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I. ANTECEDENTES

Actualmente existe una gran y creciente demanda de aluminio debido a su gran
- versatilidad. Entre sus aplicaciones industriales se incluyen el uso del metal solo o en
aleaciones con cobre, zinc, silicio, magnesio y manganeso en la manufactura de materiales de
construccion, cables aislantes, materiales de empaque, utensilios domésticos e instrumentos
de laboratorio, explosivos y fuegos artificiales, asi como también el uso de compuestos de
aluminio en abrasivos y refractarios, papel, cerimica, vidrio, industrias textiles, sistemas de
purificacion de agua como catalizadores, en procesos alimenticios y en medicamentos (1). Es
por ésto que debe tomarse en cuenta el incremento en la exposicion tanto ocupacional como
cotidiana al aluminio y sus compuestos.

El aluminio entra al organismo via oral y respiratoria (2,3). Se ha observado que un
incremento en las dosis de aluminio (por alimentos o medicamentos) ocasionan un aumento
de la concentracion del aluminio principalmente en el cerebro, higado y sangre (1). Los
pulmones y el sistema nervioso central pueden ser considerados como los 6rganos criticos (u
organo blanco) en la exposicion al aluminio ocupacional. Las manifestaciones toxicas que se
encuentran en trabajadores de la industria del aluminio son: [a fibrosis pulmanar (4), la accion
neurotoxica (1), la hipofosfatemia y cambios en algunas enzimas séricas (1). El contenido de
aluminio en la sangre de personas normales esta sujeto a variaciones circadianas y es regulado
_por ¢l sistema nervioso autdnomo (el sistema nervioso parasimpatico aumenta la acumulacion
del aluminio en e cerebro y disminuye la concentracion del aluminio en la sangre y en el
liquido cefalorraquideo, mientras que el sistema nervioso simpatico actda inversamente).

Se cree que las concentraciones toxicas del aluminio tienen un significado etioldgico
en la demencia degenerativa primaria y en la demencia por diélisis (1,5). Las enfermedades
que se encuentran asociadas con la concentracion elevada de aluminio son: fibrosis pulmonar,
enfermedad de Alzheimer, osteodistrofia renal, enfermedad de los huesos asociada con la
nutricion total parenteral, anemia, toxicidad gastrointestinal, cardiotoxicidad, cancer y
encefalopatia de dialisis (6).

Son muchos los efectos negativos que se deben a pequefas cantidades de aluminio en
el organismo humano, por lo que es necesario efectuar determinaciones precisas del aluminio
en los diferentes materiales biologicos, tanto para conocer los niveles normales como para
detectar los niveles anormales en los casos clinicos.



[LOBJETIVO

La determinacién del aluminio en el liquido cefalorraquideo se realiza como
monitoreo biologico en personas que tienen problemas cronicos renales bajo dialisis. Estas
personas estan altamente expuestas al aluminio por las siguientes razones: en primer lugar, la
eliminacion del aluminio de su organismo via renal es insuficiente; en segundo lugar, el agua y
los concentrados quimicos utilizados en la preparacion del fluido para la didlisis contienen
aluminio (7,8) y finalmente, durante su tratamiento ingieren geles que también contienen
aluminio, Todos estos factores contribuyen a una acumulacion de aluminio en sangre y tejidos

).

La enfermedad de Alzheimer es un desorden neurologico comin en las sociedades
modernas debido al tamafio de su poblacion de edad avanzada. En los Estados Unidos de
Norteamérica segun el censo de 1980, de una poblacion de 1.2 millones con demencia severa
y 2.5 millones con demencia moderada hasta ligera, el 55% padecian la enfermedad de
Alzheimer, que corresponde a 2 millones de personas. La acumulacion del aluminio en el
cerebro ha sido relacionada con la enfermedad de Alzheimer. Para dar un diagnéstico clinico
de esta enfermedad, ademas de una serie larga de diferentes tipos de anilisis, se hacen
pruebas con el lfquido cefalorraquideo, obteniéndose diagndsticos acertados en un 90% (9).

En Meéxico no hay valores normales reportados. Yves Pegon cita un valor promedio
de aluminio en personas francesas en el liquido cefalorraquideo de 19.8 g/l con una
desviacion estdndar relativa del 2.5% (10) y Tsalev, D.L. menciona un valor promedio
reportado originalmente por Clavel, 1.D. et al, de 10 pg/l+2.5 (11), sin mencionar el pais de
origen.

Debido a lo anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo es desarrollar una
metodologia confiable para la determinacion del aluminio, a nivel de trazas, en material
bioldgico, especificamente en liquido cefalorraquideo.



III. GENERALIDADES

a) Aluminio

El aluminio es el metal mds abundante en la litosfera, pero sus niveles en agua natural,
plantas y animales son bajos. El consumo en la dieta diaria se encuentra en el intervalo de 2.3
a 4.5 mg segiin unos investigadores y de 10 a 100 mg segun otros (1). Durante la preparacion
de los alimentos y su transporte las concentraciones se pueden incrementar debido a los
aditivos o al empaque de aluminio. Los niveles que se alcanzan no son considerados como
daftinos para la salud. El aluminio tampoco es un contaminante del agua, atin cuando el agua
se almacena en depdsitos de aluminio o es purificada con Al 3(SO4)3 o benonita como
coagulante (1). La actividad industrial y la emision de particulas de los automéviles
contribuyen a la contaminacion atmosférica.

El consumo total diario de aluminio se estima ser de aproximadamente 80 mg por
persona. Estas cantidades entran al cuerpo humano ya sea por inhalacion hacia los pulmones
(por el polvo que se encuentra en el aire) o via oral-gastrointestinal (comida y agua). En el
diagrama #1 se muestra la cinética del aluminio en el hombre en condiciones normales.

La cantidad de aluminio en el cuerpo es de aproximadamente 1 g y se encuentra
distribuido en todos los drganos. El metal se encuentra ya en tejido fetal. La absorcion del
aluminio via gastrointestinal es baja (eg<<I5%) e interfiere con la absorcion de fosfato y
fierro. Se sugiere que existe una regulacion homeostatica del aluminio. En el plasma
sanguineo este elemento esta unido a componentes no dializables (1). Diversos estudios
clinicos y experimentales no han dado aun las condiciones bajo las cuales ocurre 1a absorcion
intestinal del aluminio, pero en experimentos con ratas se ha visto que la absorcion intestinal
del aluminio depende del pH (14).

Existe la hipotesis de que el aluminio inhalado entra por las neuronas sensoriales del
epitelio olfatorio y se deposita en areas del cerebro que estan relacionadas con el olfato (13).

El aluminio se secreta en la leche materna. En cuanto a la eliminacion del elemento del
cuerpo humano la excrecion renal juega un papel importante. La excrecion en la bilis es
minima. Las concentraciones fecales reflejan predominantemente la cantidad ingerida y no
absorbida. También el sudor es una ruta adicional de la eliminacion del aluminio.
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Diagrama #1
Cinética del Al en el hombre (condiciones normales)

E! aluminio esta distribuido en todos los drganos y tejidos. Algunas concentraciones
reportadas se encuentran en el cuadro #1.



CUADRO #1
CONCENTRACION DE Al EN FLUIDOS Y TEJIDOS DEL CUERPO HUMANO®.

UNIDADES VALORES DE
MUESTRA REFERENCIA
SELECCIONADOS
Sangre g/l 12.544
Hueso ug/e 2.39+1.183,0,¢
3.88+1.73%,b.d
Cerebro ng/g 0.5+0.1
1.940,7(1.0-3.9)3
Liquido cefalorraquideo pg/L 10£2.5
19.8(16.5-25.5)
Eritrocitos g/l (42-80)
Heces mg/dia 43
Cabello He/8 X (3.4-5.6)°,(0.8-30)
¥,501-17)
¥,10.3(1.8-79)
Rifion ug/e 0.4+0.1
Higado ug/s 26413
Pulmon ug/s 18.249.7
X,21(10-100)
Leche mg/L 0.33
0.33+0.042
(0.023-0.872)
Miuisculo Hg/g 0.5£0.2
1.220.72b
Utias (dedo de la mano) Hg/g %, é 132,%, 2157
(2.1-98.6)2
(16-260)
Plasma o suero ug/L 21422
<4(<2.5-7)
6+3
%,14(3-39)
Sudor _mg/dia 6.1(3-10)
Dionte (dentina) He/8 65.9
68.6122.5
15050£:210+1108
Diente (enamel) ne/g ¥,5.6(1.5-7.0)
66.6(8-325)
86.13+4.54
89.8
240+80f; 33042808
Orina ng/L 3.7¢14
4.7£2.5
(353D

Modificado de Tsalev, D.L., 11,



Peso hamedo a menos que se indique otro
Promedio * SD(intervalo en paréntesis)

¥ = media '

a = peso seco

b = sin grasa

¢ = trabecular

d = cortical

e = rango de medias

f'= diente permanente

g = diente de leche

El aluminio se considera un elemento traza no esencial en el cuerpo humano y de baja
toxicidad en personas sanas. Se supone que su importancia biologica radica en el desarrollo y
la actividad del cerebro, asi como en la conductividad nerviosa. Especialmente el aluminio
activa el sistema succinato oxidasa del miocardio.

Entre los efectos bioquimicos del aluminio se encuentran los siguientes:
a)Incremento en la ingestion del aluminio, reduce la absorcion intestinal del fésforo y crea un
balance negativo del mismo, afectando el metabolismo del fosforo y del calcio.
b)Una concentracion alta del aluminio, suprime la fosforilacion en la relacion ATP/ADP, a
nivel celular.
¢)Un exceso de aluminio en las células altera la enzima que transfiere el fosfato en los
sistemas que involucran el ATP y el magnesio.
d)El aluminio tiene un efecto téxico en la biosintesis del grupo hem (1).

A partir de la década pasada, el aluminio se reconoce como un metal toxico (6,14) y
debido alos fenémenos clinicos toxicos asociados a él, lo incluyen en la lista de los elementos
iatrogénicos (4).

Para las personas sanas el aluminio ambiental es probablemente poco daflino. Sin
embargo, de acuerdo con algunos datos, el aluminio se puede considerar potencialmente
toxico en las enfermedades que afectan su metabolismo (1).

En los individuos con funciones renales normales, los niveles de aluminio en el suero
se elevan ligeramente, después de un tratamiento con antidcido de hidréxido de aluminio
(15). El aluminio se absorbe via gastrointestinal y se observa un aumento en el suero, seguido
de una eliminacion via orina (4).
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Figura#l
Cambios de la concentracion y eliminacion de aluminio
en suero y orina después de una administracion oral
en 10 personas normales

En cambio, en pacientes con deficiencias renales, aun una absorcién intestinal
moderada puede producir efectos téxicos, acumulando el aluminio en diferentes tejidos (1,4).
Andress et al (16) observaron que los pacicntes diabéticos dependientes de la insulina que
tenian problemas cronicos renales, acumulaban el aluminio en la superficie de sus huesos mas
rapidamente que los pacientes no diabéticos con uremia .

Los investigadores estan de acuerdo en que la concentracion del aluminio en el
cerebro se incrementa durante el envejecimiento normal (6,17,18,19). Sin embargo, las altas
concentraciones de aluminio encontradas en los cerebros de pacientes que murieron de
demencia degenerativa primaria (entermedad de Alzheimer o demencia senil) demuestran el
posible papel etioldgico del aluminio en esta enfermedad (20). La toxicidad del aluminio
también esta relacionada con el sindrome de encefalopatia por dialisis asi como en la
osteomalacia en casos encefalopaticos. La absorcion y acumulacién del aluminio en sangre y



tejidos [especialmente en la materia gris del cerebro (21)] ocurre con deficiencias cronicas
renales que se encuentran bajo dialisis (1,4).

El significado toxicologico de la exposicion ocupacional del aluminio aun no se ha
demostrado totalmente. El significado ambiental en la salud es cuestionable (22) y debe ser
aclarado el efecto en niflos, en la senectud y en pacientes con insuficiencias y enfermedades
renales. Por estos motivos, los niveles de los parametros no se han fijado todavia.

b) Liquido Cefalorraquideo.

Los primeros estudios referentes a la composicion del liquido cefalorraquideo datan
de principios del siglo XX. El interés en la fisiologia del liquido cefalorraquideo radica
principalmente en el hecho de que el liquido cefalorraquideo es un reflejo de lo que estd
pasando en el cerebro y de sus funciones reguladoras. Se han hecho estudios sobre su
volumen, donde se forma, su composicién i6nica y su papel en la regulacién de funciones
autonomas.

