 

 

Figura 50. Resultados de la determinación de mg de Cu en cada kg de muestra. 

 

 

7.51

8.19

15.51

15.21

34.21

21.50

20.21

26.53

17.48

0.42

16.17

61.84

6.93

11.25

43.84

14.64

9.61

13.47

10.05

0 10 20 30 40 50 60 70

RBT2LI

RAT2LI

CNT2MD

CRT2MD

FSTDMD

RCT3MD

RBT4MD

RAT3MD

RDT4MD

RBT2MD

CNT4LI

RCT3LI

RBT1MD

RBT1LI

CNT3LI

CNT3MD

RAT2MD

RBT4LI

FLTDMD

Concentración Cu [mg/kg]



 

86 
 

Hierro. 

  

Figura 51. Resultados de la determinación de mg de Fe en cada kg de muestra. 
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Magnesio. 

 

Figura 52. Resultados de la determinación de mg de Mg en cada kg de muestra. 
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Manganeso. 

 

Figura 53.  Resultados de la determinación de mg de Mn en cada kg de muestra. 
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Zinc. 

 

Figura 54. Resultados de la determinación de mg de Zn en cada kg de muestra. 
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7.2.2 Clasificación del contenido de elementos en función de la 

concentración promedio. 

En esta sección se presentan las gráficas de contenido de elementos en 

función de la concentración promedio presente en las muestras (Figura 

55 y 56). Comúnmente, se clasifica en elementos mayoritarios, cuando el 

porcentaje en masa es mayor al 1 %, elementos minoritarios, cuando es 

menor al 1 % y elementos traza cuando es menor al 0.01 %, sin embargo, 

dado que la concentración de los elementos en las muestras es muy baja 

solo es posible clasificarlos en elementos minoritarios y elementos traza. 

Es decir, los elementos minoritarios serán los que se encuentran en mayor 

proporción y los elementos traza serán los que se encuentran en menos 

proporción.  
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Figura 55. Elementos minoritarios presentes en la muestra con la 
concentración promedio. 
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A continuación, se presentan las gráficas de todos los resultados 

obtenidos en función de esta clasificación (Figura 57 y 58) a excepción 

del Zn (Figura 59) que en algunas muestras se trata de un elemento 

minoritario y en otras muestras de un elemento traza, por lo que los 

resultados para este elemento se presentan en una gráfica separada. La 

Tabla de Resultados (Tabla 22) se encuentra en el Anexo 2. 
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Figura 57. Gráfica de los resultados experimentales para los elementos trazas. 

Figura 56. Elementos traza presentes en la muestra 

con concentración promedio. 



 

92 
 

 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

C
o
n
c
e
n
tr

a
c
ió

n
 [

m
g
/k

g
]

Elementos Minoritarios 

Ca

Fe

Mg

0

50

100

150

200

250

300

350

C
o
n
c
e
n
tr

a
c
ió

n
 [

m
g
/k

g
]

Zinc 

Figura 59. Gráfica de los resultados experimentales para los elementos minoritarios. 

Figura 58. Gráfica de los resultados experimentales para el Zinc. 
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Para analizar detalladamente los cambios de concentración dependiendo 

de la fase en la que se encuentra el hígado al inducir la fibrosis se 

presentan los resultados de puntaje METAVIR en la Tabla 21.  

Muestra Fase de fibrosis Zona del Hígado 

RBT2LI F2 Lóbulo lateral izquierdo 

RAT2LI F1 Lóbulo lateral izquierdo 

CNT2MD F0 Lóbulo medial derecho 

CRT2MD F0 Lóbulo medial derecho 

FSTDMD FM Lóbulo medial derecho 

RCT3MD F3 Lóbulo medial derecho 

RBT4MD F4 Lóbulo medial derecho 

RAT3MD F2 Lóbulo medial derecho 

RDT4MD F4 Lóbulo medial derecho 

RBT2MD F2 Lóbulo medial derecho 

CNT4LI F0 Lóbulo lateral izquierdo 

RCT3LI F3 Lóbulo lateral izquierdo 

RBT4LI F4 Lóbulo lateral izquierdo 

FLTDMD FM Lóbulo medial derecho 

RBT1MD F3 Lóbulo medial derecho 

RBT1LI F3 Lóbulo lateral izquierdo 

CNT3LI F0 Lóbulo lateral izquierdo 

CNT3MD F0 Lóbulo medial derecho 

RAT2MD F1 Lóbulo medial derecho 

Tabla 21. Evaluación de fibrosis por muestra.  F0, F1, F2, F3 y F4 corresponden al puntaje 

METAVIR y FM son muestras de hígado sano fuera del modelo. 
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Las gráficas presentadas de la Figura 60 a la Figura 65 organizan los datos 

en función de la fase observada en el hígado analizado:  