Numerosos estudios (23,24) han demostrado que el liquido cefalorraquideo tiene
efecto sobre la ventilacion, la funcién cardiovascular, el flujo sanguineo en el cerebro y el
estatus mental. L.as muestras de liquido cefalorraquideo utilizadas en esos estudios provienen
de la region lumbar y de fa cisterna magna.

El liquido cefalorraquideo es un fluido que se secreta principalmente en los plexos
coroideos en el sistema nervioso central. Es un fluido casi libre de proteinas que rodea al
cerebro y la médula espinal y ocupa el espacio subaracnoideo y ventricular. E! liquido
cefalorraquideo sostiene al cerebro y provee de amortiguamiento mecénico a esta delicada
estructura. El liquido cefalorraquideo es secretado por el plexo coroideo, por el tejido
cerebral 'y por la membrana endotelial de la red capilar. Se piensa que las dos terceras partes
del fluido se secretan por el plexo coroideo y un tercio por el tejido cerebral extracoroideo.
El liquido cefalorraquideo se forma y se reabsorbe continuamente; fluye de los ventriculos
laterales al tercer y cuarto ventriculos y después pasa al espacio subaracnoideo alrededor de
la médula espinal y del encéfalo. La reabsorcién total del liquido cefalorraquideo se hace a
través de las vellocidades aracnoideas, localizadas en las paredes de los senos venosos de la
duramadre cerebral. Las vellocidades parecen actuar como valvula unidireccional, ya que
permiten el flujo del liquido cefalorraquideo hacia la sangre venosa. Ver figura #2.

El volimen normal del liquido cefalorraquideo es aproximadamente de 140 ml en el
hombre, cerca del 23% se encuentra en los ventriculos cerebrales. El volumen craneal del
liquido cefalorraquideo es cerca del 10% de la cavidad craneal en los humanos y puede ser
mayor ‘en otras especies. El promedio de la produccion del liquido cefalorraquideo es
aproximadamente del 0.5% de su volimen por minuto (0.75 mV/min), o sea que en un lapso
aproximado de 2 a 3 horas se ha producido el volimen total de este liquido.
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Figura 2.
Diagrama del cerebro humano.

Algunos datos de las-concentraciones de especies quimicas y presion en el liquido
cefalorraquideo humano se encuentran en el cuadro #2.
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CUADRO #2
DATOS DEL LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO HUMANO*

Sodio, mmol/kg HyO 147.0
Potasio, mmol’kg Hy O 2.9
Magnesio, mmol/kg Hy O 4.5
Calcio, mmol/kg Hy O 1.2
Cloro, mmol/kg Hp O 113.0
Bicarbonato, mmol/kg Hy O 23.0
pH 7.33  7.35(C)
Pco,, Torr 49
Proteinas, mg/100 mi 28

*Moditicado de Kazemi y Johnson, 23
Nota: Todos los valores del liquido cefalorraquideo son lumbares, excepto
los marcados con (C) que son cisterales,

La separacién que existe entre el plasma sanguineo y el liquido cefalorraquideo y el
fluido del espacio intersticial del cerebro permite que las células de la barrera hemato-
encefalica (BHE) regulen el movimiento de sustancias y iones hacia fuera y dentro de)
cerebro. Esto previene la entrada de ciertas sustancias al cerebro y facilitan el transporte a
otras. Esta BHE permite gradientes de concentracién de proteinas, aminoacidos y iones entre
el plasma y el liquido cefalorraquideo y el fluido del espacio intersticial del cerebro (23,24).

Las determinaciones de aluminio en el liquido cefalorraquideo se realizan
generalmente en pacientes con problemas neurolégicos (1). Las muestras del liquido
cefalorraquideo se toman por punciones lumbares en tubos de plastico previamente tratados.
Debido a que los niveles de concentracion son muy bajos, el control de la contaminacién es
esencial.

Algunos parametros fisicoquimicos del liquido cefalorraquideo lumbar se presentan en
el cuadro #3.

CUADRO#3
PARAMETRO DE LA MATRIZ DEL LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO*

PARAMETRO UNIDAD VALOR**

Sustancia seca % 1.08(0.85-1.7)
Residuo de cenizas % 0.67

Densidad _glem® (1.002-1.009)

Tension superficial dyn/cm3 (60-63)
Viscocidad relativa (1.01-1.06)

*Modificado de Tsalev, D.L., 1.
**Valor promedio; el intervalo se encuentra entre paréntesis

1



En algunos casos patologicos el contenido proteico de las especies puede aumentar a
50 g/l ocasionando que las muestras estén turbias, viscosas e inestables durante su
almacenamiento, En esos casos es recomendable utilizar adiciones estandar para su analisis

).

c) Enfermedad de Alzheimer

El primer caso de la enfermedad de Alzheimer fue reportado en 1907 por el propio
Alois Alzheimer. El realizo la autopsia en una sefiora que murio a los 51 afios con demencia
progresiva y encontrd que con tinciones de plata se demostraba la presencia de neuronas
anormales que contenian "bucles” u "ovillos" formados por el citoesqueleto neurofibrilar
engrosado, fuertemente argirdfilos, y abundantes terminaciones nerviosas degeneradas, las
llamadas “placas neuriticas" o “placas seniles", muchas de ellas con deposito de la proteina
Beta-amiloide.

El mundo médico denomind esta demencia como la Enfermedad de Alzheimer, una
forma de la demencia presenil. En 1955, Roth demostré que los cambios mentales se podian
deber a una variedad de enfermedades tanto funcionales como organicas, iniciandose asi la
era moderna sobre los conocimientos de la enfermedad de Alzheimer. A principios de los
sesentas, Terry, et al y Kidd demostraron que los cambios ultraestructurales en los cerebros
de personas mayores con la enfermedad del tipo de Alzheimer y aquellos con demencia senil
eran idénticos. Estos conocimientos junto con los de Blessed, et al y Terry, et al guiaron al
reconocimiento de la enfermedad de Alzheimer como una entidad individual (9). A partir de
entonces el interés en la enfermedad de Alzheimer ha venido en aumento y diversos
investigadores se dedicaron a cuantificar el aluminio en diferentes areas del cerebro de
* personas sin enfermedades neurologicas (control) y en los casos con demencia presenil y senil
del tipo Alzheimer. Entre los estudios realizados, Traub reporta de 1.9 a 3.0 pg Al/g peso
seco en cerebros de personas con Alzheimer y de 0.9 a 2.4 pg Al/g peso seco en personas
control (25); Mc Dermont reporta de 0.15 a 19.6 ug Al/g peso seco en personas control y de
0.15a 18.5 pug Al/g peso seco en las personas con Alzheimer (26); Crapper y Krishnan citan
de 0.23 a 2.7 ug Al/g peso seco en personas control y mayor a 4 ug Al/g peso seco en
personas con Alzheimer (27,28). La diferencia entre los resultados reportados por los
investigadores se deb¢ al tamaflo de la muestra utilizada para el analisis, el criterio en la
seleccion de la muestra, la variacion del método analitico y la variacion en la fuente y
naturaleza del material patologico. Se ha encontrado que es esencial utilizar pequeiias
cantidades de muestra ( ~ 10 mg peso seco) y asegurarse de que las muestras de los cerebros
control no contengan degeneraciones neurofibrilares y las de los cerebros con Alzheimer si
(6,26,28). Ademds, la concentracion del aluminio dentro de cada region del cerebro es
altamente variable debido a que la distribucion del metal no es uniforme, Es menor en el
cuerpo calloso de la materia blanca y es mayor en la materia gris. Por otra parte, la variacién
en la exposicion o el suministro ambiental del aluminio puede atectar el nivel de
concentracion del metal en el cerebro (21,26,27).



Actualmente se sabe que el aluminio es neurotéxico y que se acumula en el cerebro
principalmente en la materia gris. Se sabe que estd relacionado con la enfermedad de
Alzheimer; sin embargo, no se conoce exactamente el papel patologico en esta enfermedad
(14,21,27,29). Hay dos puntos de vista opuestos sobre el significado funcional del aluminio
en la enfermedad de Alzheimer: uno que dice que el aluminio simplemente se acumula de
manera pasiva en las neuronas que estin relacionadas con el proceso degenerativo en la
enfermedad de Alzheimer y que la acumulacion no es significativa en el mecanismo de la
enfermedad, y el segundo, que dice que el aluminio es un candidato plausible para ser factor
neurotéxico ambiental que actia en la patogénesis de los procesos neurodegenerativos
asociados con el tipo de degeneracion neurofibrilar de Alzheimer (14,21,30,31,32,33,34).

Son cuatro los sitios principales en donde se acumula el aluminio en el cerebro y que
han sido identificados en la enfermedad de Alzheimer: a) las estructuras del DNA contenidas
en el nicleo, b)en las moléculas proteicas de los "ovillos" neurofibrilares, c)en los depésitos
de amiloide de las placas seniles y d) en ferritin cerebral (6,13,21,28,35).

El nivel neurotéxico del aluminio para el hombre propuesto por Crapper, Krishnan y
Dalton (27) es de 4 a 6 pg/g y el de Mc. Dermott et al es de 10 a 20 pg/g (26).

La mayoria de las personas con demencia pueden caer en dos categorias, un grupo
mayor del 50 al 60% con cambios caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer y un grupo
menor del 10 al 20% con enfermedades vasculares y multiples infartos. Algunos pacientes
caen en ambos grupos. Quiza en el 5% de los casos la causa permanece aun desconocida a
pesar de extensos estudios post mortem. La demencia se reconoce ahora como un sindrome
caracterizado por el deterioro intelectual que ocurre en el adulto y que es lo suficientemente
severo para interferir con la ejecucion ocupacional o social (la caracteristica funcional se
necesita diferenciar de demencia temprana de cambios leves en la memoria que ocurren
durante el envejecimiento normal). Los cambios cognoscitivos incluyen no solamente los
distribuidos en la memoria sino todos los distribuidos en otras 4reas cognoscitivas como el
uso del lenguaje, percepcion, practica y habilidad para aprender, habilidades o destreza
necesaria,  resolucion de problemas, pensamiento abstracto y emisién de juicios,
Caracteristicas personales se mantienen o se intensifican en algunos pacientes y se alteran en
otros. La evasion social y el miedo son comunes. Se puede desarrollar irritabilidad, agitacion
y aun agresion fisica y verbal contra miembros familiares, particularmente si la demencia
progresa y el paciente siente un incremento en la pérdida de control de su medio ambiente. Al
principio de la demencia, frecuentemente los pacientes mantienen su habilidad social y de
conversacion, mas aun, ellos pueden estar ignorantes de que tienen culaquier déficit
cognoscitivo, 0 pueden negar la presencia de dichos problemas (9). La duracion de esta
enfermedad en promedio es de 10 afios (el rango es de 2 a 19 afios)(6).

Para dar un diagnostico clinico con casi el 90 % de seguridad, los médicos deben
efectuar pruebas formales del status mental ademas de una historia cuidadosa tomando en
cuenta los examenes fisicos, psiquiatricos y neurologicos.



La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad a la cual todas las personas estin
expuestas, por lo que es de gran interés para las instituciones de salud publica. En los Estados
Unidos de norteamérica se estima que un promedio del 4.6% de personas mayores de 65 afios
de edad tienen demencia severa y el 10% tienen un grado de disfuncion cognoscitiva de leve a
moderada, y para el afio 2000 se incrementaré a un 17%. El porcentaje de demencia grave
aumenta a un 15% en personas mayores de 85 afios de edad. En personas de 75 a 85 aflos se
encontré que los casos de demencia se presentan con la misma frecuencia que los infartos
(6,9,29). Debido a que la enfermedad de Alzheimer es una enfermedad frecuente en personas
de edad avanzada, es un foco de atencion para las comunidades de investigacion de diferentes
partes del mundo.

d) Técnicas Analiticas.

Las concentraciones normales del metal en material biologico son relativamente
pequedas, por lo general del orden de microgramos por gramo. La clave para obtener un
monitoreo de aluminio confiable radica en la exactitud y precision del método analitico junto
con la recoleccion de la muestra sin contaminacion externa. Uno de los problemas principales
en la determinacion de trazas de aluminio en muestras bioldgicas es la contaminacion externa
que éstas adquieren durante su recoleccion, almacenamiento, transportacion y su
manipulacién. El aluminio se puede determinar por varios métodos; sin embargo, las
interferencias de otros metales, problemas en la matriz de la muestra y la sensibilidad
inadecuada limita el numero de técnicas posibles. La mayoria de las técnicas instrumentales
requieren equipos muy costosos, lo cual en ocasiones reduce las posibilidades para utilizar
algun méodo analitico mas sensible. Entre las técnicas para la determinacion de trazas de
aluminio en material biologico se encuentran: espectrofotometria de absorcion atomica con
flama o con hommo de grafito, espectrometria por emision con plasma, espectrografia,
activacion neutrénica y espectrometria de masas (11,21,36,37).

La técnica de espectrografia es una técnica clasica para la determinacion de trazas de
aluminio en muestras biologicas y por lo general se lleva a cabo una calcinacion de la
muestra. Con esta técnica se ha determinado aluminio en sangre, huesos, heces, leche, saliva,
suero/plasma, dientes y tejidos (11).

Varios investigadores han utilizado la técnica de activacion neutronica para
determinar el contenido de aluminio en muestras biol6gicas, sin y con algiin proceso quimico
previo. El andlisis instrumental de activaci6n neutronica implica el bombardeo de una muestra
con neutrones y la medicion de la radiactividad inducida por las reacciones nucleares. Con la
activacion, 27A1 forma el nuclido 28Al por una reaccion (n,y). Entre los atractivos de esta
técnica se incluyen sensibilidad, una independencia relativa de la matriz, una menor
contaminacion de la muestra, ya que ésta se analiza directamente con una manipulacion
minima y la ausencia de blancos. Sin embargo, esta técnica también tiene varios
inconvenientes. Existe la dificultad de separar el aluminio de isotopos que causan
interferencia como el sodio, cuyo tiempo de vida media es menor a la del aluminio. Otro
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problema es que las reacciones neutronicas rapidas del fosforo también producen 28A1, por lo
que es necesario hacer una correccion. Debido a que la vida media del 28] es pequeiia, del
orden de 2.27 minutos, junto con los problemas asociados con las separaciones quimicas o
con las interferencias espectrales, convierten a la activacién neutrénica en una técnica poco
conveniente y poco practica para muchos investigadores. Se han hecho determinaciones de
aluminio con esta técnica en sangre, huesos, cabello, uflas, suero/plasma, dientes y cerebro
6,11,17,28,36,37).

La técnica de espectrometria de masas ha sido utilizada por muy pocos laboratorios.
Los anilisis de aluminio realizados en muestras biologicas se han hecho en sangre, liquido
cefalorraquideo, cabello, ufias, plasma, dientes (11) y cerebro(17,21,28).

La espectrofotometria de absorcion atdmica ha sido empleada ampliamente para
analizar e} contenido de aluminio en muestras biologicas. Esta técnica se puede elegir para la
rutina en los laboratorios quimicos de anilisis (36). En una flama reductora de 6xido nitroso-
acetileno, a una longitud de onda de 309.3 nm, la concentracion caracteristica es de 0.3 a 1
ug/ml y el limite de deteccion es de 0.03 pg/ml. Se agrega un buffer de ionizacién, como por
ejemplo KC, tanto a la muestra como a los estindares. La estequiometria de la flama y la
altura de la misma se deben optimizar cuidadosamente para reducir interferencias y para
obtener una buena relacion sefial-ruido. Los medios apropiados para la determinacion del
aluminio con esta técnica son dcidos diluidos y extractos de disolventes orgnicos (11). Esta
técnica es sensible, pero no lo suficiente para algunas muestras biologicas, cuya
concentracion de aluminio es muy baja. La espectrofotometria de absorcion atomica con
flama se utiliza en muestras que tienen una concentracion relativamente alta, como por
ejemplo digestiones de alimentos y heces fecales. Esta técnica se ha utilizado para deteérminar
aluminio en cerebro (6,21,27,28), liquido cefalorraquideo (27,38), tejidos de ratas, alimentos
orina heces, corazon, plasma y tejidos (11,37).

La técnica mas sensible y selectiva para determinar concentraciones de nanogramos
de aluminio en muestras biologicas es la espectrofotometria de absorcién atémica con homo
de grafito. En esta técnica la muestra se coloca en un tubo de grafito que estd montado en el
paso de la fuente luminosa del espectrofotometro. La fuente luminosa proviene de una
lampara de citodo hueco que contiene el metal que se va analizar y emite energia a
longitudes de onda caracteristicas de dicho metal. Primero se calienta el tubo de grafito a baja
temperatura para secar la muestra. En el segundo paso, la muestra es calcinada para destruir
y eliminar [a materia orgénica y evaporar las especies inorganicas que pueden interferir y
finalmente la temperatura se aumenta rapidamente y el material por analizar se atomiza; los
atomos en estado basal absorben la luz que pasa por el tubo de grafito. Las ventajas de esta
técnica son: 1) se puede eliminar. por lo general, el pretratamiento de la muestra, 2) la
cantidad de muestra necesaria es pequefla (de 2 a 100 pl), 3) el homo de grafito es capaz de
alcanzar la temperatura necesaria para pasar los 4tomos a su estado basal y 4) los atomos
permanecen en el paso de la luz por un tiempo relativamente largo, lo cual incrementa la
sensibilidad. Por otra partg, las muestras biologicas contienen una serie de compuestos que
pueden interferir en la determinacion del aluminio con horno de grafito. Los cloruros
producen una interferencia negativa debida a la formacion del cloruro de aluminio. El cloruro



de aluminio es volatil, por lo que la presencia de cloruros puede producir la pérdida de
aluminio durante el secado de la muestra. El suero tiene proteinas, las cuales pueden producir
un residuo organico que puede interferir en el analisis. El 4cido perclérico no se recomienda
para la digestion de muestras biolégicas analizadas por esta técnica ya que reduce la
respuesta del aluminio, alin en pequefias concentraciones (HCI>0.01M). Sin embargo, se han
desarrollado una variedad de procedimientos para eliminar estas interferencias, entre las que
se encuentran: 1) frecuentemente se efectia una simple dilucion de la muestra antes de ser
inyectada para minimizar ef efecto de las proteinas, 2) la adicion de hidroxido de amonio
ayuda a eliminar el efecto de los cloruros debido a la formacon del cloruro de amonio que es
volatil, 3) se sugiere utilizar acido nitrico y sulfurico para la digestion de material organico de
la muestra, 4) la adicion de EDTA previene la precipitacion de fosfatos insolubles en
diluciones de mezclas alcalinas, y otros (11,37,39). Se han hecho determinaciones con horno
de grafito en: bilis (11), sangre (5), hueso (11), liquido cefalorraquideo (10), cabello (11),
suero (3,11,36), fracciones de proteinas de suero (11), dientes (11), tejidos (5), orina (5) y
cerebro (25,26,28).

El uso de la espectrometria por emision con plasma esté creciendo firmemente, ya que
es una técnica lo suficientemente sensible para determinar trazas de elementos en diversas
muestras (limite de deteccion de 0.2 a 5 ng/ml), y todo lo que se necesita es una dilucion de
los liquidos bioldgicos o digestiones. En esta técnica se ioniza una corriente de argon por un
aparato de radiofrecuencia y el plasma de argon ionizado puede alcanzar temperaturas de
4000°C. La espectrometria por emision con plasma es una técnica multielemental (se pueden
determinar 80 elementos simultaneamente), la cual esta relativamente libre de interferencias
quimicas. Los problemas de matriz que existen en espectrofotometria de absorcion atomica se
eleminan en esta técnica debido a la temperatura de exitacion tan alta de la muestra. Por ésto
esta técnica debe ser particularmente qtil en la determinacion de elementos refractarios como
el aluminio y la silice. El problema principal en la determinacién de aluminio por esta técnica
es la emision intensa y extensa del calcio, la cual incrementa la seflal de fondo del aluminio y
puede aumentar el limite de deteccion de este elemento. La solucion a este problema se
complica, ya que el etecto del calcio varia con su concentracion. Sin embargo, la sensibilidad
de la espectroscopia por emision con plasma es, en diversos casos, comparable con fa del
horno de grafito, por lo que puede ser una excelente altemativa para aquellos laboratorios
que poseen la instrumentacion apropiada. la mayor limitante de esta técnica para ser utilizada
por los laboratorios es el alto costo del instrumento y el costo de mantenimiento (11,37). Se
han hecho analisis de sangre, heces, suero/plasma, dientes, orina y tejidos (11).



IV. PARTE EXPERIMENTAL

La parte experimental se realiz6 en dos etapas. En la primera se trabajo con el
espectrofotometro de absorcion atomica con flama y en la segunda con el horno de grafito
sin automuestreador.

El trabajo se realizd en dos etapas debido a que cuando se empezo ¢l trabajo se
contaba unicamente con ¢l espectrofotometro de absorcion atémica con flama. Se tenia el
antecedente de que se habian analizado muestras de liquido cefalorraquideo con flama
(27,38) y se procedio a desarrollar 1a metodologia en este equipo.

Para la segunda etapa hubo la necesidad de implementar el equipo de absorcién
atomica con la instalacion eléctrica adecuada, el regulador de voltaje, Ia instalacion y tanques
de gases con sus manometros respectivos y la instalacion del mismo horno de grafito. Con las
condiciones e instalaciones necesarias para trabajar con el horno de grafito, se implemento la
metodologia en el mismo equipo, pero con horno de grafito; se inicio con el tubo de grafito
pirorrecubierto y posteriormente con el tubo de grafito pirdrrecubierto con plataforma de
L'vov. Finalmente se trabajaron las muestras de liquido cefalorraquideo con la metodologia
desarrollada en el horno de grafito con el tubo de grafito pirorrecubierto con plataforma de
L'vov utilizando solucion modificadora de matriz y sin automuestreador.
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PRIMERA ETAPA

a)Equipo

Se utilizé un especrtofotometro de absorcién atomica Perkin Elmer 2380 para hacer
la determinacion de aluminio en 20 muestras de liquido cefalorraquideo por flama. Las
condiciones del aparato en las cuales se hicieron todas las lecturas fueron las siguientes:
-Longitud de onda: 309.3 nm '
-Ancho de banda: 0.7
-Lémpara: lampara de aluminio de cdtodo hueco
-Gases: acetileno-6xido nitroso
-Expansion de escala: 10

b)Soluciones y reactivos
-Solucién Titrisol de A13* de 1000 ppm de Merck
En un matraz volumétrico de 1000 ml se disolvié el contenido de una ampolleta Titrisol de
aluminio y se llevo al aforo con agua destilada desionizada.
-Solucién de K+ de 10,000 ppm
Se pesaron 19,0718 g de KCI de Merck y se disolvieron en agua destilada desionizada. Esta
solucion se pas6 a un matraz aforado de 1000 ml y se aforé con agua destilada desionizada.
-Solucion para calibrar el aparato
Se preparé una solucion de 50 ppm de AI3+ y 2000 ppm de K
-Solucién de A+ de 10 ppm
Se prepard una solucion de 10 ppm de A3t a partir de la solucion de 1000 ppm de AI3*
-Blanco ' ‘
Se prepard una solucion de 2000 ppm de K™
-Solucion de HNO3 al 10%
Se prepararon 5 litros de acido nitrico al 10% y se pusieron en un recipiente de plasticc para
la limpieza del material.
-Agua destilada desionizada,
Todos los reactivos fueron calidad Reactivo Analitico.

¢)Material
-Matraces volumétricos de 5, 10, 25, 50 y 1000 m!
-Pipetas volumétricas de 1,2, 3, 5y 10 ml
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-Vasos de precipitados de 50, 100 y 250 ml

-Probeta de 50 ml

-Piseta

~Tubos de ensayo

-Frascos de polietileno

Dado que la limpieza del materilal juega un papel muy importante en la determinacion del
aluminio en el liquido cefalorraquideo, todo el material que se utilizo se dejé previamente 48
horas en acido nitrico al 10% y después se enjuagé varias veces con agua destilada
desionizada y se dejo secar a temperatura ambiente (40). Una vez preparadas las soluciénes,
reactivos y muestras se vaciaron inmediatamente a recipientes de polietileno previamente
tratados con la técnica de limpieza anteriormente descrita.

d)Muestras

Se recolectaron muestras de liquido cefalorraquideo en tubos de emsayo y se
congelaron a -10°C. Con estas muestras se monto la técnica. El resto de las muestras para el
analisis se recolectaron, con las precauciones necesarias para evitar la contaminacién de las
mismas, en frasquitos de polietileno nuevos y se congelaron a -10°C. Previamente se dejaron
estos frasquitos nuevos en una solucion de acido nitrico al 10 % durante 72 horas, se
enjuagaron muy bien con agua destilada desionizada y se dejaron secar a temperatura
ambiente (40).

e)Técnica

La técnica empleada en la determinacion del aluminio en las muestras del liquido
cefalorraquideo es la cspectrofotometria de absorcion atomica. La espectrofotometria de
absorcion atomica es una técnica de gran versatilidad, pues se pueden determinar unos 70
elementos en una gran variedad de muestras. También tiene una buena sensibilidad con un
limite de deteccion bajo y es de alta precision debido a la eficacia y reproducibilidad en la fase
de atomizacion. Se pueden determinar concentraciones de un elemento en el intervalo de
partes por millon a partes por billon (nota: en este trabajo, partes por billén , ppb, se refiere a
pg/L). Los analisis se realizan rapida y comodamente y se pueden utilizar pequefias
cantidades de muestra, lo que hace que sea una técnica de bajo costo. Por todas estas razones
la espectrofotometria de absorcion atomica es una técnica apropiada para determinaciones de
rutina de trazas de elementos en un equipo con el que cuenta la mayoria de los laboratorios
actualmente.