Figura 60. Gráfica del contenido de Ca (mg/kg) en función de la fase de fibrosis inducida. 
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Figura 61. Gráfica del contenido de Cu (mg/kg) en función de la fase de fibrosis inducida. 
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Figura 62. Gráfica del contenido de Fe (mg/kg) en función de la fase de fibrosis inducida. 
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Figura 64. Gráfica del contenido de Mn (mg/kg) en función de la fase de fibrosis inducida. 
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Figura 63. Gráfica del contenido de Mg (mg/kg) en función de la fase de fibrosis inducida. 
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Figura 65. Gráfica del contenido de Zn (mg/kg) en función de la fase de fibrosis inducida. 
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posterior secado en horno. El tercero y último que la variación de 

contenido de los elementos analizados entre los individuos se encuentra 

en el mismo orden de magnitud que la diferencia de concentraciones para 

ambos procedimientos. Todos los reactivos son grado analítico con 

99.9 % de pureza por lo que la contaminación de la muestra por los 

reactivos es muy poco probable, adicionalmente se realizó un chequeo 

posterior de la mezcla formaldehído PBS en el ICP-OES y las señales 

detectadas se encuentran por debajo del límite de cuantificación para los 

elementos estudiados. Se recomienda que la verificación de la calidad de 

los reactivos con los que se preservan las muestras sea parte de la 

metodología para la determinación del contenido elementos en hígado de 

rata, sin embargo, no se cuenta con información para descartar que los 

resultados obtenidos sean consecuencia del proceso de liofilización o de 

la variabilidad entre individuos. Al tratar con sistemas biológicos es muy 

difícil controlar todas las variables que afectan el estado de salud en los 

animales. Mantener la concentración de los analitos en intervalos 

pequeños se convierte en una tarea complicada por lo que la justificación 

más lógica para la dispersión de los resultados obtenidos sería la 

variabilidad presente en los estos sistemas y no debido al proceso de 

liofilización.  

Observaciones generales para el Ca. 

El contenido de calcio en las muestras presenta mucha variabilidad, va 

desde 39 ppm a 851 ppm, de este metal no se define una tendencia, sin 

embargo, el intervalo de concentración corresponde con los reportados 

por las referencias en la Tabla 2, donde se han presentado 

concentraciones que van desde 1.9 ppm hasta 118.3 ppm. Las 

concentraciones más bajas reportadas en este trabajo se encuentran en 

la fase 2, 3 y 4 de fibrosis inducida. 
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Observaciones generales para el Cu. 

Las observaciones realizadas para el contenido de cobre en las muestras 

son las siguientes: 

o El intervalo de concentraciones reportado va desde 7 ppm a 62 ppm. 

o En el lóbulo medial derecho se observa una disminución en la 

concentración de Cu para la F1, sin embargo, esta tendencia 

desaparece para la F2, donde es ligeramente mayor que F3 y F4, 

es decir el intervalo de concentración del metal es muy parecido 

para éstas tres etapas. 

o El lóbulo lateral izquierdo presenta mucha variabilidad entre las 

diferentes fases al ordenar de forma descendente se obtiene que 

F3>F0>F4>F2. La concentración en el lóbulo lateral izquierdo es 

mayor (LP) en la F0 y F3, para las fases F1 y F4 no se percibe gran 

cambio en la concentración y en el caso de la F2 se observa una 

disminución de concentración de Cu en esta zona. 

De igual forma la mayoría de los resultados obtenidos están dentro de los 

intervalos reportados en las referencias de la Tabla 2. Las muestras 

M5T3CLP y M3T3SLP presentan contenido más alto que los resultados 

reportados con anterioridad por otros grupos de investigación. 

Observaciones generales para el Fe. 

El hierro presenta una tendencia más definida que el calcio, las 

observaciones realizadas son la siguientes: 

o El intervalo de concentraciones va desde 119 ppm a 830 ppm. 

o Se observa una concentración similar de Hierro, en el lóbulo medial 

derecho, para la mayoría de las fases, se reporta entre 287 ppm y 

675 ppm para esta región. 

o A excepción de la F0 y F2 (que puede ser causa de la variabilidad 

entre individuos pues se trata de dos muestras diferentes) la 
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concentración del metal en el lóbulo medial derecho y el lóbulo 

lateral izquierdo parece no diferir significativamente. 

Observaciones generales para el Mg. 

Para el magnesio las observaciones realizadas son las siguientes: 

o El intervalo de concentraciones va desde 183 ppm a 778 ppm. 

o La concentración del metal en el lóbulo medial derecho para F1, F2, 

F3 y F4 parece ser menor que el promedio de concentración 

reportado para F0, sin embargo, nuevamente no se distingue una 

tendencia dado que los valores de concentración determinado se 

encuentran muy cercanos entre sí, de éstas 4 etapas con 

concentraciones similares la más baja se presentó en F3 mientras 

que las más alta en F1. 

o Se observa una concentración similar para el lóbulo medial derecho 

y para el lóbulo lateral izquierdo, a excepción de la F0 y F3, para el 

F0 la concentración en el lóbulo lateral izquierdo es menor, sin 

embargo, en F3 no se puede definir una tendencia pues los 

resultados son contradictorios entre sí, es decir, en un caso 

aumenta y en el otro disminuye. 