La espectrofotometria de absorcion atomica comprende tres técnicas basadas en !a
medida de la absorcion, emision o fluorescencia de la radiacion electromagnética. La técnica
.de emision mide la radiacion emitida por un atomo cuando éste es excitado por una radiacion
de longitud de onda adecuada y regresa a su estado de baja energia o estado fundamental. El
tiempo de vida de una especie excitada es muy pequefio y la pérdida de la energia de
excitacion puede ser en forma de calor o en forma de radiacion fluorescente o fosforescente.



La técnica de absorcion atomica mide la radiacién absorbida por un itomo cuando
éste absorbe la energia del foton necesaria para pasar de su estado fundamental a uno de sus
niveles energéticos excitados. Ya que la diferencia de energia entre el estado fundamental y
sus niveles energéticos excitados es caracteristica pard cada elemento, la longitud de onda de
la fuente de energia corresponde al elemento. En espectrofotometria de absorcion atomica se
utilizan las lamparas de catodo hueco como fuente de energia luminosa. Ellas emiten luz de la
longitud de onda especifica de cada elemento. Por ello la concentracion de los dtomos de un
elemento analizado se puede calcular con base en la cantidad de luz que se ha absorbido.

Cuando un haz de luz de intensidad "1," incide en un medio de longitud "I que

contiene Atomos de concentracion "c", parte del haz de luz va a ser absorbido y la intensidad
se va a reducir a "I". Ver figura #3.

c

Iy *-....._._._.___.;l

i
Figura #3

La ecuacion de la relacion entre "I" e "I," seria:

=1, eklc
pasando a log1 0

I
—log— =klc
0 =kic (1

donde

—log—[—- = absorbancia
lo

k = constante proporcional
| = longitud de la celda (cm)
¢ = concentracion
La ecuaci6n (1) es llamada la ley de Lambert-Beer. La ley de Lambert-Beer dice que
la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de los atomos.
Por lo general se mantiene la relacion lineal entre la absorbancia y la concentracion.
Sin embargo, existen desviaciones a esta relacion lineal que en ocasiones representan
limitaciones a la ley de Beer. La ley de Beer se aplica a soluciones en las cuales las
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interacciones dependientes de la concentracion de las moléculas o iones absorbentes son
minimas, (por lo general a concentraciones menores de 0.01M). También surgen desviaciones

debidas a que la absortividad molar de una sustancia depende del indice de refraccion de la-

solucion, que a su vez depende de la concentracion del analito, cuando las concentraciones
son superiores a 0.01M. Estos cambios en el indice de refraccién dan lugar a variaciones en la
absortividad molar del analito dependientes de la concentracion, y por lo tanto, a
desviaciones de la ley de Beer.

Otro tipo de desviaciones aparentes de la ley de Beer se encuentran cuando las
especies absorbentes experimentan asociacion, disociacion o reaccién con el disolvente,
originando productos con carcteristicas absorbentes distintas del analito. Finalmente pueden
surgir desviaciones a la ley de Beer por la falta de cromaticidad de la fuente fuminosa. Sin
embargo,en la practica sélo aparecen desviaciones significativas cuando la banda de la
radiacién utilizada corresponde a una region del espectro en la que se producen grandes
cambios en la absorbancia en funcién de la longitud de onda (41,42).

En la espectrofotometria de absorcion atémica con flama, la atomizacién y absorcién
ocurre en la flama producida en un quemador. Este es el método mas usado.

co
® 0
— @@
Cabeza @
del

Al
quemador 'T Nebullzador

Cémara de
nebulizado

Muestra
Drenaje

Figura #4 Alomizacion cn la flama

Observando la figura #4 se ve al nebulizador, que es un pequefio accesorio que
introduce la muestra liquida en la flama a una velocidad estable y reproducible. Generalmente
se utilizan nebulizadores neumaticos y la disolucién es introducida a una velocidad entre 1 y 4
ml/min. La disolucién llega a la cdmara de nebulizado donde golpea con un obsticulo, el
“spoiler" o la esfera de impacto, y las gotas mas grandes son fragmentadas en particulas mas
pequeflas. De estas gotitas las mas grandes se drenan y solo las mis pequefas se mezclan con
el combustible y el oxidante. Después de que la muestra y los gases se han mezclado en la
camara de nebulizado, llegan a la cabeza del quemador donde se queman, favoreciéndose la
combustion por el aire de los alrededores. En la cabeza del quemador se encuentra la flama
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donde la muestra pasa del estado liquido al estado gaseoso y se disocian los compuestos
moleculares del elemento analizado, en atomos en estado basal. Aqui se lleva a cabo la
absorcién atomica al pasar el haz de luz por esta parte de la flama,

En espectrofotometria de absorcion atomica se utilizan varios tipos de flama, pero dos
son los mas comunes. La flama de aire-acetileno es la mas usada. Tiene una temperatura de
aproximadamente 2300°C y con ella se pueden analizar 30 elementos. La otra flama es la de
acetileno-oxido nitroso, cuya temperatura es aroximadamente de 2900°C (42). Esta flama se
utiliza para determinar elementos refractatios como el Al, V, Ti, étc., ya que estos elementos
forman moléculas muy estables que dificilmente se rompen a temperaturas mas bajas.

f)Método

El método que se utilizé en este trabajo es el método de las adiciones estindar. Es un
método muy util que permite trabajar ya sea con concentraciones muy bajas y/o trabajar en
presencia de una interferencia sin eliminarla y realizar una determinacion exacta. Se prepara
una curva de calibracion en presencia de la interferencia.

td)
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Figura #5 Adiciones estindar
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En la figura #5 la linea que pasa a través del origen [1], representa una linea de
clibracién tipica para un juego de soluciones patron. La absorbancia cero esta definida para
un blanco y como la concentracion del elemento aumenta, se observa un incremento lineal en
la absorbancia. En el método de las adiciones estandar se toman ahi cuotas iguales de una
muestra, por ejemplo, tres porciones iguales. No se afiade nada a la primera porcion y a las
porciones 2 y 3 se afladen diferentes cantidades conocidas del estandar. Finalmente se diluyen
todas las porciones a un mismo volumen, de tal forma que las concentraciones finales de los
constituyentes de [a muestra original serin las mismas en cada caso. Solo la cantidad del
analito afiadido diferira por una cantidad conocida. Al graficar absorbancia VS concentracion
se obtiene una recta paralela [2] a la curva de calibracién de los estandares. Prolongando la
escala de concentracion sobre la abscisa hasta después del cero y extrapolando la linea de
calibracion hasta que intersecte el eje de las concentraciones, se determina la concentracion
para la muestra sin adicion.
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g)Procedimiento

Se variaron las condiciones de trabajo para obtener ¢l maximo de respuesta, para lo
cual se tomo en cuenta el tipo de flama, la presién y flujo de los gases (para tenerlos en la
relacion estequiométrica adecuada), la longitud de onda, el ajuste del nebulizador, la
alineacion de la lampara y de la cabeza del quemador. Con las condiciones éptimas
encontradas se desarroll6 todo el trabajo practico.

El aparato se calibrd con una solucién de 50 ppm de Al3* y 2000 ppm de K*,
utilizando como blanco una solucién de 2000 ppm de K*.

Primero se efectud el estudio de linealidad en un intervalo de 1 a 50 ppm de A13*. En
matraces aforados de 25 ml se pusieron 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40 y 50 ppm de A3t yen
todos 2000 ppm de K* y se aforaron con agua destilada desionizada. Todas las disoluciones
se prepararon y leyeron por triplicado y los resultados obtenidos se encuentran en la grafica
#1. Las disoluciones anteriores también se leyeron con expansion de escala de 10, los
resultados se encuentran en la grafica #2.

Para determinar el intervalo de confianza (43), se prepararon 32 disoluciones de 1
ppm de aluminio, todas en iguales condiciones. Para ello se pusieron en matraces aforados de
10 ml 1 ppm de AI3* y 2000 ppm de K* y se aforaron con agua destilada desionizada. Se
obtuvieron los valores de absorbancia por triplicado de cada una de las disoluciones con y sin
expansion de escala de 10. Lo mismo se hizo para 2 y 3 ppm de Al3*, Con estos resultados
se obtuvieron las graticas #3, #4 y #5 respectivamente.

Para determinar el limite de deteccion y el limite de cuantificacion (44,45), se
prepararon tres curvas de calibracion de 1, 2, 3 y 4 ppm de aluminio, cada una por triplicado
y un blanco. En matraces aforados de 10 ml se pusieron 0, 1, 2, 3 y 4 ppm de aluminio y en
todos ellos 2000 ppm de potasio y se aforaron con agua destilada desionizada. El blanco se
leyo 24 vcces y las tres curvas se leyeron tres veces cada una, ajustando previamente el
equipo a cero con el blanco. Con los resultados obtenidos se hicieron los calculos
correpondientes,

Para ver si no habia efecto de matriz se hizo lo siguiente; En matraces aforados de 5
ml se pusieron en cada uno 2000 ppm de K* y 0.5 ml de liquido cefalorraquideo y en uno |
ppm, en otro 2 ppm y en el tercero 3 ppm de AB* y todos se aforaron con agua destilada
desionizada. En otros matraces aforados de 5 ml se pusieron 1,2y 3 ppm de Al3* y en todos
2000 ppm de K* y se aforaron con agua destilada desionizada. Las 6 disoluciones se
prepararon por triplicado y se leyeron tres veces con expansién de escala de 10. Los
resultados se encuentran en la grafica #6.

Krishnan, Gillespie y Crapper trabajaron en un espectrofotémetro de absorcion
atomica con flama con liquido cefalorraquideo y adiciones estandar (38). Ellos hicieron
adiciones estédndar a la muestra del orden de 0.5, 1.0 y 2.0 ppm de AI3* y obtuvieron una
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recuperacién de 0.51, 1.02 y 2.0 ppm respectivamente. Con este antecedente, sabiendo que
no habia efecto de matriz y suponiendo que la concentracion de aluminio en las muestras
seria muy pequefla se trabajo con adiciones estandar para tener mayor certeza en los
resultados.

Finalmente se descongelaron las muestras de liquido cefalorraquideo y se prepararon
20 de ellas con adiciones de 1y 2 ppm de AB*. En matraces aforados de 5 ml se pusieron en
cada uno 0.5 m! de muestra y 2000 ppm de K*, en el primer matraz 0 ppm, en el segundo 1
ppm y en el tercero 2 ppm de A3+, Las disoluciones se prepararon por duplicado debido a
que se tenia poca cantidad de muestra. y cada una se leyeo tres veces con expansion de escala
de 10. Se graficaron los valores de absorbancia vs concentracion, se hicieron los calculos de
las concentraciones correspondientes y los resultados se encuentran en el cuadro #4.
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SEGUNDA ETAPA

a)Equipo

Se utilizé un espectrofotometro de absorcion atémica Perkin Elmer 2380 con homo
de grafito HGA 400 sin automuestreador y un registrador Perkin Elmer R-100 para la
determinacion de aluminio en liquido cefalorraquideo. Las condiciones del equipo en las
cuales se hicieron las determinaciones fueron las siguientes:

Espectrofotometro de absorcion atomica:
-longitud de onda: 309.3 nm
-ancho de banda: 0.7 (bajo)
-lémpara; lAmpara de aluminio de catodo hueco
-corrector de sefial de fondo: l4mpara de deuterio
-modo: AA-BG
-tiempo de integracion: 4 seg -
-modo de integracion: altura de pico

Homo de grafito:
-tubo de grafito pirorrecubierto con plataforma de L'vov
-gas; argén con un flujo de 50 mi/min, excepto en el atomizado
-programa
secado: 250°C, 1 seg de rampa, 45 seg
calcinado: 1500°C, 1 seg de rampa, 45 seg
atomizado: 2500°C, O scg de rampa, 4 seg, sin flujo de argon
limpieza:2700°C, | seg de rampa, 3 seg
enfriamiento: 20°C, 10 seg de rampa, 5 seg
-volumen de muestra inyectado: 25 pl

Registrador;
-60 mm/min
-20 mV

b)Soluciones y reactivos

-Solucién titrisol de A13* de 1000ppm

-Solucién de A3+ de 10 ppm

-Solucién de AI3* de 0.2 ppm

-Modificador de matriz: Iml de Triton X-100 con 0.7 g de Mg(NO3); disueltos en agua
destilada desionizada y aforado a 1000 ml.

-Agua destilada desionizada

-Solucion de écido nitrico al 10% para la limpieza del material

Todos los reactivos fueron calidad Reactivo Analitico.
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c)Material

-matraces volumétricos de 10, 500 y 1000 ml

-microtubos de polietileno de 1.5 ml

-micropipeta Eppendorf de 25 pl

-micropipeta Gilson de 0 a 1000 pl

-puntas para micropipetas

-frascos de polietileno

La limpieza del material se realizd como se indica en la primera etapa,

d)Muestras
Se recolectaron muestras de liquido cefalorraquideo en frascos de polietileno,
previamente limpiados como se indico en la primera parte y se congelaron a -10°C.

e)Técnica

La tecnologia moderna de la espectrofotometria de absorcién atémica con horno de
grafito data de 1980 en adelante y se ha convertido en una de las técnicas mas ampliamente
usadas para determinar trazas de metales en diversos materiales.

En 1956 el método de absorcion atomica de Walsh, utilizaba la flama para proveer un
estado estable de los &tomos en fase de vapor. La absorbancia podia ser medida de manera
precisa con la tecnologia existente en ese tiempo. Pocos afios después L'vov propuso el
concepto analitico del horno de grafito. El método de L'vov, segin él mismo, iba a permitir
realizar andlisis por absorcion atémica muy sensibles y libres de interferencias. Su idea
consistia en usar una pequefiita cantidad de muestra y atomizarla completamente en un horno
montado en el paso del haz de luz de un espectrofotometro. La sefial integrada de absorcion
atémica iba a ser proporcional a la cantidad de metal en la muestra. El primer trabajo
aparecio en 1959 y la técnica se volvio comercial hasta 1969, cuando Massmann adapté el
horno a los equipos de absorcion atomica comerciales. Sin embargo esta técnica presentaba
muchos problemas y los resullados obtenidos eran poco satisfactorios. En 1978, L'vov
trabajé con el plomo y demostré porqué en los equipos comerciales existentes se obtenian
escasos resultados analiticos. El recomendd, que los equipos analiticos deberian ser
cuidadosamente disefiados para cubrir los requerimientos para el horno de grafito de
temperatura estable con plataforma de L'vov, STPF (Stabilized Temperature Platform
Furnace). STPF es el nombre que se le da al horno de grafito de un espectrofotometro de
absorcion atémica, cuando reine lo més posible los requerimientos tedricos establecidos por
Lvov. Conforme ha pasado el tiempo se ha desarrollado la tecnologia necesaria para
construir los equipos que reinen las condiciones para realizar un analisis libre de
interferencias.

Ya que esta técnica se basa en una serie de caracteristicas instrumentales que
dependen una de otra, es importante reunir los siguientes requerimientos:
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a)Calentamiento rapido del horno de grafito a temperaturas altas.- Se utiliza el
calentamiento rapido del horo de grafito, porque se necesitan alcanzar las condiciones de
equilibrio antes de que el analito sea atomizado. El calentamiento rapido se realiza en un
promedio de 2000°C/seg, lo que garantiza que el tubo se calienta a la temperatura
seleccianada en el menor tiempo posible.

b)Un procesador electronico rapido.- Un equipo con homo de grafito requiere de un
procesador electronico rapido, porque todo ocurre en tiempo minimo y se tiene que seguir
con precision la seflal de] analito, Ademds debe reunir los suficientes datos para obtener
detalladamente el perfil del pico de absorbancia.

c)integracion de la absorbancia.- En un sistema que estdi en equilibrio térmico, la
integracién de la absorbancia puede eliminar las variaciones en la, cuantificacion debida a las
variaciones en €l intervalo de atomizacion debidas a las diferentes propiedades de los distintos
compuestos del mismo elemento.

d)Uso de tubo pirorrecubierto con plataforma de L'vov.- L'vov propuso que la atomizacién
de la muestra no se hiciera en la pared del tubo, sino en una pequefia plataforma insertada
dentro de un tubo de grafito pirorrecubierto. Dicha plataforma esta hecha de grafito pirolitico
solido. El calentamiento ocurre predominantemente por la radiacion de las paredes calientes
del tubo. Esto detiene la evaporacion de la muestra hasta que las paredes del tubo y el gas
dentro de éste, alcanzan el equilibrio térmico, como se ve en la figura #6.

Temperatura

de la
plataforms

de la pared
del
tubo

Y

Tiempo

Figura #6
Picos de atomizacién de la pared del tubo y
de la plataforma de L'vov

€)Que no haya flujo de gas durante el proceso de atomizacién.- En el concepto STPF la
interrupcion del flujo de gas a través del tubo es muy importante para tener una temperatura
estable durante la atomizacion. Una corriente de gas a través del tubo puede disminuir la
temperatura del gas, al desplazar el gas caliente por gas frio, lo cual provocaria una
disminucion en la sensibilidad.

f)Uso del modificador de matriz.- Se agregan modificadores de matriz para estabilizar al

analito a temperaturas mas altas. Esto conduce a varias ventajas importantes. Se puede
calcinar la muestra a temperaturas mas altas y reducir la magnitud de la sefial de fondo. Pero
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lo m4s importante es que se puede estabilizar al analito en la plataforma de L'vov mientras se
alcanza el equilibrio de las condiciones STPF. Ademas los modificadores de matriz pueden
reaccionar con ésta para convertirla en una forma quimica mas volatil, y de esta manera,
eliminarla mas facilmente. En algunas ocasiones los modificadores de matriz contribuyen a
tener un blanco muy alto, pero en la mayoria de los casos funciona bien.

g)Uso de corrector de sefial de fondo.- El corrector de sefial de fondo resta las sefiales de
absorcion no atomicas de la sefial de absorbancia total, para dar una sefial correcta. Ver

figura #7.

Figura #7
Corrector de sefial de fondo

El corrector de sefial de fondo es una de las partes importantes de las condiciones STPF y se
utiliza de rutina. Existen dos tipos de ellos, el corrector de sefial de fondo de emision
continua y el de efecto Zeeman,

Es imposible probar que no existen problemas si se relinen todas las condiciones
propuestas por L'vov. Sin embargo, el uso del horno de grafito se ha ido incrementando
notoriamente en el analisis de trazas de elementos, ya que sus limites de deteccién son muy
pequefios. Muchos analistas ponen mucha atencién en que las condiciones de higiene de los
laboratorios sean las adecuadas para poder determinar concentraciones tan pequefias con el
homo de grafito. Teniendo el mismo cuidado y facilidades, los resultados obtenidos en la
determinacion de trazas de metales en muestras bioquimicas con el homo de grafito, son
comparables en exactitud, con los obtenidos con IDMS (Isotope Dilution Mass
Spectrometry) espectrometria de masas con dilucién de isotopos y con NAA (Neutron
Activation Analysis) analisis por activacion neutronica (46,47,48).
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fiMétodo
El método que se utiliz6 se seleccion6 con base en lo siguiente:

1)En el caso en el que se trabaja con curva de calibracién para determinar el aluminio en
liquido cefalorraquideo, ésta se prepara utilizando muestras de liquido cefalorraquideo como
disolvente, en las cuales se ha determinado previamente que la concentracion de este metal es
menor a 2 ppb (10,18), de tal manera que se tenga la misma matriz. Para este trabajo no era
factible obtener una cantidad suficiente de liquido cefalorraquideo y que ademéis la
concentracién de dicho liquido fuera menor a 2 ppb de aluminio, para estar preparando
curvas de calibracion para leer las muestras.

2)Por otra parte se trabajé con una curva estdndar y una muestra con adiciones para ver si
habia efecto de matriz y si lo hubo.

Por lo anteriormente expuesto se decidio utilizar el método de las adiciones estandar.
Este método ya se explicé anteriormente.

g)Procedimiento

Primero se desarrolld la metodologia para determinar aluminio en liquido
cefalorraquideo con tubo pirorrecubierto, ya que no se contaba con el tubo pirorrecubierto
con plataforma de L'vov.

Se tom6 como base el siguiente programa (49,50):

Secado: 120°C, 10 seg de rampa, 10 seg

Calcinado (1): 700°C, 10 seg de rampa, 10 seg

Calcinado (2): 1500°C, 15 seg de rampa, 10 seg

Atomizado: 2700°C, 0 seg de rampa, 5 seg

-Modo de integracion: altura de pico

-Adicion de modificador de matriz: 0.7 g Mg(NO3)7 + 1 m! de Triton X-100/litro
-Gas: argon

-Corrector de sefial de fondo: lampara de deuterio

-Lémpara: lampara de aluminio de citodo hueco

-Longitud de onda: 309.3 nm

-Volimen inyectado: 25 ul

Este programa fue modificado para obtener las condiciones 6ptimas de trabajo del equipo en
el laboratorio.

Para obtener la temperatura de atomizacion, se prepard por triplicado un blanco, una
solucién de aluminio de 10 ppb y una muestra. Se leyeron tres veces estas soluciones
cambiando en el programa la temperatura de atomizacion de 2600°C a 2800°C. La respuesta
optima se di6 a 2700°C.

Para encontrar el volumen optimo de la solucién moditicadora de matriz se preparo 4
veces por triplicado, un blanco, una disolucion de 10 ppb de aluminio y una muestra. A estas
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disoluciones se les agregaron 3, 4, 5 o 6 ml de la solucion modificadora de matriz y se
aforaron a 10 ml con agua destilada desionizada. La mejor respuesta se obtuvo con las
disoluciones que contenian 3 ml de la solucion modificcadora de matriz.

E! siguiente parAmetro que se determiné fue el flujo 6ptimo de gas. Para ello se
prepararon disoluciones de 50 y 60 ppb de aluminio y se leyeron tres veses cada una variando
¢l flujo de argén a 50, 100, 150, 200, 250 y 300 ml/min. Los resultados se encuentran en la
grafica #7. Se eligio el flujo de 50 ml/min.

El estudio de linealidad se llevo a cabo con disoluciones triplicadas de 10, 50, 150,
200, 250, y 300 ppb de aluminio con modificador de matriz. Los resultados se encuentran en
la gréfica #8. Con base en los resultados obtenidos se decidio determinar la linealidad con
més puntos a concentraciones bajas. Para ello se prepararon por triplicado disoluciones de 5,
10, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 ppb de aluminio con modificador de matriz. Los
resultados se encuentran en la grifica #9. Como se puede observar en los reultados el
intervalo lineal es muy pequefio.

Tomando en cuenta los resulados de linealidad, se utilizé el método de las adiciones
estandar. Se hicieron dos pruebas, adicionando concentraciones "altas" de aluminio (25 y 50
ppb) y concentraciones "bajas" de aluminio (2.5, 5 y 7.5 ppb). Se prepararon por triplicado
las siguientes soluciones de aluminio con modificador de matriz; 25 ppb, SO ppb, muestra +
25 ppb y muestra + 50 ppb para 1a primera parte y 2.5 ppb, 5 ppb, 7.5 ppb muestra + 2.5 ppb,
muestra + 5 ppb y muestra + 7.5 ppb para la segunda parte. Los resultados se encuentran en
la grifica #10 y #11 respectivamente. Observando ambas grificas se deduce que hay
interferencia de matriz.

Para determinar el intervalo de confianza se prepararon 32 disoluciones de 10 ppb de
aluminio con modificador de matriz, todas en iguales condiciones. Se obtuvieron los
resultados correspondientes y se graficaron, La grafica es la #12. Con estos resultados se
calcul6 el intervalo de confianza.

A pesar de que se mejoraron las condiciones de trabajo, los resultados analiticos
fueron muy pobres, por lo que no se leyeron muestras de liquido cefalorraquideo en estas
condiciones. Se procedio a conseguir el tubo pirorrecubierto con plataforma de L'vov.