Observaciones generales para el Mn. 

El manganeso es el metal que se encuentra en menor proporción en la 

muestra. Las observaciones son las siguientes: 

o El intervalo de concentraciones va de 4 ppm a 17 ppm. 

o La concentración de Mn en el lóbulo lateral izquierdo es muy 

parecida en todas las fases. No se observa una tendencia de 

aumento o disminución definida con respecto al lóbulo medial 

derecho. F1 presenta concentraciones muy similares mientras que 

para F0 el lóbulo lateral izquierdo contiene más metal que el lóbulo 
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medial derecho, para la F2 y F4 contiene menos. En la F3 los 

resultados son contradictorios nuevamente. 

o No se observa una tendencia definida para las concentraciones del 

metal en el lóbulo medial derecho dado que el valor más alto y el 

valor más bajo se encuentran en la F3. 

Observaciones generales para Zn. 

El zinc tampoco presenta variación significativa entre la muestra de 

hígado sano y la liofilizada. Las observaciones son las siguientes: 

o EL intervalo de concentraciones va de 46 ppm a 330 ppm. 

o La concentración de Zn en ambas regiones del hígado no presenta 

cambio significativo para F0 y F1 y F2, para F3 y F4 se observa que 

el Zn tiene mayor concentración en el lóbulo lateral izquierdo que 

en el lóbulo medial derecho. 

o La concentración del elemento en el lóbulo medial derecho en F1 y 

F2 es similar y se observa que es menor a F0. La concentración de 

Zn en F0 y F4 en esta misma región también es similar, para F3 los 

resultados se encuentran muy separados entre sí. 

8 CONCLUSIONES. 

Se logró validar el método exitosamente para Cu y Fe. Se debe confirmar 

la validación de método para el Ca, pues gracias a la prueba ANOVA 

identificamos que la prueba de repetibilidad no se cumple. Para Mg, Mn y 

Zn se debe mejorar el proceso de digestión, se puede lograr aumentando 

el tiempo de digestión, presión, temperatura o cambiando la proporción 

de ácidos. Por los resultados de repetibilidad y recobro se espera que las 

nuevas modificaciones al método permitan validarlo sin ningún 

inconveniente. No es posible realizar la validación para la determinación 

del Mo bajo esta metodología debido a las interferencias asociadas a la 
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complejidad de la matriz de la muestra, que ocasionan el aumento de la 

señal y por lo tanto se tiene un error entre el 30-80 % en la cuantificación.  

No se lograron observar tendencias completamente definidas en el 

contenido de elementos en el hígado de rata por lo que es necesario un 

estudio más afinado pues la variación entre individuo e individuo es 

demasiado alta, sin embargo, se lograron inferir algunas características 

en función de los resultados obtenido. Existe diferencia en el contenido 

de algunos elementos dependiendo de la zona muestreada en el hígado 

de rata, además el diseño experimental a validar demostró tener un 

intervalo lineal bastante amplio que permitió esbozar la metodología 

necesaria para un estudio más profundo. 
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9 ANEXOS. 

Anexo 1. Tabla periódica de los elementos químicos indicando la longitud 

de onda asociada al espectro de emisión para cada elemento. 
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Anexo 2. Tablas de resultados experimentales. 

 

Muestra 

Concentración (ppm) 

Elementos trazas Elementos minoritarios 
Zn 

Cu Mn Ca Fe Mg 

FSTDMD 34.21 4.04 378.43 506.90 4.04 104.66 

FLTDMD 10.05 4.13 91.37 185.31 4.13 94.75 

CNT2MD 15.51 7.22 175.37 524.44 7.22 81.52 

CRT2MD 15.21 7.69 207.60 830.17 7.69 85.40 

CNT3MD 14.64 2.61 504.64 572.23 2.61 95.67 

CNT3LI 43.84 7.13 851.54 423.57 7.13 71.73 

CNT4LI 16.17 4.49 338.18 674.83 4.49 326.69 

RAT2MD 9.61 5.01 730.72 287.52 5.01 50.99 

RAT2LI 8.19 5.88 135.11 269.01 5.88 50.96 

RAT3MD 26.53 11.76 87.17 554.20 11.76 48.74 

RBT2LI 7.51 5.20 127.52 256.04 5.20 46.25 

RBT1MD 6.93 1.87 456.80 119.33 1.87 23.87 

RCT3MD 21.50 16.54 476.21 508.96 16.54 145.63 

RBT1LI 11.25 6.86 445.33 366.75 6.86 53.80 

RCT3LI 61.84 3.43 51.33 462.90 3.43 329.22 

RDT4MD 17.48 7.77 271.50 328.40 7.77 77.52 

RBT4MD 20.21 12.22 83.38 573.86 12.22 91.26 

RBT4LI 13.47 4.90 39.18 315.58 4.90 267.84 

Tabla 22. Resultados experimentales del contenido de elementos mediante ICP-OES para 
muestras de hígado de rata en condiciones de fibrosis hepática. 
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