Como ya se mencioné anteriormente la plataforma de L'vov ofrece las siguientes
ventajas:
-reduce las interferencias de seftal de fondo
-se tienen condiciones mas estables de los gases
-se mejoran las sefiales de absorbancia
-la atomizacion ocurre en un ambiente de temperatura mas estable
-el intervalo del tiempo de atomizacion es mas largo.
Teniendo ésto presente y habiendo conseguido el tubo pirorrecubierto con plataforma de
L'vov, se buscaron nuevamente las condiciones de trabajo.
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El programa base del que se partio fue el siguiente (49,50):
Secado: 250°C, 1 seg de rampa, 45 seg
Calcinado: 1500°C, 1 seg de rampa, 45 seg
Atomizado: 2500°C, 0 seg de rampa, 6 seg
Limpieza: 2700°C, | seg de rampa, 3 seg
Enfriamiento: 20°C, 10 seg de rampa, 5 seg
-Modo de integracion: area bajo la curva
-Adicion de modificador de matriz: 0.7 g de Mg(NO3)7 + 1 ml de Triton X-100/litro
-Gas: argén
-Corrector de sefial de fondo: lampara de deuterio
-Lémpara:lampara de aluminio de citodo hueco
-Longitud de onda: 309.3 nm
-Volimen inyectado: 25 pl

Lo primero que se hizo, fue variar la temperatura de atomizacion. Se preparé por.
‘triplicado un blanco, disoluciones de 20 y de 40 ppb de aluminio y una muestra. Se leyeron

tres veces estas soluciones con un cambio en la temperatura de atomizacién de 2400° a
2600°C. La respuesta 6ptima se obtuvo con la temperatura de 2500°C. Los resultados se
encuentran en la grafica #13.

£l siguiente parametro que se determind fue el volumen de la solucion modificadora
dé matriz. Para ello se prepararon disoluciones de 20 ppb de aluminio a las cuales se les

afladié 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 y 400 pl de la solucién modificadora de matriz y se

completé con agua destilada desionizada a un volumen de 500 pl. Los resultados se
encuentran en la grafica #14. El volumen 6ptimo de la solucién modificadora de matriz fue de
50 pl.

Después se prepararon. por triplicado, disoluciones de aluminio de 10 y 20 ppb con
modificador de matriz. Se leyeron tres veces cada una, variando el flujo de argén a 50, 100,
150, 200, 250 y 300 ml/min. Los resultados se encuentran en la grafica #15.

Se prepararon por tﬁplicédo disoluciones de aluminio de 10 y 20 ppb con modificador
de matriz. La lectura de esas soluciones se hizo con un cambio en el tiempo de integracion
durante la atomizacion a 4, 5 y 6 segundos. La mejor restuesta se obtuvo a los 4 segundos.

Para saber si se iba a trabajar con altura de pico 6 con area bajo la curva, se
prepararon disoluciones de aluminio de 20, 40 y 60 ppb con modificador de matriz. Las
disoluciones fueron leidas en los dos modos de integracion antes mencionados. Los
resultados se encuentran en la grafica #16. Se decidi6 trabajar con altura de pico.

Finalmente el programa de trabajo quedo de la siguiente manera;
Secado: 250°C, | seg de rampa, 45 seg
Calcinado: 1500°C, | seg de rampa, 45 seg
Atomizado: 2500°C, 0 seg de rampa, 4 seg, sin flujo de gas
Limpieza: 2700°C, 1 seg de rampa, 3 seg
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Enfriamiento: 20°C, 10 seg de rampa, 5 seg

-Modo de integracion: altura de pico

-Gas: argon, 50 m{/min

-Adicion de la solucion moditicadora de matriz: 50 pl/500 pl
-Corrector de sefial de fondo: lampara de deuterio

-Lampara: lAmpara de aluminio de catodo hueco

-Longitud de onda: 309.3 nm

-Volumen inyectado: 25u!

-Registrador: 20 mV y 60 mm/min

Con este programa y estas condiciones se desarroll6 el resto del trabajo.

Para determinar el intervalo lineal, se prepararon disoluciones de aluminio de 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550 y 600 ppb con modificador de matriz, todas
ellas por triplicado. Los resultados se encuentran en la grafica #17. Se quiso conocer la
linealidad con més puntos en un intervalo de 0 a 100 ppb. Para ello se prepararon
disoluciones de aluminio de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 ppb
con modificador de matriz también por triplicado. Los resultados se encuentran en la grafica
#18.

Para establecer si habia interfencia de matriz se preparé una curva estandar y una
curva con adicion de estindar. Para la primera se prepararon por triplicado y con modificador
de matriz, un blanco, soluciones de 10 y 20 ppb de aluminio y una muestra. Para la segunda,
se prepararon por triplicado y con modificador de matriz, una muestra y la misma muestra
con 10 y 20 ppb de aluminio. Se leyeron todas las disoluciones tres veces y los resultados se
encuentran en la gréifica #19. Se observa en dicha grafica que las pendientes de las curvas son
diferentes, por lo que se concluy6 que si hay interferencia de matriz.

Para determinar el intervalo de confianza, se prepararon un blanco y 30 disoluciones
de 10 ppb con modificador de matriz, todas en iguales condiciones y se leyeron tres veces.
Con los resultados se clacul6 el intervalo de confianza y se hizo la grafica #20.

Finalmente se prepararon 5 curvas de calibracion de 5, 10, 15 y 20 ppb de aluminio,
un blanco y todas las disoluciones con modificador de matriz. Primero se leyo el blanco 22
veces y luego se leyo tres veces cada curva ajustando a cero con el blanco. Con los resultados
obtenidos se calculd el limite de deteccion y el limite de cuantificacion.

Ya que el intervalo lineal es pequefio, hay interferencia de matriz y no se tiene una
cantidad suficiente de liquido cefalorraquideo de una concentracion menor a 2 ppb de
aluminio, para preparar con él las curvas estandar necesarias para poder leer en ellas todas las
muestras, se decidio utilizar el método de las adiciones estandar para determinar la
concentracion de aluminio en liquido cefalorraquideo. Las adiciones que se hicieron fueron de
20 y 40 ppb de aluminio, con modificador de matriz, para estar en el intervalo lineal. Cada
muestra de liquido cefalorraquideo se leyo sola para ver si era necesario hacer una dilucion de
la misma. En algunos casos si fue necesario hacer la dilucion. Todas las muestras se leyeron
con el programa y las condiciones establecidas practicamente; los resultados se encuentran en
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ei cuadro #5. Los resultados que se encuentran en el cuadro #5 se agruparon en 7 intervalos
‘de concentracion de aluminio, los cuales se encuentran en la grafica #21.
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V. RESULTADOS

A continuaciGn se presentan los resultados obtenidos por upectrofotometrh de
absoracion atomica con flama,

En la grifica #1 se encuentran los resultados del estudio de linealidad. Como se puede
observar en esta grifica, la linealidad es bastante buena en este intervalo de concentracion. El
coeficiente de correlacion de la renta obtenida y = 0.001 x + 0.002 es de 0.9999. -

LINEALIDAD

En la grifica #2 se encuentran los resultados de las soluciones con las cuales se
obtuvo la gréfica anterior, solanmuequeﬁxemnlexduconexpmuéndcewdlde 10. En
esta grifica se observa que a bajas concentraciones, el ruido del equipo es mis notorio, lo
cual es l6gico debido & la expansion de escala. Sin embargo la linealidsd sigue siendo buena,
za que se obtiene un coeficiente de correlacién pars dicha recta, y = 0.0001 x + 0.003, de

.999,



Gréfica #2

LINEALIDAD CON EXPANSION DE ESCALA DE 10

En las grificas #3, #4 y #5 se presentan los resultados de las 32 soluciones de 1ppm,
de 2 ppm y de 3 ppm leidas todas sin y con expansién de escala de 10. Se calculd el intervalo
docoﬁmamadaconowmcién.

Se considers intervalo de confianza al intervalo dentro del cual se puede suponer de
manera razonable que se encuentra el valor verdadero con una cierta probabilidad. El tamafo
del intervalo de confianza dependerd de la certeza que se quiera tener de que se incluya e
valor verdadero y se calcula (43):

El intervalo de confianza para 1 ppm de aluminio al 95% es:
Sin cxpinsién de escala

=96

¥=0.0029

5 = 0.0004

} = 0.0029  0.0001

El intervalo de confianza al 95% para los valores de absorbancia es 0.0028< p < 0.0030, lo
que corresponde a una concentracion de 1 + 0.03 ppm.

Con expansion de escala de 10
n=9

x=0.025

s =0.004

pt = 0.025 + 0.001

El intervalo de confianza al 95% para los valores de absorbancia es 0.024 < p < 0,026, lo que
corresponde a una concentracién de 1 + 0.04 ppm.
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E! intervalo de confianza para 2 ppm de aluminio al 95% es:

Sin expansion de escala
n=96

¥ =0,0033

8 = 0.0006

jt = 0.0033  0.0001

El intervalo de confianza al 95% para los valores de absorbancia es 0.0032 < pu < 0. 0034 lo
que corresponde a una concentracion de 2 £ 0.06 ppm.

Con expansién de escala de 10
n=9%

¥=0,038

$=0.003

1 =0.038 + 0.001

El intervalo de confianza al 95% para los valores de sbsorbancia es 0.037 < 1t <0.039, lo que
corresponde 8 una concentracion de 2 + 0.05 ppm.

El intervalo de confianza para 3 ppm de aluminio al 95% es:

Sin expansion de escala
n=96

x=0.0090

s =0.0008

1 = 0.0090 % 0.0002

El intervalo de confianza al 95% para los valores de absorbancia es 0.0088 < u < 0.0092, lo
que corresponde a una concentracién de 3 + 0.07 ppm.

Con expansion de escala de 10
n=96

¥ =0.066

$ =0.004

B =0.066 + 0.001

El intervalo de confianza al 95% para los valores de absorbancia es 0.065 < p < 0.67, lo que
corresponde & una concentracién de 3 + 0,04 ppm.

Como se puede observar en los resultados antesiores los intervalos de confianza son
muy pequefios. Sin embargo, la mayoria de los resultados obtenidos para 1, 2y 3 Ppm sin
expansion de escala caen en el intervalo de confianza, lo que no ocusre con los resultados
obtenidos con expansion de escala de 10, Esto se puede observar en las grificas #3, #4 y #5,



Grética #3

No. de mueswa
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Gréfica #4
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DE ESCALA DE 10
cone = 2ppm
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Gréfica #5

10 20 30 40

No. de muesws

CONFIABILIDAD SIN Y CON EXPANSION
DE ESCALA DE 10
conc =3 ppm

Para determinar el limite de deteccién y el limite de cuantificacion se prepararon 3
curvas de calibracion y un blanco. Con los resultados obtenidos se calculé lo siguiente;

~ a)Limite de deteccion,
Por limite de deteccién (L.D.) se considera la concentracién minima que se puede tomar
como vélida. Se calcula de la siguiente manera (43,44,45):

3s b
LD =—f—r

m

donde

L.D. = limite de deteccion

s, = desviacidn estdndar del blanco

b = ordenada al origen de la curva de calibracion
m = pendiente de la curva de calibracion

Sib=0

3s
L.D. =B
m

Las ecuaciones de las curvas de calibracion fueron:
Curva (1) y=0.0010x

Curva (2) y =0,0014 x

Curva (3) y 0.0.0017 x + 0.0004
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Promedio de las tres curvas
y=0.0014 x + 0.000]

Pira el blanco

n=24

J?B= 0.00008

$g = 0.00027

De la curva promedio
b =0.0001

m=0.0014
Se substituyen los valores correspondientes

L.D, =0.52 ppm

El limite de deteccion es 0,52 ppm de aluminio.

b)Limite de cuantificacion. '
El limite de cuantificacion (L.Q.) es la concentracién minima que se puede reportar con la
confianza estadistica de que el resultado es verdadero (43,44,45). Se calcula:

10s —b
L.Q. ==—-f'-——

Substituyendo los valores anteriores se obtiene

L.Q. = 1.86 ppm

El limite de cuantificacion es 1.86 ppm de aluminio.

En la gifica #6 se encuentran los resultados obtenidos de una curva de calibracion de
1, 2'y 3 ppm de aluminio y la curva de una muestra con adicién de 1 y 2 ppm de aluminio.
Como se puede observar ambas rectas son paralelas; la pendiente de la primera curva es
0.107 y de la segunda es 0.106. Estos valores indican que no hay interferencia de matriz.
(1) Curva estandar y=0.107 x - 0.00}
(2) Muestra con adiciones y=0.106 x + 0.002

s
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Gréfica #6
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EFECTO DE MATRIZ CON EXPANSION DE ESCALA DE 10

Finalmente se descongelaron las muestras de liquido cefalorraquideo y se trabajaron
como se indico en el procedimiento. Las soluciones se leyeron con expansion de escala para
obtener los valores de absorbancia. Con los resultados se hicieron los célculos
correspondientes y se obtuvo la concentracion de aluminio en cada muestra, las cuales se
muestran en el cuadro #4. :

CUADRO #4
CONCENTRACION DE ALUMINIO EN
LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO
No. de Muestra Concentracion de Aluminio

1 0.5 ppm
2 0.2 ppm

3 N.D.

4 N.D.

5 0.4 ppm
6 0.6 ppm

7 N.D.

8 N.D.

9 ND.
10 N.D.

11 N.D.

12 N.D.

13 N.D.

14 N.D.

15 0.6 ppm
16 2.7 ppm
17 3.4 ppm
18 N.D.

19 N.D.
20 ) 1.2 ppm
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SEGUNDA ETAPA

Los resultados que se presentan a continuacién fueron obtenidos por
especttofotometria de absorcion atomica con hormo de grafito, tubo de grafito
pirorrecubierto y sin automuestreador.

El promedio de las lecturas de altura de pico para una solucion de 10 ppb de aluminio
y una muestra leidas a diferentes temperaturas de atomizacion fueron las siguientes:

TEMPERATURA , SOLUCION ALTURA DE PICO
mm
2600°C  Muestra 23.3
2600°C o 10 ppb 9.2
2700°C Muestra 253
2700°C 10 ppb 12.2
2800°C Muestra 6.0
2800°C , 10 ppb 48

Analizando los resultados anteriares se establece que la temperatura de atomizacién 6ptima
es 2700°C.

Los resultados de altura de pico para una solucion de 10 ppb de aluminio y una
muestra con 3, 4, S y 6 ml de la solucién modificador de matriz, aforadas todas a 10 ml con
agua destilada desionizada, fueron las siguientes:

VOL. DE SOLN. PROMEDIO DE LA
MODIFICADORA DE SOLUCION ALTURA DE PICO

MATRIZ EN 10 ml (mm)

: 3Iml Muestra 43.5

Iml ' 10 ppb 16.7

4 ml Muestra 25.3

- 4ml 10 ppb 12.2

5 ml Muestra 17.3

Smi 10 ppb 11.2

6ml Muestra 19.2

6 ml 10 ppb 11.9
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En los resultados anteriores se puede observar que la mejor respuesta se obtiene para
las soluciones que tienen 3 ml de la solucion moditicadora de matriz.

En la grafica #7 se encuentra el promedio de los resultados de altura de pico
obtenidos de las soluciones de 50 y 60 ppb de aluminio leidas variando el flujo de argon.
Como podra observarse las lecturas mas altas para ambas soluciones se -obtuvieron con un

flujo de S50 mi/min de argén.

Gréfica #7
g 150
f E 1w} =g l—f
v E 504 '
5 O o o g iy e e
0 100 200 300
A (ml/min)

“"FLUJO DE ARGON
(Tubo Pirorrecubierto)

En la grafica #8 se presenta el promedio de los resultados de altura de pico para las
disoluciones de 10, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 ppb de aluminio para ver la linealidad.
Como se puede abservar el rango lineal es muy pequefio, hasta 50 ppb de aluminio.

Gréfica #8
8 '507 __‘..”.......—-——“—.
K & 1004 .
SE ol
2 o . X
: 0 100 200 300
[ conc (ppb)
L
. LINEALIDAD DEL ALUMINIO
(Tubo Pirorrecubierto)
0 - 300 ppb

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se hizo otra curva de linealidad con mas
puntos a concentraciones bajas. El promedio de los resultados de altura de pico para dicha
curva se encuentran en la grafica #9. Como se nota, el intervalo lineal es nuevamente de 5 a
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50 ppb de aluminio, lo que coincide con la grafica anterior. Con los resultados de 5 a 50 ppb
de aluminio para calcular la recta con regresion lineal se obtiene:

y=167x+232
r=0.998
m= 167

Se puede decir que el intervalo lineal del aluminio utilizando el tubo pirorrecubierto esde S a
50 ppb de dicho elemento. ‘

Gréfica #9

LINEALIDAD DEL ALUMINIO
(Tubo Pirorrecubierto)
0 - 80 ppb

Ya que el intervalo lineal del aluminio en estas condiciones es pequefio, se hicieron
dos curvas estindar y dos curvas de muestra de liquido cefalorraquldeo con adicion de
estandar, a diferentes concentraciones. El promedio de los resultados de altura de pico se
encuentran en las graficas #10y #11,

Gréfice #10

INTERFERENCIA DE MATRIZ
(Tubo Pirorrecubierto)
(1) Muestra con adicionesy = 1.7 x + 6.8
(2) Curva estandar y = 1.4 x + 1.4
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| Gréfica #11
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INTERFERENCIA DE MATRIZ
(Tubo Pirorrecubierto)
(1) Muestra con adicionesy = 2.2 x + 14,5
(2) Curvaestandary =6.3 x + 1.5

Como se puede observar en ambas graficas hay interferencia de matriz, ya que las
pendientes de las rectas son diferentes:

Grafica #10 (1)Muestra con adiciones de 25 y 50 ppb de aluminio m=1.7 r=0.9999

(2)Curva estandar de 25 y 50 ppb de aluminio m=14 r=0.997
Grafica #11 - (1)Muestra con adiciones de 2.5, 5 y 7.5 ppb de aluminio m=2.2 r=0,999 .
(2)Curva estandar de 2.5, 5 y 7.5 ppb de aluminio m=63 r=0.990

La diferencia en las pendientes es mayor en el caso de las adiciones de 2.5, 5 y 7.5 ppb de
aluminio. Teniendo en cuenta que la concentracion de aluminio es de 6.4 ppb en la muestra,
las adiciones correctas son éstas. Esta diferencia nos indica que si hay interferencia de matriz.
En el caso de las adiciones de 25 y 50 ppb de aluminio, la diferencia en las pendientes es
pequefia, debido a que las adiciones son muy grandes con respecto a la concentracion del
aluminio en la muestra de liquido cefalorraquideo, que es de 4 ppb. La muestra utilizada en
cada caso no es la misma. (Nota: las concentraciones de aluminio en las muestras son las
obtenidas por extrapolacion, aparte se hicieron los calculos necesarios para conocer la
concentracion en la muestra sin dilucién). '

De las dos graficas podemos concluir que es necesario trabajar con el método de
adicion de estandar.

Finalmente se prepararon 32 disoluciones de 10 ppb de aluminio y cada disolucion se
leyo tres veces. Los resultados de altura de pico se encuentran en la grafica #12.
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Gréfica #12
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conc = 10 ppb

Utilizando estos resultados se hicieron los siguientes calculos:
n=96
¥=1854
$=9.51

Sustituyendo valores
= 1854 1.90

El intervalo de confianza al 95% para los valores de altura de pico para 10 ppb es 16.64 <
<20.44, lo que corresponde a una concentracion de 10 £ 1.0 ppb.

Observando la grafica y con base en los resultados anteriores se puede notar que si se utiliza
el tubo de grafito pirorrecubierto hay mucha variacion en las lecturas a esta concentracion,
por lo que seria conveniente hacer las determinaciones de aluminio en liquido cefalorraquideo
en el tubo de grafito pirorrecubierto con plataforma de L'vov.
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Los resultados que se¢ presentan de aqui en adelante se obtuvieron por
espectrofotometria de absorcion atomica con hommo de grafito y tubo pirorrecubierto con
platafarma de L'vov sin automuestreador.

Utilizando el programa base, el primer parametro que se optimizo fue la temperatura
de atomizacion. El promedio de los resultados obtenidos para las disoluciones de 20 y 40 ppb
de aluminio leidas a diferentes temperaturas, tanto en absorbancia como en milimetros, se
encuentran en las graficas #13.

Gréfica #13
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" TEMPERATURA DE ATOMIZACION
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| Gréfica #13
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TEMPERATURA DE ATOMIZACION
(Tubo Pirorrecubierto con Plat. de L'vov)

Como se observa en estas grificas, la temperatura de atomizacion optima es 2500° C
para ambas soluciones, tanto en los resultados de absorbancia como en los de altura de pico
(mm).
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El siguiente parametro que se determino fue el volimen de la solucién modificadora
de matriz. El promedio de los resultados obtenidos para una solucion de 20 ppb de aluminio
con diferentes volimenes de la solucion modificadora de matriz aforadas todas a 500 pl se
encuentran en las graficas #14.

[ b e L s s S L4 i e 8 e i 8y

Gréfica #14 .
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(Tubo Pirorrecubierto con Plat. de L'vov)

Gréfica #14 %
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MODIFICADORA DE MATRIZ
(Tubo Pirorrecubierto con Plat. de L'vov)

Como se observa en las graficas, el valor méé alto de absorbancia y de altura de pico
se obtiene cuando se agregan 50 ul de la soluciodn de Triton X-100 + Mg(NO3); a la
solucion de 20 ppb de aluminio aforada a 500 pl. La relacion queda:

Vol. de la soln. modificadora de matriz : Vol.finat = 1 : 10

_En las graficas #15 se encuentran los promedios de los resultados obtenidos de las
soluciones de 10 y 20 ppb de aluminio variando el flujo de argon.
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Gréfica #15
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Como se observa, la respuesta optima se obtiene con un flujo de argon de 50 ml/min.

A continuacion se presentan los promedios de los resultados de absorbancia y de
altura de pico que se obtuvieron al leer las soluciones de 10y 20 ppb de aluminio cambiando
el tiempo de integracion durante la atomizacion:

10 ppb 10 ppb 20 ppb 20 ppb
Tiempo de Absorbancia Allura de Absorbuncia Altura de pico
integracion pico (mm) (mm)
4s 0.157 16 0.219 22
5s 0.10! 10.3 0.169 16.8
6s 0.125 12.2 0.18] 17.8

Como puede observarse la mejor respuesta se obtiene para un tiempo de integracion
de 4 sdurante la atomizacion para ambas concentraciones.

El siguiente parametro que se determino fue el modo de integracion, altura de pico 6
area bajo la curva. El promedio de los resultados obtenidos de las soluciones de 20, 40, y 60
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ppb de aluminio leidas en altura de pico y en area bajo la curva se encuentran en las graficas
#16.

Gréfica #16
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MODO DE INTEGRACION:
ALUTRA DE PICO (PK HT); AREA BAJO LA CURVA (PK AREA)
(Tubo Pirorrecubierto con Plat. de L'vov)
(1) PK AREA y=095x+2.1 r=0988
(2)PKHTy=095x+3.7 r=0.982
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MODO DE INTREGRACION:
ALTURA DE PICO (PK HT); AREA BAJO LA CURVA (PK AREA)
(Tubo Pirorrecubierto con Plat. de L'vov)
(1) PK AREA y=0.009x+0.03 r=0.985
(2) PKHT y=0.009x+0.18 r=0.996

Como se puede observar los valores mas altos, tanto en absorbancia como en altura
de pico en mm, son los que se obtuvieron con el modo de integracion "altura de pico”, por lo
cual se utilizo este modo de integracion en el resto del trabajo.

Una vez establecidas las condiciones optimas de trabajo en el equipo con el tubo
pirorrecubierto con platatorma de L'vov y sin automuestreador se determiné el rango lineal
del aluminio. Para ello se prepararon soluciones de aluminio de 50 a 600 ppb con modificador
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de matriz. El promedio de los resultados obtenidos para estas soluciones se encuentra en las
graficas #17.
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En estas graficas se observa que en el intervalo de 200 a 600 ppb de aluminio hay
linealidad.
En altura de pico (mm) de 200 a 600 ppb
y=0.08 x + 74.46
r=0.998 ,
En absorbancia de 200 a 600 ppb
y=0.007x +0.71
r=0.997

Para determinar el intervalo lineal a bajas concentraciones se prepararon soluciones de
5 a 100 ppb de aluminio con modificador de matriz. El promedio de las lecturas obtenidas
para estas soluciones se encuentra en las graficas #18.
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Gréafica #18 ‘
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Como se puede observar hay dos intervalos lineales, uno de 0 a 50 ppb de alumino y
el otro de 50 a 100 ppb. En ambos intervalos la linealidad es buena, atin a bajas
concentraciones.

En altura de pico
De 0 a'50 ppb y=103x+105 r=0998
DeS0al00ppb y=041x+31.1 r=0.999

En absorbancia
De 0 a 50 ppb y=0010x+002 r=0.998
De50al00ppb y=0003x+035 r=0997

El siguiente paso fue determinar si habia interferencia de matriz o no. Se preparo una
curva estandar y una muestra con adicion de estandar. El promedio de los resultados
obtenidos en ambos casos se observa en las graficas #19.
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Gréfica #19
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L.as ecuaciones de las rectas que se encuentran en estas graficas son las siguientes:
En altura de pico (mm)
(1) Curva estandar y=0.39x+0.017
r=0.9999
Para la muestra A =4.7 corresponde
x=11.86 ppb
(2) Muestra con adiciones y=0.96x+3.98
r=0.992
Concentracion muestra x= 4.0 ppb
En absorbancia
(1) Curva estandar y =0.005 x + 0.0008
r=0.999
Para la muestra A = 0.078 corresponde
x =14.4 ppb
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(2) Muestra con adiciones y=0.011x+0.07]
r=0.994
Concentracion muestra x = 6.5 ppb

En los valores de altura de pico y en los valores de absorbancia, las pendientes son
diferentes, lo cual indica que si hay interferencia de matriz Esto también se aprecia al calcular
la concentracion de aluminio en la muestra. En el caso de extrapolar el valor de altura de pico
de la muestra A = 4.7 en la curva estandar, se obtiene una concentracion de aluminio de
11.86 ppb, valor que es mayor al, obtenido con la curva de muestra con adicion de estandar
que es de 4.0 ppb. En el caso de extrapolar el valor de absorbancia de la muestra A =0.078
en la curva estandar correspondiente se obtiene una concentracion de aluminio de 14.4 ppb ,
valor que también es mayor al obtenido con la curva de muestra con adiciones que es de 6.5
ppb. (Nota: aparte se hicieron los calculos correspondientes considerando la dilucion, para
conocer la concentracion del aluminio en la muestra original). Analizando estos resultados, se
decidi6 trabajar con el método de adicion de estandar.

Posteriormente se prepararon 30 disoluciones de [0 ppb de aluminio con modificador

de matriz. Cada disolucion se ley6 tres veces. Los resultados de absorbancia y de altura de
pico se encuentran en las graficas #20.

Gréfica #20
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Utilizando los resultados de las graficas se hicieron los siguientes calculos:
Altura de pico
concentracion; 10 ppb de aluminio
n=90
¥=2950
s=0.767

—w g IS
pEx “n
p=295%0.16
El intervalo de confianza al 95% para los valores de altura de pico para 10 ppb es 2.79 < u <

3.11, lo que corresponde a una concentracién de 10 + 0.5 ppb.

Absorbancia

concentracion: 10 ppb

n=90

¥=0.066

$=0.007

i = 0.066 =+ 0,002

Elintervalo de confianza al 95% para los valores de absorbancia para 10 ppb es 0.064 < p <
0.068, lo que corresponde a una concentracion de 10+ 0.3 ppb,

En las graficas hay variacion en los resultados, pero no tanto como en el caso del tubo
pirorrecubierto sin plataforma de L'vov. Estas variaciones son provocadas por el ruido de
fondo del equipo, ya que la concentracién de 10 ppb de aluminio se encuentra cerca del limite
de deteccion. -
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Para determinar el limite de deteccion y el limite de cuantificacion , se prepararon
cinco curvas de 5, 10, 15 y 20 ppb de aluminio con su blanco y se leyeron. Con los resultados
obtenidos se hicieron los siguientes calculos: »

Con los resultados del blanco:

Absorbancia Altura de pico
n=22 n=22
x =0.007 x =102
B B
55 =0.019 8=2.578

EB= promedio de las lecturas del blanco
s = desviacion estandar de las lecturas del blanco

Las ecuaciones de las curvas de calibracion que se obtuvieron son:
Absorbancia

Curva(l) y=0.0106 x + 0.007

Curva(2) y=0.0113x+0.009

Curva (3) y=0.0105x+0.007

Curva (4) y=00107x+0.011

Curva (5) y=10.0114x+0.009

Promedio de las cinco ecuaciones: y=0.0109 x+ 0.009

Altura de pico

Curva(l) y=1.13x+1.55

Curva(2) y=1.18x+1.92

Curva(3) y=113x+147

Curva(4) y=112x+1.98

Curva(5) y=122x+1.70

Promedio de las cinco ecuaciones: y=1.16 x+1.72

* a)Limite de deteccion

Is b
LD =-2£
m

Sustituyendo los valores correspondientes

Absorbancia L.D. =4.468 ppb
Alturade pico  L.D. = 5.184 ppb

El limite de deteccion, tanto en absorbancia como en altura de pico, es suficientemente
pequeiio, para lograr determinar aluminio en liquido cefalorraquideo. '
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b)Limite de cuantificacion

10s b
1.Q. =B
m

Sustityendo los valores correspondientes

Absorbancia L.Q. =16.734 ppb
Altura de pico L.Q. =20.741 ppb

Finalmente se descongelaron las muestras de liquido cefalorraquideo. Se leyeron una
vez para ver en cada caso si era necesario hacer dilucion, se les adicionaron los estandares y
el modificador de matriz. Estas muestras se trabajaron en las condiciones ya mencionadas y
con los resultados obtenidos se hicieron los calculos correspondientes y los resultados finales
s¢ encuentran en el cuadro #5.



CUADRO #5
CONCENTRACION DE ALUMINIO
EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

MUESTRA CONCENTRACION DE
ALUMINIO (ug/l)
} 268.86
2 21821
3 103.00
4 48.08
s 54.75
6 17.70
7 75.78
8 679.97
9 11.75
10 30.75
11 10.91
12 1440.33
13 150.30
14 - 18.28
15 78.3
16 14.29
17 88.69
18 10.89
19 953.76
20 68.55
2} 2138.93
22 4983
23 68.25
24 16.48
25 13.25
26 118.28
27 157.25
8 29.58
29 4043
0 34.19
3t 13.67
32 16.58
33 19.61
34 27.41
35 14.42
36 125.67
3 38.40
38 37.23
39 41.06
40 216,30
41 20641
2 100.85
43 831
H“ 11.1}
45 17.88
46 36.55
47 18.52
48 131.25
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Agrupando los resultados anteriores en los siguientes intervalos de concentracion: de
0 a 20, de 20 a 50, de50 a 100, de 100 a 150, de 150 a 200, de 200 a 250 y de 250 ppb de
aluminio en adelante, se obtiene la grafica #21.

Gréfica #21
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VL. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Con base en este trabajo, se puede comprobar que la espectrofotometria de absorcién
atobmica con homo de grafito, es una técnica adecuada para la determinacion de aluminio en
muestras biologicas, especificamente en liquido cefalorraquideo.

En el caso de trabajar con la técnica de espectrofotometria de absorcion atomica con
flama, se puede observar que es una técnica rapida, selectiva y confiable. Tiene un intervalo
lineal de 0 a 50 ppm de aluminio con una muy buena correlacion, lo que permite determinar
aluminio en muestras bioldgicas como tejidos, corazon, leche y otras, cuya concentracion se
encuentra en este intervalo.

No hubo interferencia de matriz en la determinacion del metal por flama en muestras
de liquido cefalorraquideo, lo cual permite suponer que en otro tipo de muestras biologicas,
en las cuales sea necesario hacer una digestion previa a la determinacion del elemento,
tampoco habrd problemas en dicha determinacion. Se puede decir que esta técnica es la
apropiada para determinar aluminio de una manera rapida y confiable en muestras biologicas
que tengan una concentraclon de pg/ml del metal.

En el caso de que la muestra biologica tenga una concentracion pequeiia de aluminio,
del orden de ug/L, es necesario utilizar la técnica de espectrofotometria de absorcion atomica
con horno de grafito y tubo pirorrecubierto con plataforma de L'vov y solucion modnﬁcadora
de matriz. -

Sl se comparan los resultados obtenidos con el tubo pirorrecubierto sin plataforma de

L'vov con los del tubo pirorrecubierto con plataforma de L'vov se observa lo siguiente:
1)La temperatura de atomizacion €s mas baja (2500°C) utilizando el tubo con plataforma de
L'vov, que la temperatura de atomizacion (2700°C) utilizando el tubo sin plataforma.
2)EIl volumen de la solucién modificadora de matriz utilizado es menor en el caso del tubo
con plataforma (1:10) que el utilizado en el caso del tubo sin plataforma (3:10).
3)El intervalo lineal es el mismo en ambos casos, de O a 50 ppb de aluminio. Sin embargo la
recta obtenida con el tubo con plataforma es mejor ( y = 1.03x + 1.05; r = 0.998) que la
obtenida con el tubo sin plataforma (y = 1.67x + 23.22; r = 0.998).Hay una gran diferencia
en la ordenada al origen entre ambas rectas, lo que implica tener una gran incertidumbre en
ldos resultados al trabajar en la parte baja de la curva obtenida utilizando el tubo sin plataforma

e L'vov.
4)El intervalo de confianza es mas pequefio (4 = 2.95 £ 0.16) utilizando el tubo con
plataforma, que el intervalo de confianza (u = 18.54 + 1.9) utilizando el tubo sin plataforma
de L'vov.
De lo anterior se observa que los resultados obtenidos con el tubo con plataforma son
mejores que los obtenidos sin la plataforma de L'vov. Esto se debe a que con la plataforma se
alcanzan condiciones mas estables, sobre todo durante el paso de atomizacion, lo que
aurnenta de esta manera {a sensibilidad de la determinacion.

ESTA TESIS NO DEBE
® SMR DE LA BBLOTECA



Cuando se trabaja con horno de grafito con tubo pirorrecubierto con plataforma de
L'vov, se obtiene una buena linealidad para el aluminio, pero por intervalos de concentracion.
El primer intervalo es de 0 a 50 ppb, el segundo de 50 a 100 ppb, el tercero de 100 a 150
ppb, el cuarto de 150 a 200 ppb y el quinto de 200 a 600 ppb de aluminio. Debido a estos
intervalos de linealidad, dependiendo de la concentracion de alumino en la muestra bioldgica
que se va a trabajar, se tiene que utilizar un intervalo de concentracion con suficientes puntos
para tener el intervalo lineal correcto. En el caso del liquido cefalorraquideo, se puede utilizar
el intervalo de 0 a 50 ppb. diluyendo las muestras cuando sea necesario, siempre y cuando se
cuente con un liquido cefalorraquideo con una concentracion menor a 2 ppb de aluminio,
para que sobre él se preparare la curva de calibracion, ya que como se demostré hay
interferencia de matriz.

En el trabajo que se hizo con tubo pirorrecubierto con plataforma de L'vov se
presentaron los resultados obtenidos en absorbancia y en altura de pico. Como se puede
observar, en general los resultados son muy parecisos, esto es, que el pico que se graficaba en
¢l registrador, correspondia a una absorbancia determinada, existiendo una buena relacion
entre ellos. Sin embargo, los resultados obtenidos con absorbancia son mas confiables, ya que
ahi no se tiene el error que se introduce al medir el pico graficado con una regla milimétrica.
Por mas exacto que se quiera medir, siempre hay un error de apreciacion. El limite de
deteccion que se obtiene es mas pequefio cuando se utilizan los resultados obtenidos en
absorbancia, que el que se obtiene cuando se utilizan los resultados obtenidos en altura de
pico. Sin embargo, la concentracion de aluminio de ambos limites es menor a la
concentracion de aluminio en liquido cefalorraquideo reportada en individuos normales,

En general todos los resultados obtenidos con el tubo pirorrecubierto con plataforma
de L'vov son bastante buenos considerando que se trabajo sin automuestreador. El limite de
deteccion obtenido es lo suficientemente pequefio, para poder determinar aluminio en liquido
cefalorraquideo en las condiciones de trabajo establecidas en el laboratorio. Se puede decir

. que la metodologia encontrada es confiable para la determinacion de aluminio, a nivel de

trazas, en estas muestras.

Analizando el cuadro #5, se puede observar que existe una gran variacién en los
resultados obtenidos. Esta variacion se debe a que las muestras pueden provenir tanto de
casos normales como de pacientes con problemas del sistema nervioso. Sin embargo, al
analizar la grafica #21, se encuentra que la tercera parte de las muestras coinciden con el
intervalo de las concentraciones de aluminio reportadas como de individuos normales por
Tslev y Pegon, y el resto de ellas provienen de personas neurologicamente enfermas. Seria
necesario conocer la historia clinica de cada uno de los pacintes para poder establecer alguna
asociacion entre la concentracion de aluminio y la enfermedad neurologica, asi mismo se
podria estudiar un grupo especifico de pacientes con un solo tipo de afeccion nerviosa, para
ver si extiste una relacion constante.
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